UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA -
I

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTINEOPLASICA IN VITRO DE COMPUESTOS
DE COORDINACION DE COBRE MEDIANTE EL
EMPLEO DE LINEAS HUMANAS DE CARCINOMA

CERVICO UTERINO.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA  BIOLOGA
p R E S E N T A t
ADRIANA MARQUEZ QUIN‘,%{IES

9
@r\,
N

L MEXICO, D.F. 2000.

CYAMENES PROFESIONALES
EACULTAD D7 GURMCA



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

Presidente Dra. Lena Ruiz Azuara ) -

Vocal M. en C, Inés Fuentes Noriega -
Secretario M. en C. Isabel Gracia Mora

ler. Suplente M. en C. Frandsco Hemnéndez Luis

2%, Suplente Q.F.B. Celedonio Gomez Ruiz

Sitio donde se desarrollo el tema: Unidad de Experimentacion Animal, conjunto "E”, Facultad de
Quimica, UNAM,
En conjuncién con el Instituto Nadional de Cancerologia, Av. San
Fernando No. 22, México, D.F.

Nombre completo y firma del asesor del tema:

. i Q
M. en C, Maria Isabel Gracia Mora W

Nombre competo y firma del supervisor técnico:

e
Q.F.B. Celedonio Gémez Ruiz K

Nombre completo y firma del sustentante:

Adriana Marquez Quifiones Ig,,, Am__;y\
-

g

<



A MIMADRE:

Por su apoyo y por que gracias a ella he llegado a donde estoy.

A MI ABUELO LUIS:

Por su cariiio y amor en todo momento.

A MIS HERMANGOS (CECY Y RAFA):

Por compartir conmigo su forma de ser y ver la vida.

A MIS ABUELAS:

Por su gran ejemplo de vida.

EN MEMORIA DE RAFAEL Y JOSE LUIS QUINONES:

Por ensenarme que con alegria se puede todo.

A MIS GRANDES AMIGOS VERO Y MARCOS:

Por estar ahi cuando los necesitaba.

It



AGRADECIMIENTOS ESPECIALES:

A la Dra. Lena Ruiz: por darme la oportunidad de ser parte de este proyecto y
apoyarme en la elaboracién de esta tesis.

A Isabel, por su amistad y apoyo en cada momento de elaboracion de mi
servicio social y tesis.-

A Celedonio, por su asesorfa y paciencia.

A Laara Romero, por su gran ayuda y amistad en cada instante de mi carrera.
A Lucia, Hector, Mabel, Alvaro, Marisol, Fabiola y a todo el grupo de trabajo
de la UNEXA, por hacer ameno y caluroso mi estancia en la elaboracién de este

trabajo.

Al Dr. Guillermo Alfare y al grupo de investigacion del INCAN, por dejarnos
hacer uso de sus instalaciones y por su asesoria en la elaboracién de esta tesis.

A mis amigos generacién 95, Luis, Ivén, Sylvia, Andrea, Paula, Paulina, David,
Julio, Sergio, Bella, Che, por hacer de la carrera de Q.F.B una carrera muy
divertida e interesante.

A mis amiguitos de la generacién 97, Miguel, Victor, Manuel, Arturo, Sergio,
Roberto, Idania, Erika, por enseiiarme que no solo el estudio hace a una
persona también la amistad y la alegria.

Gracias a todos de corazén

Adpriana.



INDICE GENERAL

CAPITULO1
RESUMEN

CAPITULO 2

INTRODUCCION
2.1 Generalidades del Cncer
2.1.1 Clasificaci6n del Cancer
2.1.2 Meté4stasis
2.1.3 Factores que originan el Céncer
2.2 Epidemiologia del cincer en México
2.3 Carcinoma Cérvico-Uterino CaClU
2.3.1 Generalidades
2.3.2 Historia natural y rutas de esparcimiento
2.3.3 Caracteristicas patolégicas
2.3.4 Estadlo clinico
2.3.4.1 Estadfo
23.4.2 Estadio 1
2.3.4.3 Estadio 111
2.3.4.4 Estadio IV
2.4 Tratamiento del céncer
2.4.1 Quimioterapia del céncer

2.4.2 Mecanismo de accién del cisplatino.

2.5 Casiopeinas®

PAGINA



CAPITULO 3
HIPOTESIS Y OBIETIVOS
3.1 Hipo6tesis
3.2 Objetivos
3.2.1 Objetivos Generales

3.2.2 Objetivos Particulares

CAPITULO 4
MATERIAL Y METODOS
4.1 Cultivo de lineas celulares tumorales in vifro
4.1.1 Generalidades de cada linea celular utilizada
4.2 Reactivos y materiales
4.2.1 Materiales
422 Equipo
4,2 3 Reactivos
4.3 Formacos
4.4 Metodologla

4.4.1 Descongelamiento de células

4.4.2 Obtencién del cultivo de abastecimiento (stock)

a confluencia

4.4.3 Tripsinizacién

4.4 4 Cuantificacién de células

4.4.5 Ensayo de inhibicién de la proliferacién

4.4.6 Tincién con sulforrodamina-B y lectura

4.4.7 Determinacion de la concentracion inhibitoria
media {CI50) inducida por los farmacos

35
37

38
39
39
40
40

41



CAPfTULQ 5
RESULTADOS

5.1 Efecto de los farmacos sobre las diferentes lineas

tumorales de CaClU

5.2 Concentraciones inhibitorias media (CI50) calculadas

para cada linea tumoral

CAPITULO 6
DISCUSION Y CONCLUSIONES
6.1 Discusion de resultados

6.2 Conclusiones

CAPITULO 7
ANEXOS
A Preparacion de soluciones

B. Datos estadisticos obtenidos por PROBIT

CAPITULO 8
BIBLIOGRAFfA

42

43

50

52

53
55

56
57
60

65

Vil



RELACION DE TABLAS

TABLA 1
TABLA 2
TABLA 3
TABLA 4
TABLAS
TABLA 6
TABLA 7
TABLA 8
TABLA 9
TABLA 10
TABLA 11
TABLA 12
TABLA 13
TABLA 14
TABLA 15
TABLA 16
TABLA 17
TABLA 18

Diferencias entre tumor benigno y maligno
Clasificacién de los tumores

Nomenclatura de las Casiopeinas®

Linea celular Hela

Linea celular SiHa

Linea celular Ca Ski

Linea celular C33

Relacién de farmacos utilizados

Efecto de los farmacos sobre la linea tumoral HeLa
Efecto de los farmacos sobre la linea tumoral SiHa
Efecto de los farmacos sobre la linea tumoral C33
Efecto de los farmacos sobre la linea tumoral CaLo
Efecto de los fArmacos sobre la linea tumora Ca Ski
Concentraciones inhibitorias medias para Hela
Concentraciones inhibitorias medias para SiHa
Concentraciones inhibitorias medias para C33
Concentraciones inhibitorias medias para Calo
Concentraciones inhibitorias medias para Ca Ski

PAGINA

7

8

25
32
32
33
34
37
43
43
43
44
44
50
50
50
51
51

vl



RELACION DE FIGURAS

FIGURA 1 Distribucién del cancer segun el sexo
FIGURA 2 Distribucion del cancer segun la topografia
FIGURA 3 Estructura del Cis-dicloro-diaminoplatino (II)

PAGINA

12
13
20



RELACION DE CUADROS

PAGINA
CUADRO 1 Factores exdgenos que originan el cancer 1
CUADRQ 2 Diagrama de Flujo para la evaluacién de un compuesto
antineoplésico 26






CAPITULO 1
RESUMEN

El cincer o neoplasias malignas, constituyen un grupo de enfermedades
refacionadas que se caracterizan por una multiplicacién desordenada de células anormates
y poco diferenciadas que no son susceptibles a las sefales de control de las demas células
del organismo.

Este crecimiento incontrolado sin restricciones como la diferenciacion, limitacién
del 6rgano, etc., permite que las células invadan tejidos adyacentes y frecuentemente sean
capaces de inducir metdstasis, lo cual provoca, en la mayorfa de los casos, la muerte del
paciente con cancer.

El cancer es la segunda causa de muerte en México, después de las enfermedades
del corazén, es responsable del 10 por ciento de las defunciones por patologias. Entre 1985
y 1994 se registraron 405 mil 841 muertes por cancer; un andlisis de las tendencias de este
mal crénico degenerativo, con frecuencia incurable, reporta que la mayor incidencia afecta
a las mujeres siendo las més comunes, céncer cérvico-uterino y de glandulas mamarias
(1)

Dentro de los tratamientos que se utilizan para combatir el cincer se encuentra la
quimioterapia, siendo efectiva s6lo en algunos casos, ya que se ha encontrado que muchos
de los tumores son o se vuelven refractarios a los firmacos ya existentes, o que éstos son
muy t6xicos al organismo. Todo ello hace indispensable la busqueda de farmacos que
actien de manera selectiva a fas células cancerosas, esto es, que no dafen a otras células
del organismo, y que ademds tengan un espectro de actividad méas amplio.

En México se justifica atin mas esta bGsqueda debido a que la mayoria de los
farmacos antineopldsicos son de origen extranjero, por lo que sus precios son mas

elevados y por lo tanto menos accesibles a la poblacion, ademds de que son muy pocos los



farmacos introducidos para el manejo de tumores s6lidos. En el caso del cancer cérvico-
uterino, en sus estadios clinicos mas avanzados no existen firmacos que ataquen et
crecimiento del tumor en mé&s del 38% en terapia simple, y cuando se utiliza terapia
combinada se llega a tener un 77% de respuesta utilizando cuatro firmacos en la terapia
(mitomicina, vincristina, bleomicina y cisplatino), lo cual implica mucho mayor toxicidad
y por lo tanto menor calidad de vida {2).

En la Facultad de Quimica de la UNAM, bajo la direccién de la Dra. Lena Ruiz
Azuara, se han sintetizado farmacos con potencial antineoplisico a los que se les ha
denominado Casiopeinas®. Algunas de ellas han demostrado tener actividad tanto in vive
como in vitro en algunos ensayos, por lo que se decidi6 continuar con estas pruebas en el
cernimiento de acuerdo a lo recomendado por el “National Cancer Institute” (NC]) para el
desarrollo y seleccién de posibles firmacos antineopiésicos (3).

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto antineoplésico de cuatro de
estos compuestos (Casiopeinas®), sobre lineas cetulares de carcinoma cérvico-uterino in
vitro, utilizando el ensayo de inhibicién de la proliferacion celular inducida por los
compuestos a prueba, mediante un ensayo cotorimétrico con sulforrodamina-B.

De esta forma se pretende evaluar a cada una de las Casiopeinas® sobre las
diferentes lineas celulares para determinar si existe una actividad antitumoral y 2 la vez

evaluar si hay alg(in tipo de correlacién estructura-actividad.






CAPITULO 2.
INTRODUCCION.

2.1 GENERALIDADES DEL CANCER
El cdncer o neoplasia maligna, constituyen un grupo de enfermedades refacionadas que se
caraclerizan por una multiplicacién desordenada de cétulas anormales que no son susceplibles a las

seaales de control de las demds células normales del organismo (4,5).

En cualquier parte del cuerpo pueden originarse grupos de células que proliferen de forma
anormat, De ellos, lvs que no pueden invadir los tejidos vecinos y permanecen estrictamente
localizados reciben el nombre de tumores benignos; los que se diseminan desde el lupar de origen y
pueden alcanzar el torrenle sanguineo y el sistema linfatico {metastasis) reciben ¢l nombre de

tumeres malignos o cdncer (Tabla 1) (3,6).

Todas las definiciones de cdncer se enfocan en tejidos compuestos por células que se han
vuelto independientes en cierto grado de Jas fuerzas de control del crecimiento normal del huésped.
Pe alguna manera las células cancerigenas se vuelven asociales, esto ¢s que su ambicnte incluyendeo
células vecinas les afectan minimamente, esto quiere decir que en si, el cdncer es un problema tanto
a nivel de proliferacion como a nivel de diferenciacion de la célula, ya que las células neopldsicas
presentan caracteristicas de diferenciacién errénea o nula, lo que las provee de la capacidad de

invadir 0 metastatizar. (4,7)

El proceso de carcinogénesis es un proceso complejo que transcurre a lo largo del tiempo y a

{ravés de por lo menos tres diferentes etapas:

Iniciacion: es un dafio permanente y transmisible en el DNA de una célula que, si no
se repara, se fija come mulacién, quedando la célula iniciada. Los agentes iniciadores
son por definicion compuestos genotoxicos, es decir, compuestos que pueden

interactuar con el DNA y dadarlo.



Promtocidn: en esta vlapa ocurre una expansion clonal, que puede ser reversible
(hipe;'plasia) a partir de la célula que se inicio. Se requicre de la presencia continda
del nivel wnbral del agente promotor, que ¢s un compueslo quimico, fisico o
biolsgico que es necesario para la formacidn de determinados tumores.

Progresion: ¢s la adquisicién por la neoplasia del cardcter maligno. Hay aparicion
secuencial de subpoblaciones cada vez mis aberradas genéticamente, lo que les
confiere una des-diferenciacién o una diferenciacién aberrante lo que da la

caracteristica de poder escapar, invadir y colonizar o metastatizar a éryanos distantes

“7.

El nivel de accidn en el que sucede et fendmenc de la promocién parece ser ef de la
activacion de los mecanismos de lransduccién de la senal proliferativa, es decir, a nivel de la
estimulacién de la divisién celular, y por lo tanto son agentes no mutagénicos ya que no

necesariamente tienen un contacto directo con el DNA de la c6lula afeciada (7).

2.1.1 CLASIFICACION DEL CANCER

Los diferentes tipos de cdncer se clasifican principalmente por ef érgano en que se han
originado y por la clase de células interesadas (Tabla 2). Por ejemplo: los tumores que se originan
de tejido mesenquimal son llamados SARCOMAS, las neoplasias originadas de misculo liso se
denominan  LEIOMIOSARCOMA, tumores malignos de  misculo  esquelético
RABDOMIOSARCOMA (3.6).

Las neoplasias malignas originadas de células epiteliales y derivadas de cualquicra de las tres
capas germinales, se laman CARCINOMAS, Cuando tienen origen de glindulas se denominan
ADENOCARCINOMAS. A los carcinomas originados de cualquier epitelio plano estratificado se
denomina CARCINOMAS EPIDERMOIDES (Tabla 2) (6).

De esta forma se cuenta con una gran cantidad de variedades de la enfermedad lo que hace

mas diffcil su control y tratamiento.



TABLA L

DIFERENCIAS ENTRE TUMOR BENIGNQ Y MALIGNO

CARACTERISTICAS

TUMOR BENIGNO

TUMOR MALIGNO

Estructura y diferenciacion

Modo de Crecimienlo

Velocidad de crecimienlo

Progresion del crecimiento

Metdstasis

Recurrencia después de la

extirpacién

Cromatina Nuclear

[nvasion a vasos

Divisiones Nucleares

Cromosomas anormales

Frecuentemente tpica del
tejido de origen

Expansivo, con formacién de
cdpsula

Generalmente lento: pocas
milosis normales

Lento y pregresivo puede
detenerse o regresar
Ausenles
Rara
Normal

No

Pacas y la mayoria normales

Pocos

Frecuentemente alipica, vs decir,
poco diferenciado

Infiltrativo no encapsulado
Generalmente rdpido muchas
mitosis anormales
Raramente cesa, casi siempre es
répido y progresivo hasta ba

muerte
Generalmente presente

Frecuente

Aumentada

Frocuente

Muchas divisiones

Muchos

Tabla 1. Dilerencias Entre Tumores Benignos y Malignos.

Fuente: {(6) JARAMILLO, J. El Cdncer, Fundamentos de Oncologia.Vol.l Ed. de la Universidad de
Costa Rica. Costa Rica (1991). pp89




TABLA 2

CLASIFICACION DE LOS TUMORES

TEJIDCOS DE ORIGEN BENICNO MALIGNO
1. EPITELIO
De revestimiento Papiloma Carcinoma
Glandular Adenoma Adenocarcinoma
Trofoblasto Mola hidatidica Coriocarcinoma
2. TEJIDO CONJUNTIVO
Fibroso Fibroma Fibrosarcoma
Adiposo Lipoma Liposarcoma
Muscular Liso Leiomioma Leiomivsarcoma
Muscular Estriado Rabdomiona Rabdomiosarcoma
Cartilaginoso Condroma Condrosarcoma
‘Oseo. Osteoma Osteosaracoma
Linfdtico Linfagioma Linfangiosarcoma
Sanguineo Hemangioma Hemangiosarcoma
Linfoideo Linfoma
Mesotelio (peritoneo, pleura) Musotelioma Mesotelioma maligno
Médula Osca Leucemias
Sinovial Sinoviomas Sinovioma maligno
3. TEJIDO NERVIOSO
Nervios Neuroma
Vaina Nerviosa Neuroflibromas
Neurilemonas Schawanoma maligno
Células Simpaticas Canglioneuromas Neuroblastomas
Glia Glioma Glioma
4. OTROS TEJIDOS
Células Pigmentadas Nevo Melanoma
Médula Suprarrenal Feocromaciloma Feocromacitoma
Células Comafines Carcinoides Carcinoide maligno
Células APUD Apudoma Apudomas malignos
Embrignarios Quistes dermoides
Teratomas Teralomas malignos
Timo Tintomas Timoma maligno

TABLA 2. CLASIFICACION DE LOS TUMORES

Fuente: JARAMILLO, §. El Céncer, Fundamentos de Oncologia, Vol1 Ed. de la Universidad de

Costa Rica. Costa Rica (1991). pp90,




2.1.2 METASTASIS

La proliferacion incontrolada es un hecho importante en la cascada oncopénica, no solo
aumenta fa posibilidad de adquisicion de un mayor grado de alleracion genética, sino que también
es escencial para la expansion de una subclona agresiva de células, Sin embargo el avntento de la
proliferacion no es suficiente por sf misma para dar origen a la diseminacion del tumor a tejidos

distanles (metdstasis) (6,8).

El comporlamiento de las células metastdsicas se puede definir como fa tendencia a
traspasar los limites del comportamicnto tisular y a entremezclarse con diferentes tipes celulares

(8.

El proceso de mebistasis implica una cascada de pasos secuenciales ligados, dentro de los
cuales s¢ llevan a cabo miltiples interacciones huésped-tumor. Una célula o grupo de células debe
ser vapaz de abandonar el tumor primario, invadir el tejido local del huésped, atravesar la
membrana basal del tejide al cual pertenecen, entrar en circulaci6n ya sea en los vasos sanguineos o
linfiticos y trasladarse a través de cllos a regiones distantes, atravesar nuevamenle los vasos y fa
nueva membrana basal, extravasarse en el tejido inlersticial y parenquimatoso del érgano blanco y
proliferar come una clona secundaria en un nuevo érgano, reproduciéndose activamente en 6l y

originando nuevas formaciones tumorales, con células cada vez mas aulénomas y agresivas (7,8).

No todos los tumores invasivos tienen rdpido crecimiento; algunos tumores crecen
lentamente, a pesar de que se sabe que las células malignas suelen tener considerable motilidad. Al
parecer, en la invasién de tejido normal por las células malignas hay una activa participacion do

diversas enzimas hidroliticas u otras que destruyen el tejido y ayudan a la metéstasis (7.5,9).



2.1.3 FACTORES QUE ORIGINAN EL CANCER

Los (actores que originan el cdncer se dividen en dos grandes prupos, los factores exdpenos
que constituyen de un §0-90% de los casos y los factores end6genos que forman el 10-20% restante

(Cuadro 1).

Los factores exogenos se dividen a su vez en cinco gru pds de acuerdo a la naluraleza del
compuesto que lo origine y que puede ser genotdxico, es decir que cause un dano al malerial
genético de la célula (DNA) o no genotbxico en el cual su mecanismo de acciéon cs a nivel de
factores que estimutan la proliferacion celular, y al aumentar la capacidad proliferativa de las
células también se aumenta la probabilidad de que ocurran mutaciones en el DNA que deriven en

cambios en la proliferacion y fa diferenciacion de la célula.



Cuadro 1. Factores exogenos que originan cincer.

* Genotéxicos
*  Compuestos Quimices
* No genotoxicos

* Genotoxicos

Radiaciones
* No penotdxicos

s  Factores Fisicos

Lesiones Recurrentes: aumentan los procesos inflamatorios
y por lo lanlo aumenta la capacidad proliferativa

* Virus: Genoloxicos
¢ Faclores Biolégicos

* Hongos y Bacterias (No gendtoxicos)

* Estrés

* Factores sociales
* Depresiones profundas

En el caso de los factores sociales s¢ ha demostrado que causan inmunodepresion lo que
deriva en la falta de reconocimicnto de las células malignas por el sistema inmunolégico y permite
su proliferacidn y propagacion.

Los factores endogenos constituyen del 10 al 20% de fos casos de cincer humano y estos
pueden ser por mutaciones espontdneas en el DNA generalmente mutaciones puntuales o hien por

‘ herencia (7)



En el caso de las mutaciones puntuales estas pueden ser por diferentes causas (7):
* Infidelidad de la DNA polimerasa.
¢ Dupurinacitm espontdnca.
e Dafo oxidativo causado por radivales libres generados por diferentes procesos biol6gicos.
« Elementos méviles (relrovirus enddpenos presentes enel 3% de la poblacion).

+  Deaminacion espontinca de la 3-melil citosina a timina (mulacién poco reparable).
2.2 EPIDEMIOLOG(A DEL CANCER EN MEXICO

El cdncer constituye un problema de salud piablica. En nuestro pais constituyo6 la segunda
causa de muerte on el aino de 1995, con 48,222 decesos, el 11.2 % del total de mucrtes. Durante ese
aho se reportaron 73,299 casos nuevos de cincer en México con predominio del sexo femenine
(64.7%) (FIGURA 1) (1,9.10).

La distribuicién por edad de acuerdo al sexo muestra en e! sexo masculino el primer lugar
en ¢l grupo de 75 afios y mas con el 20%, seguide por el de 60 a 64 con el 11.8%. En las mujeres
lambién fue ¢l grupo de 75 afios y mayores ¢l mds elevado con el 11.5% seguido por el grupo de 43
& 49 atios con el 11.2% y después el grupo de 40 a 44 aitos (10.0%) (1),

Mujeres 64.7 %

Hombres 35.3 %

Figura 1. Distribucién del cdncer segin el sexo en 1993
Registro Histopatol6gice de Neoplasisas en México (1995)



Los primeros cinco lugares segidn su lopografia fueron: El cuelio del titero 21.5%, Glindula

Mamaria (fem) 10.6%, Glindula Prostitica 5%, Estomago 3.9%, Ganglio Linfdtico 3.7 %.

215
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Cuello Uterine  Mama Fem. Prostita Estdmago  Gangtio Linfitico

Figura 2, Distribucion del cancer segin la topografia en 1993
Registro Histopatoldgico de Neoplasias en México (1995)

2.3 CARCINOMA CERVICO-UTERING (CaCU).
2.3.1 GENERALIDADES

Los tumores pinecolégicos malipnos son comunes, de cllos los tumores oérvico-ulerinos
representan el 6% (11,12). El presente trabajo se enfoca en el efecto de cuatro posibles farmacos
antincopldsicos sobre lincas tumorales de carcinoma cérvico-uterino, por to que es necesario hacer

referencia a lo que concierne a este tipo de tumores malignos y a su clasificacién,

Como ya se hizo referencia anteriormente el carcinoma es un tipo de cdncer de erigen
epitelial, capas de células que recubren la superficie del cuerpo y lapizan las diferentes glindulas
{Tabla 2), en el caso del CaCU las células malignas se encuentran en el recubrimiento del cuello

uterino (14),

13



El CaCU s una de las principales causas de mortalidad en fa mujer. En México cs

neoplasia maligna més frecuente causal de 21,554 muertes entre 1990 y 1994, Representa el 225% de

las neoplasisa registradas. La edad mis frevuente de presentacion es de 35 a 59 anos (9, 11).

No se conoce la causa del CaCU pero su desarrollo parece estar relacionade a midltiples

agresiones y lesiones sobre el cérvix, esludios han mostrado que esposos de mujeres con CaCU

reportan mas companeras sexuales y mayor historia de varias condiciones genitales como

condilomas, genorrea y herpes genital. Ademds de que hay otros factores que se han relacionado a

este padecimienio como son:

Edad de inicio de actividad sexual.
Multiparidad.

Numero de parejas sexuales.
Tabaquismo.

E! Virus del Herpes.

El P;:piloma Virus {(HPV), del cual se han asociado 20 serolipos a lesiones anogenitales (15), la
gran mayoria de las células infectadas no desarrollan un tumor maligno, lo que indica que por
s sola la infeccion por HPV no es suficiente para causar cdncer, sino que se requicren ademds
de cofactores como el tabaquismo para que se pueda desarrollar la neoplasia (Am | Med. May
1997).

El Virus de Inmuncdeficiencia Humana (HIV), Maiman reporta que mujeres con HIV y CaCU
tienen estadfos mds avanzados y grados histol6gicos mds altos. El pronostico cs peor y las

muertes se asocian mas al cdncer que al SIDA (12,13).

23.2 HISTORIA NATURAL Y RUTAS DE ESPARCIMIENTO

En general, el CaCU tiene su origen en la unién escamoso-columnar del canal endocérvico o

€l portio del cérvix. La lesion estd frecuentemente asociada con una historia crénica de cervicitis,

displasia severa y carcinoma it siti {esta progresién a invasion toma de 10 a 20 anos) (14).



Ef proceso maligno traspasa la membrana basal del epitelio ¢ invade el estroma cervical. Si
la lesion vs menor a 3 mm sin invasion vascular o proyecciones confluentes, la lesion os clasificada
como microinvasiva o superficialmenle invasiva, y la probabilidad de metdstasis al nodo linfatico
es aproximadamenle del 1%. La invasién pucde progresar, pero si el tumor no es gruesamente
visible y 1a profundidad de penetracién es menar a 5 mm, ¢l tumor o clasificado como carcinoma

invasivo oculto (13).

23.3 CARACTERISTICAS PATOLOGICAS

Mis del 90% de los tumores invasivos son del tipo de ¢élulas escamosas. Aproximadamente el
5% son clasificados como adenocarcinomas y del 1-2% son células claras, tipo mesonéfrico. Mentz y
Reagan (12) han dividido al carcinoma de células escamosas en tres tipos:
1. Queratinizante.
2. Noqgueratinizante.

3. Tipo células pequenas.

El carcinoma epidermpide invasivo estd compuesto de nidcleos y nidos de células epiteliales,
ordenadas al azar y formando arborescencias miiltiples de diferentes tamafos y configuraciones.
Las células queratinizantes muestran un foco de queratinizacion con perlas arrinconadas. Las
¢élulas no quertainizantes ticnen tumores estromales con bordes bien demarcados pero sin
evidencia de queratinizacién o perlas arrinconadas. Las células pequenas tienen un huso o una

apariencia redondeada y tumores con hardes poco definidos.

El adenocarcinoma proviene de la mucosa cilindrica del endocervix o de la secresion mucosa de

las glindulas endocerviales (12).



2.3.4 ESTAD{O CLINICO

El carvinoma cérvico-utering tiene sus origenes en la unidn escamoeso-columnar ya sea en el
canal endocérvico o en ¢l portio del cérvix. La lesién precursora es displasia o carcinoma in situ la
cual subsecueniemente puede convertirse en céncer invasivo. Este proceso puede ser un poco
lento. Al irse haciendo invasivo, et lumor traspasa de la membrana basal ¢ invade cl estroma
cervical, La extensién de tumor en el cérvix puede manifestarse como ulceracion, tumor exefitico, o

infillracion extensiva del tejido interior del recto o del ano.

El estadio inicial fue propuesto en 1929 por un subcomité de las Naciones Unidas, la cual
fue subsecueniemente revisada en 1937 y 1950, Estas funciones fueron tomadas por la Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO por sus siglas en inglés), en colaboracion con la
Orpanizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Unidn Internacional Contra ¢l Cinver . Los cstadios

propuestos por esta comisi6n fueron finalmente revisados en 1971

Enseguida se describen los criterios ulilizados por la FIGO para la clasificacion del
carcinoma cérvico-uterino. Dicha clasificacion debe estar basada en la evaluacion clinica
(inspeccién, palpacién, colposcopia), examinacion del seno, rifiones y esqueleto, y biopsias
endocervicales. Cuando haya un desacuerdo en el estadio, se debe seleccionar ¢l estadio mas

cercana para fines estadisticos. Todos los tipos histologicos deben ser incluidos (13).
234.1ESTADIOI

El estadio 1 es carcinoma estrictamente confinado al cérvix, 1a extension al cuerpe uterino

debe ser disgregada:

Estadio I-A: Es cdnwer invasive identificado inicamente por microscopia. La invasion estd limitada

al estroma con un maximo de profundidad de 5 mm y no mds ancho de 7 mm (16).



¢ FEsladio I-A;: La invasién del estroma no es mayor de 3 nun de profundidad y po mas
ancho de 7 mm de didgmelro.
¢ Estadio I-Ax La invasion del estroma es mayor de 3 mm pero ne mayor de 3 mm de

profundidad y no més ancho de 7 mm de didmelro,

Estadio I-B: Las lesiones clinicas estdn confinadas en ¢l cérvix o bien las lesiones preclinicas son

mayores al estadfo 1-A

» Estadio I-By: Las lesiones clinicas no son mayores a 4 cm de tamato.

« Estadio 1-Bx: Las lesiones clinicas son mayores a 4 cm de tamario.

2.34.2ESTADIO N

El estadfo 1l es carcinoma que se extiende alrededor del cérvix pero no hacia dentro Jde la

pared pélvica. El carcinoma envuelve la vagina, pero no llega al tercio bajo de la misma (16).

Estadio 1I-A: No hay envolvimiento parametrial obvio, et envolvimiento es sobre los dos tercios

superiores de la vagina.

Estadio I1-B: Hay envolvimienio parametrial obvio, pero no sobre ta pared lateral pélvica.

234.3ESTADMO III

El estadio Il o5 carcinoma que se ha extendido sobre la pared lateral pélvica, en un examen
rectal, no hay cspacio libre el tumor y la pared pélvica. El tumor envuelve el tercio hajo de la
vagina. Todos los casos con hidronefrosis o disfunsién renal deben ser incluidos, a mencs que se

sepa que scan debido a otras causas (16).



Estadio 1[I-A: No hay extension a la pared pdlvica pero hay envolvimiento del tervio bajo de la

vagina,

Estadio 1(i-B: Extension a la pared pélvica, aqui se incluyen los casos en donde exista hidronelrosis

o dislunsion renal.

2344 ESTADIO IV

El estadio TV es carcinpma que se ha extendido alrededor de la verdadera pelvis o ha

envolvido clinicamente la mucoesa del recto o del ano.
Estadio IV A: Hay diseminacién del tumor a los 6rganos adyacentes a la pélvis (invasion).

Estadio [V B: Hay diseminacion a drganos lejanos a la pélvis (metdstasis) (16).

2.4 TRATAMIENTO DEL CANCER

Dentro de los esfuerzos para poder erradicar el cdncer se tiene principalmente a la cirugjia,
el tratamiento con fdrmacos (quimiclerapia), la radiolerapia, y dltimamente la inmunoterapia y la

genoterapia (atin en estudios) en la mayorfa de los casos se utilizan lerapias combinadas (17).

No cabe duda de que la quimioterapia es uno de los tratamientos més utilizados ya sea sola
o en combinacién con otros tratamientos, sobre todo para el caso en que las células malignas hayan
alcanzado una metdstasis a distancia, en cuye caso no se puede localizar el tumor por lo que la

cirugfa y la radioterapia son insuficientes para poder controlar la enfermedad.



24.1 QUIMIOTERAPIA DEL CANCER

La gencracion de meldstasis en el cdncer hace practicamente imposible el lratamienio de
neoplasias por los métodos locales como son la cirugfa y la radioterapia, por lo que son necesarios

métodos sistémicos como es el caso de la quimioterapia.

Desde hace 500 atios ya existia ¢l conceplo del tratamiento del cdncer con [drmacos (18), se
sabe que con este propésito se empleaban preparaciones de plata, zinc y mercurio, sin embargo, no
fue sino hasta 1865 cuando se document6 el uso de fdrmaces en un tratamiento sistemdtico en
neoplasias malignas cuando Lissauer administraba arseniato de potasio en pacientes con leucemia y
observaba efectos posilivos. Sin embargo, la quimioterapia del cdncer como tal se sislematiz6 hasta

80 anos después.

El primer firmaco aprobado para ser utilizado contra el cdncer fue la mostaza nitrogenada
(1949), a continuacion: aminopterina (1952), metolrexano, trietilenemilamina y mercaptopurina
(1953), busulfan (1934), clorambucilo (1957), Lio-TEPA y ciclofosfamida (1959), vinblastina (1961),
fluoroacilo y moslaza uracile (1962), vincristina (1966), melfalin y aclinomicina-D (1964),
tioguanina y pipobromano (1966), hidroxiurea (1967) , procarbazina y arabindsido cilosina (1969),
milotano, floxuridina y dcido aureoélico (1970), bleomicina (1972), mitomicina y doxorubicina (1974),
dacarbazina (1975), CCNU (1976), BCNU (1977), L-asparginasa y cisplatino (1978), daunomicina
(1980). Estreptozotocina y oestramustina (1982), etoposida {1983), interferén alfa-2 y tamexifen

(1987), mitoxantrona, anitogo del somastotatino, ifosfamida ¢ inteleucina-2 (1988) (18).

En 1969 Rosenbery, (19) reporta la actividad citostatica de un compuesto sintético de origen
inorgdnico que marco la pauta de una nueva seric de compuestos, esle compuesto fue el cis-

diamino-dicloro-platino (Il), actualmente conocido come Cisplatino.



El cisplatino es una de los quimioterapéuticos mds importantes utilizade vn el vanver de
pulmon, de ovario, de células genminales, de cabesa y cuello y de ano. Sin embargo, tiene
numerosos efectos secundarios, la mayoria de los cuales se encuentran bien caraclerizados. Los
efectos secundarios conocidos son principalmente nefrotoxicidad, neurotoxicidad, otetoxicidad,
miclosupresion, asi como ndusea y vomito. Dentro de estos efectos secundarios, la nefrotoxicidad

ha recibido mayor atencion comw el principal factor limitante de dosis (20).

2.4.2 MECANISMO DE ACCION DEL CISPLATING:

El cisplatino s un complejo inorgdnica formado por un dtomo de platino {I1) redeado por
moléculas de ion cloruruo y amonio en la posicion eis del plano horizontal.

FIGURA 3. Estructura del cis-dicloro-diamino-platino {11
NH; ol

Pt (1])

NH;3 ' Cl

Tanlo la carga neutra como la posicién cis son necesarias para que el complejo de platino
ejerza su efecto antitumoral. En el plasma, donde hay una gran concentracién de iones cloruro, se
picnsa que los iones cloruro del cisplatino se disocian, permitiendo asf su entrada al inlerior de las
células. Dentro de la célula, donde la concentracion del clore es baja, el agua desplaza los ligantes
clorure del complejo formando complejos de platino cargados positivamente, los cuales son
altamente reactives y toxicos (21)

En el caso del carboplatino, que conliene un ligante quelato dicarboxilico en lugar de los
cloruros, esta disociacion se da en mucho menor grado y su toxicidad disminuye notablemente, con

un incremento en ¢l costo.
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Los complejos formados actiian inhibiendo la sintesis del DNA, la mds importante forma de
unién al DNA es con ¢l nitrégene N7 de los residuos de guanina en ¢l DNA, lo que ocasicna
uniones cruzadas (rosslinking) inlracadena o intercadena de dos DNA, DNA-proteina, y uniones

al RNA mensajero (21).

Ademas de toda la loxicidad que presenta el cisplatino, existen muchos tumores gue son o
s¢ vuelven lotalmente refractarios a 61, En el caso especifico del céncer CaCU estudios con el uso
del cisplatino han mostrado que el CaCl de células escamosas es sensible a la quimioterapia,
varios regimenes basados en el cisplatino han sido asociados con allas respuestas en pacientes con
céncer avanzado o recurreate, Sin embargo, la quimioterapia en pacientes con CaCU  refractario
usvatmente resulta en una excesiva toxicidad y una corta duracién de la respuesta sin esperanza de

sobrevida (22).

2.3 CASIOPEINAS®

Lo anterior ha llevado al discho, sintesis y evaluacion de nuevos agentes en fa biisqueda de

compucstos con loxicidad reducida y diferentes propiedades biolopicas.

De manera ideal la bisqueda prelende encontrar [drmaces que cumplan con las siguientes

caracleristicas:

a) Ausencia de resislencia-cruzada al cisplatino,

b) Un espectro mis amplio de actividad, particularmente en dreas clinicas donde el cisplatine no
ha demostrado efectos lerapéuticos significantes.

¢) Mayor efectividad clinica antitumoral.

d) Disminuci6n de efectos eméticos y renales.

e) Sinerpismo en lerapias combinadas,
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En México existe una total dependencia a la industria farmacéutica extranjera, de marera que
% necesaria la importacién de este tipo de compuestos haciendo gue los costos de los mismos sea
muy alto, ademids de la cada vez mds creciente necesidad de dichos férmacos, hace indispensable
la bisqueda de [drmacos que cumplan con las caracteristicas anteriormente mencionadas para
brindar una alternativa de quimioterapia con menor costo, y por lo tanto a mayor alvance de la

poblacién.

En 1975, la Dra. Ruiz-Ramirez de la Divisién de Estudios de Posgrado de la Facultad de
Quimica de la UNAM, concibié la idea de disefar compuestos de coordinacidn con posible
actividad antincoplasica. Dichos compuestos poseen en su esfera de coordinacién metales de la
primera seric de transicion (Mn, Fe, Co, Ni, Cu y Zn). A partir de 1980 se inician trabajos de
constatacion biolgica in zitre (23, 24), con base en el supuesto de que puedan tener actividad
anlineoplasica. Esta hipttesis se apoy6 en los postulados de Rosenberg (25), que a su vez fueron
derivados del conocimiento farmacodinimico del cisplatino en Yineas tumorales y que se resumen a

los siguientes puntos:

1) Estos complejos deben intercambiar rdpidamente séle algunos lipantes en reacciones con
maoléculas bioldgicas.

2) Los complejos deben ser eléctircamente neutros, aungue la forma activa puede eslar cargada
después de intercambiar alypin ligante dentro del organismo.

3) Son necesarios dos ligantes cis monodentados (o un bidentado) come grupos salientes. Los
iSOmeros trans son inactivos,

4} Las velocidades de inlercambio de eslos ligantes se encuentran en un intervalo especifico Jde
labilidad.

3) Los liganles no intercambiables en la molécula deben estar fucriemente enlazados.
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Los compuestos sinlelizados por Ja Dra, Ruiz-Ramirez se encuentran patentados (26) y reciben
¢l nombre de CASIOPEINAS®, Estdn plenamente caraclerizados por andlisis elemental. IR, UV-VIS,
RPE {cn varios casos), conductividad, momento magnélico y estructura de rayos X cuando se han

oblenido cristales (27).

En la actualidad cexisten méds de 100 compuestos sinletizados (Tabla 3), y dado que algunes han
demostrado tener actividad antincopldsica in vitro e in vivo (28,29) se ha devidido continuar con las
pruebas de cernimiento in vitro  establecidas por el “National Cancer Institule” dentro Jde su
programa “Cancer Chemotherapy National Service Center”, en Bethesda, Maryland, EUA, en
donde se establece probar los posibles firmacos antineopldsicos [tente a lineas tumorales humanas

para determinar su eficacia (3, 30).

En el diagrama de flujo se muestra cf sistema levado a cabe por el grupo de investigacion
para la sintesis y caraclerizacién de las Casiopefnas®, cabe mencionar que ¢l presente trabajo se
encuentra ubicado dentro de los trabajos de investigacion relacionados con la " Actividad

antineopldsica in vitro- in vive” (Cuadro 2).

El mecanismo de accion de las Casiopelnas® todavia no esta claro, en estudios recientes se
muestra que las Casiopeinas causan un incremento en  la frecuencia de reversién, por lo que se
concluy6é que las casiopefnas actuan sobre el DNA mediante la induccion de recombinacién

homologa en céhdas de mamiferos (31).

En el presente trabajo se hacen pruebas de inhibicidn de la proliferacidn de lineas
tumorales humanas utilizande cuatro Casiopeinas® para determinar la Concentracién Inhibitoria
- cincuenta (Clso), concentracion a la cual se obliene un 30% de sobrevida de la linea tumoral, ademds
de determinar la relacion estructura-actividad de las Casiopeinas®, para lo cual se seleccionaron

lineas tumorales de carcinoma cérvico-uterino con diferentes estadios de avance (33).
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Para llevar a caba las pruchas de inhibicion de la proliferacién se utilizan varios métodos
para medir, ya sea la densidad cetular o bien el por ciento de sobrevida con respecto a un control
negativo o de 100% de proliferacion. Utilizando un ensayo colorimétrico con Surforodamina B
(SRBY, ol cual es un colorante ani6nico de Lipo aminoxanteno rosa brillanle con dos grupos
sulfénicos, es un colorante de proteinas el cual bajo condiciones medianamenle scidas se une a los
residuos Jde aminodcidos basicos en las células fijas con dcido tricloroacético (TCA) para proveer un
fndice sensible de la proteina celular contenida de manera que sca lineal sobre el intervalo de

densidad celular al menos de dos érdenes de magnitud (32, 33,34)
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CUADRO 2. DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA EVALUACION
DE UN COMPUESTO ANTINEOPLASICO.

Diseflo, sintesis y caracterizacién

h 4

L 4
Actividad citostatica in vitro- in vivo

Y
dad antineo

o

L ety e

‘Aqtivi

>

plasica in vitro- in vive

Toxicologia y Farmacologia

Clinica veterinaria

Modelaje
A

Mecanismo de Accion

Relacién Estructura Actividad

26



3




3.1 HIPCTESIS.

Las Casiopeinas® serdn capaces de inhibir la proliferacién celular en al menos una de las lineas
celulares de carcinoma cérvico-ulerino a prueba en una magnitud igual o mayor a la del férmaco
control utilizado. El método de Lincién con SRB serd lo suﬁcieniemente sensible para deteciar
diferencias de selectividad y grado de actividad de las Casiopeinas® y del formaco control para

peder determinar una relacion estructura-actividad cualitativa.
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3.2 OBJETIVOS
3.2.1 OBJETIVOS GENERALES:
o Determinar la actividad antineopldsica de cuatro Casiopefnas® sobre lincas tumorales

humanas de carcinoma cérvico-ulerino, obteniéndo asi datos dtiles para establecer una

relacién estructura-actividad cualilativa entre los fdrmacos a prueba.

3,2.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

« Establecer un método sencillo y confiable para la determinacién in vifro de la

citotoxicidad inducida por firmacos.

« Determinar la magnitud de actividad de las Casiopeinas® mediante el calculo de la
Concentracién Inhibitoria cincuenta (CI50) para cada farmaco sobre cada linea celular a
prueba.

«  Determinar la selectividad que presenta cada Casiopeina® sobre las ltneas tumorales de

carcinoma cérvico-uterine a prueba.

« Apontar datos para cl cernimiento de los farmacos denominados Casiopeinas® y

continuar asi con la investigacion preclinica de tos mismos.
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CAPITULO ¢
MATERIAL Y METODOS.

4.1 Cultivo de lincas celulares lumorales in vitro

Las células que se encuentran dentro de un organismo pueden crecer debido a que reciben
todos los nutrientes necesarios para su desarrollo. Las células tumorales pueden crecer in vitro
empleando un medio de cultivo que contenga todos los elementos necesarios para su crecimiento,
como son: f{uenle de carbono, fuente de nitrégeno y cofactores, aminodcidos escenciales y
vitaminas, as{ como oligoelemenlos y factores de crecimiento gue aporta el suero fetal bovino.
Ademis exislen células que requicren de cierlos facteres especiales que deben ser adicionados al

medio para el crecimiento adecuado.
De acuerdo a su procedencia y al tipo de subcultive se clasifican en:

Cultivo primario: se obtienc directamente del tejido animal; estd constituide por células bien
diferenciadas cuya permanencia en cultivo es corta.
Cultive sccundario; se obtienc a partir de un cultivo primario, se comporta de la misma forma que
ésle.

Cepa celular: es un cultive celular bien caraclerizado. Consta bidsicamente de tres fases:
inicio, reproduccidn (divisién celular) y muerte,

Linea celular: se refiere a una estirpe celular, que se divide aceleradamente, y que muestra

un tiempo de vida indefinido, ¢s decir, que es inmorta! bajo condiciones de cultivo establecidas.

En el presente trabajo se evaluaron cinco lineas Lunorales humanas de Carcinoma cérvico-ulerino:

s Hela

* Siha
e Caski
¢« CM
« Calo

n



Con ¢l objetivo poder determinar la actividad antineoplasica Je vuatro Casiopeinas.

4.1.1 Generalidades de cada linea celular ulilizada (33)

Ndamero de ATCC CCL-2

Organismo Heomo supicns (Humano)

Desipnacion HeLa

Depositario W.F. Scherer

Tejido Adenocarcinoma del cérvix, queratinizanle

Morfologia Epitelial

Comentarios Las células son positivas para queralina  por  Linicion de
inmunoperoxidasa.
Se ha reporlade que contienen secuencias de papiloma virus 18
(HPV18).

Edad del pacienie 3 afios

Etnicidad Negra

Género Femenino

Propiedades de crecimiento § Adherente

Estadio clinico 1V-A

Numero de ATCC HTB-35

QOrgranismo Homo sapiens (Humano)

Designacién SiHa

Deposilario Y. lto

Tejido Carvinoma de células excamosas, de cérvix

Motfologia Epilelial

Comentarios Esta linea fue establecida a partir de fragmentos de una muestra de
tefido primario obtenida despudés de cirugia a una paciente japonesa,
Se reporta que contiene genoma de papiloma virus tipo 16 (HPV16)
en una o dos copias por célula.

Edad de! paciente 53 aitos

Etnicidad Oriental

Género Femenino

Propiedades de crecimiento | Adherente

Estadio clinico 11IB




Niimero de ATCC CRL-1550

QOrganismo Homo sapiens (Humano)

Designacién Ca Ski

Depositario R.A. Pattillo

Tejido Carcinoma cpidermoide, cervix; del silio metastdsico: Cervix

Morfolopfa Epitelial

Comentarios Esta linea fue establecida a partir de células de una metdstasis en la
cavidad pequena del mesenterio”
Se ha reportado que contiene integrado el genoma del
papilomavirus tipo 16 (HPV-16), en alrededor de 600 copias por
célula, asi como secuencias relacionadas al papilomavirus 18 (HPV-
18)

Edad del paciente 40 anos

Etnicidad Caucésico

Género Femenino

Propicdades de crecimiento | Adherente

Estadio clinico IiB

Niimero de ATCC HTB-31

Organismo Horno sapiens (Humano)

Designacion C-33

Depositario N. Auersperg

Tejido Carcinoma, cérvix

Morfologfa Epitelial

Comentarios Esta linea es derivada de biopsias de cancer cérvico-uterino.
La linea celular es negaliva para papiloma virus DNA y RNA,
se ha observado inestabilidad carilogica {cariotipo) con los pascs
continuos,

Edad del paciente 66 afios

Etnicidad Caucdsico

Género Fomenino

Propiedades de crecimiento | Adherente

Estadio clinico A
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4.2 REACTIVOS Y MATERIALES:

421 MATERIALES

Matraces de culiivo

Microplacas de 96 pozos

Pipetas serologicas descchables estériles

Tubos de centrifuga desechables estériles (15mb)
Criolubos

Filtro pstar LB 0.22 paw no pirogénico

Pipctas Pasteur de Vidrio

Matraces kitasato

Matraces volumétricos

Frascos de vidrio (Contenedores para reactivos)

Hematocitémetro (Camara de Newbauer)

422 EQUIPO

Campana de flujo laminar
Microscdpic invertido
Microscopio &ptico

Lector de microplacas
Pipetor autoneitico
Centrifuga

Baio a 37°C

Incubadora a 37+/- 2°C y 5% de CO.
Refrigerador a 4°C
Termometro

Autoclave

Bomba de vacio

Tanque de nitrogeno liguido
Balanza analitica
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MEDIOS Y REACTIVOS PARA EL CULTIVO DE LAS CELULAS

Medio D-MEM

Medio RPMI

Suero fetal bovino

Antibidtico-antimitdtice: Penicilina G sédica.

Sulfato dc estreplomicina y anfontericina B

REACTIVOS PARA EL LAVADO DE LAS CELULAS EN LA CAJA DECULTIVO (PBS)

Cloruro de sodio
Fosfato monobdsico de potasio
Fosfato dibasico de sodio

Cloruro de potasio

REACTIVOS PARA DESPRENDER 1,AS CELULAS DE LA CAJA DECULTIVO

PBS-EDTA

Clorulo de sodio

Fosfalo monobdsico de potasio
Fosfato dibasico de sodio
Cloruro de potasio

EDTA (sal distdica dihidratada)
TRIPSINA
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MEDIO PARA EL CONGELAMIENTQ DE LAS CELULAS

Suero fetal bavino

Dimetilsulfoxido

Nitrégeno liquido

REACTIVOS PARA LA TINCION DE LAS CELULAS

Sulforrodamina-B
Tris (hidroximelilJaminomelano (Tris-base)

Acido acético
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13 FARMACOS

Se eligieron Las sipuicentes Casiopeinas® con el proposite de observar el electo estructura actividad

de cada una de cllas, ademds se escopi6 un firmaco control comiinmente ulilizado en la terapia

conlra ol cncer cérvico-uterino, el cisplatino, para evaluar las diferencias entre ka aclividad de éste

contra la actividad de cada una de las Casiopeinas® en cada linea celular.

Fdrmaco

Nombre Comitin

[Cu(4,7-difenil-1,30 fenantrolina){serina)] NOx
[Cul4,7-dimetil-1,10 fenantrelina)(serina)] NOs
[Cu(3-nitro-1,10-fenantrolina){glicina)]NOs

[Cu(3-nitrot, 10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs

Cis-diamino-dicloro platino

Casiopeina i-scrina

Casiopeina Tl-serina

Casiopeina 5-nilro glicina

Casiopeina 5-nitro acac

Cisplatino
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1.4 METODOLOGIA

441 DESCONGELAMIENTC DE LAS CELULAS

Las células se encuentran originalmente en los criotubos, para  proceder al
descongelamiento de las células, se debe tener la campana de flujo laminar estabilizada, encendida
al menos por 30 minutos antes de iniciar la sesion de trabajo y lener un baiio de agua a a7°C, se saca
ct criotubo del tanque con Nitrogeno liguido y se introduce cuidadosamente al baie, en la campana
de flujo laminar se prepara un tubo con 1) ml de medio D-MEM (tanto el medio como el tubo
deben de estar eslériles), en cuanto se observa el descongelamiento, se pasa la suspension celular al
tubo ya preparado y se centrifuga durante 10 minutos a 2000 r.p.n., el sobrenadante se desecha y el
paquete celular se vuelve a resuspender en medio para un lavado, se centrifuga nuevamente y se
elimina el sobrenadante, el paquete celular se resuspende en una pequena cantidad de medio de

cultivo y se procede a la siembra en las cajas de cultivo,

142 OBTENCION DEL CULTIVO DE ABASTECIMIENTO (STOCK) A CONFLUENCIA

Las clulas despuds de haber sido lavadas se colocan en las cajas de cultivo de 25 cm? con
5 ml de medio de cultivo adicionado en 10% de sueto fetal bovine (SFB), (4.3 ml de medio D-MEM
y 0.5 mi de SFB), este cultivo se incuba a 37°C+/- 2°C y 5% de COz. Se debe reviser diariamente el
cullivo para estimar ei porcentaje de confluencia, si avin no se ha alcanzado al menos ¢l 70%, se

debe cambiar el medio de cultivo cada 48 horas.
Si el medio de cultivo vira a color amarillo significa que se ha acidificado el medio y puede

ser indicativo de que el cultivo ha llegado a confluencia, si adems se observa turbidez entonces es

indicativo de contaminacidn microbiana.

38



143 TRIPSINIZACION

Una vez que se obliene el cultivo stock a confluencia se aspira el medio de cullivo de la caja,
se lava con 5 mi de PBS estéril que después también serd aspirado, posteriormente se adicionan
3 ml de PBS-EDTA y 2 ml de la solucion de Tripsina {ver anexo A), se agita hasta que, al
microscopio s¢ observen las células desprendidas de la superficie y separadas individualmente. Se
detiene la reaccién de tripsinizacion adicionando 5 m! de PBS-Albiimina, ésta suspension s¢ coloca
en un lubo de centrifuga estéril y se procede a centrifugar a 1000 r.pan. durante 5 minutos. El

sobrenadante se desecha y el paquete celular se resuspende en 1 ml de medio de cultivo.

444 CUANTIFICACION DE CELULAS

El uso de la cimara de Neubauer y la cuantificacion de la viabilidad con azul tripano ha

sido muy utilizada y recomentdada por su secillez, ademds de dar muy buenas resultados (36).

Se debe limpiar cuidadosamente la superficie del hematocitémetro con una solucion de

isopropanol al 70% y se deja secar.

Por separado ¢n un tubo Eppendorf se colocan 20 pl de 1a suspension de células v 80 pul de
solucidn de azul tripano, se mezcla perfeclamente ¥ se transficre cuidadosamentc a las dos secciones de la
camara. Se coloca ¢l Hematocitdmetro en el microscopio 6ptico utilizando el objetivo de 10X, v s¢ procede a
contar ¢l pamero de célutas. tefiidas y teflidas por mm’. para que cl conteo sea mds precise sc recomienta que
12 cuenta sea entre 100 y 500 cétulas por mm’, 1a cuenta sc repite en las otras secciones ¥ después se hacen los
caloutos correspondientes a la viabilidad v a el mimero de células por ml de suspensién.

C=N*|0*
Donde:
C= Células por wmililitro

N= Promedio de células contadas
10'= Factor de conversion de la camara.
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Porcentaje de viabitidad =|(Tot-Te¥Tot)|* HK)

Donde:
Tot= Total de célukis contadas
Tefi= Células teiidas

445 ENSAYO DE INHIBICION DE LA PROLIFERACION (32,33.34)

A pantir del cultivo Stock a conflucacia obtenido del pase correspandicnte para cada Yinca cclular, se
prepara una dilucion celular de 10* células /ml del cual se agregara un volumen de 20 pi a cada pozo de fa
microplaca para tener 2* 10%/pozo. En los pozos donde se colocan las células ya debe haber 100 pl de medio
adicionado con SFB. En scguida sc incuban a 37°C y 5 % de CO: por 24 horas para que s¢ recupere de la
tripsinizacion. Al término de las 24 horas se aspira ¢l medio y s adicionan 90 pl de medio con SFB ¥ 10 ¢l
dc cada una de las concentraciones de firmacos (Casiopeinas® y Cisplatine). los firmacos se agregan
inmediatamente después de prepamdas las disotuciones para evitar ta descomposicion de los compucstos. ¥ s¢
incuban por 24 horis. Después s aspira ¢l medio y sc fijan las células con 200 ! de acido tricloroacético al
10% durante una hom a 4°C. Se lavan 5 voces con agua y s¢ dejan secar a temperatura ambiente. De aqui

pasan a la tincidn.

446 TINCION CON SULFORRODAMINA-B Y LECTURA (32)

Se adicionan 100 ul de la solucién de subforrodanina-B al 4% (Ver anexo A) a cada uno de los
pozos con células. v se dejan en incubacion durante 30 minutos a temperatura ambicnte. Despuds s¢ tavan 4
veees con Acido acético al 1%, cuidando aspirar completamente ¢l Acido cn cada lavado. Sc¢ dejan secar a
teperatur ambiente. el colorante que ha sido incorporado por las células so solubiliza con 100 ut de tris
base 10 mM (pH 10.5) durante 5 minuios y con agitacion meednica suave. Finalmente el colorante cclular sc

lee en un leclor de microplacas a 56+ nm.



147 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MEDIA (Ci30) INDUCIDA
POR LOS FARMACOS ANTINEOPLASICOS

Se determina en cada linca y farmaco La capacidad para inducir el 50% de inhibicion de la capacidad
proliferativa. 5S¢ considerara la proliferacion celular maxima {100%) dc los cultivos control. S¢ utiliza ¢l
programa Probit (Log Probil Analysis by Maximun Likelihood) donado por los taboratorios Novartis. para la

determinacion de la Concentracién Inkibitoria media (CL50).

+1
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5.1 EFECTO DE LOS FARMACOS SOBRE LAS DIFERENTES LINEAS TUMORALES DE

CARCINOMA CERVICO-UTERINO.

5.1.1 EFECTO DE LOS FARMACOS SOBRE LA LINEA TUMORAL Hela.

POR CIENTO DE SOBREVIDA

CONCENTRACION | CASIOTEINA CASIOPEINA CASIOPEENA Casjopeina CISPLATINO
pefml I-ser 11-se¢ 5 nitro (acac) 5 nilro (gli)
0.01 97.45 €0.46 100 9039 8.46
0.1 95.31 9707 100 73 83.4
1O 66,33 71.06 R2A2 59.73 80
100 832 10.66 5123 25.24 76.16
5.1.2 EFECTO DE LOS FARMACQS SOBRE LA LINEA TUMORAL SiHa
POR CIENTO DE SOBREVIDA
CONCENTRACION I-ser CASIOPEINA CASIOPEINA Casiopeina CISPLATINO
ug/ml CASIOPEINA 5 nitro (acac) 5 nitro (gli)
11-ser
0.01 100 100 100 97 H 56.96
0.1 69.10 7136 93.10 96.16 $0.02
10 2041 28.93 69,69 82.57 6543
100 i8.34 3310 24.93 384 65
5.1.3 EFECTO DE LOS FARMACOS SOBRE LA LINEA TUMORAL C33
. MOR CIENTO DE SOBREVIDA
CONCENTRACION | CASIOPEINA CASIOPEINA CASIOPEINA Casiopeina CISPLATINO
pgfoal l-ser Il-ser 5 nitro {acac) 5 nitro {ghi)
0.01 100 99.28 100 100 96,23
0.1 74.87 8691 90.85 100 100
1.0 32.55 6875 80.65 7633 92.54
10.0 20.28 15.89 20.05 20.66 16.85
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5.1.4 EFECTO DE LOS FARMACOS SOBRE LA LINEA TUMORAL CaLo

POR CIENTC DE SOBREVIDA
CONCENTRACION | CASIOPEINA | CASIOPEINA CASIOPEINA Casiopeina CISTLATING
pefml I-ser 11-ser 5 nitro {acacj S nitro (gli)
0.01 100 9333 9436 82.16 100
0.1 53493 41,66 100 78.98 100
1.0 19.10 16.66 30.26 38.21 70.24
10.0 11.80 6.77 11.80 1274 4345
5.1.5 EFECTO DE LOS FARMACOS SOBRE LA LINEA TUMORAL Ca Ski
POR CIENTO DE SOBREVIDA
CONCENTRACION | CASIOPEINA] CASIOPEINA CASIOPEINA Casiopeina CISPLATING
1 pgfml L-scr [[-ser 5 nitro (acac) 5 nitro (gli)
0:01 100 100 76.68 100 100
0.1 34.91 84.43 100 91.23 .72
10 945 1649 5048 754 90.62
1 12.36 17.53 1405 2246 75.90
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5.2 CONCENTRACIONES INHIBITORIAS MEDIA (CI50) CALCULADAS PARA CADA

LINEA TUMORAL.

5.2.1 Ci50 de los diferentes firmacos para Hela

FARMACO CI50 Cls0
: pg/ md manol/L
Casiopeina 1-ser 0.83 1.4832E-3
Casiopeina Jl-ser 1.22 2.8071E-3
Casiopefna 5 nitro {acac) 6.05 1.336E-2
Casiopeina 5 nitro {gli} 1.27 3.2106E-3
Cisplatino 1152286 35.02921
5.2.2 CI50 de los diferentes firmacos sobre SiHa
FARMACO CI50 CI50
g/l mmol/L
Casiopeina I-ser 6023219 1.07634E-2
Casiopefna If-ser 0.814234 1.87352E-3
Casiopeina 5 nitro (acac) 6.553610 1.14799E-2
Casiopeina 5 nitro (pli) 2.452271 6.19886E-3
Cisplalino 1.490006 4.5297E-3
5.2.3 CI50 de los diferentes firmacos sobre la linea tumoral C33
FARMACO Ci130 Ci30
) e/ ml muol/L
Casiopetna [-ser (.663403 1.18549E-3
Casiopetna ll-ser 1.689138 3.88665E-3
Casippeina 5 nitro (acac) 2.743847 6.06241E-3
Casiopefna 5 nitro (gli) 3.028353 7.6355E-3
Cisplatino 8.85447 2.691E-2
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5,24 CI50 de los diferentes firmacos sobre 1a linea tumorat Calo

FARMACO CI30 CI50
pp/ml mmol/L
Casiopeina l-ser 0.242652 +.3361E-¢
. Casiopeina Il-ser 0.133118 3.063E-4
Casiopeina 5 nitro (acac) 0.923185 2.0397E-3
Casiopelna 5 nitro (phi) 0.421008 10,64226E-3
Cisplatino 5.532570 1.68T9E-3
5.2.5 CI150 de los diferentes farmacos sobre Ca Ski
FARMACO Cl50 CI50
ng / ml mmol/L
Casiopeina 1-ser 0,124801 2. 2201864
Casiopeina I1-ser 0.533459 1.2227E-3
Casiopeina 5 nitro {acac) 1.497918 3.309381E-3
Casiopefna 3 nitro (gli) 2.564565 6.482722E-3
Cisplatino 202464462 0.6155157
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6.1 DISCUSION DE RESULTADOS

En la mayorfa de las pruebas se puede observar la misma tendencia de disminuir la
proliferacion celular en funcion de la concentracion del férmaco, siende que las Casiopeinas I-
ser y Il-ser son miis activas que Las Casiopeinas 5 nitro (acac) y 3 nitro (gli) y a su vez todos los

compuestos probados fuccon mds activos que el firmaco control (Cisplalino).

Las Casiopeinas I-ser y Il-ser tienen estructuras muy semejantes entre sf ya que ambas
lienen fenantrolinas simétricas (4,7-difendl-1,10-fenantrolina y 4,7-dimetil-1,10-fenantrelina
respectivamente) como donador N-N y sustituyentes electrodonadores (metilo y fenilo) y como
donador N-O tienen al serinato que proporciona un centro asimétrico a la molécula. En cambio
las Casiopeinas 5 nitro (acac) y 5 nitro (ghi) que presentan un sustituyente electroatrayente, son
atin mds asimélricas ya que cuentan en su estruclura con una fenantrolina asimélrica como

donador N-N (5-nitro-1,10-fenantrolina}.

Haciendo una comparacién entre las dos Casiopeinas mds asimétricas, se observa que
una tiene a la glicina como donador cargado (N-O) (Casiopeina 5 nitro (gli)), y la otra tiene
acetilacelonato como donador cargado {O-O) (Casiopeina 5 nitro (acac)). Observando mayor
actividad con la Casiopefna 3 nitro (ghi) en todos los casos, por lo que aparentemente la

selectividad de las Casiopeinas es impartida por ¢l donador (N-O).

La explicacion a lo anterior ¢s que dentro de la molécula' la parle responsable de la
magnitud de la actividad es el donador (N-N) (en este caso la fenantrolina), mienteas que la
parte formada por el donador (O-O) u (N-O) cs la responsable de la selectividad de los firmacos
hacia las lineas celulares (36).

De acuerdo la las Concentraciones [nhibitorias medias (CI50) calcutadas para cada lnea
celular, se observa mayor actividod sobre las lineas celulares provenientes de pacientes con
carcinoma cérvico-uterino en un estadio clinico menos avanzado como son CaLo, Ca Ski, y C33,
y para las lireas mds metastssicas SiHa y Hela hyan una menor actividad, por lo que sigue

siendo la deteccién temprana la forma més efectiva pata el tralamiento del cincer.
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Dentro de los ensayors realizados con las Uneas tumorales SiHa y HeLa, hay difereacias
en los resultados ya que SiHa es carcinoma cérvico-uterino de tipo escamoso y estadio clinico
11I1-B, micntras que Hela es estadio [V-A, por lo que se muestra la selectividad de las

Casiopeinas.

E! Cisplaline presenté menor actividad que las Casiopeinas sobre cualquicra de las
cinco lincas tumorales probadas, ademas de que en estudios recientes se ha encontrado que las
Casiopeinas causan menor recombinacion gcnélicé que el Cisplatino por lo que existe un menor
riesgo de causar cancer secundario por cl uso de cualquiera de estos quimioterapéuticos (31).
Ambos hechos deben tomarse en cuenta para proponer ¢l uso de las Casiopeinas como agente

quimiolerapéutico alternativo en el tratamiento del CaCU.

Cabe mencionar que los resullados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con
otro estudio realizado anteriormente donde se ulilizé la misma metodologia (37), en este
estudio también se report6 que las Casiopelnas con mayor grado de simetria son mds activas
que las mds asimétricas, por lo que cste sistema de cernimiento de firmacos ha mostrado ser un

bien método para seleccionar a fos fArmacos mds activos.
Por ultimo, es importante mencionar que los ensayos fueron realizados sin tomar en

cuenta ningiin factor melabolico, y que los grados de actividad obtenidos son los de las

Casiopeinas utilizadas en su estado original.
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6.2 CONCLUSIONES.

Al término de este estudio se concluye lo siguiente:

Las Casiopeinas mas activas fueron las que presentaron en su estructura una fenantrolina

simélrica como donador N-N con sustitucion 4,7 de cardder clectrodonador.

Dentro Jde las Casiopetnas menos simétricas, la mds activa es la que tiene como Jdonador N-

O ala glicina.

Todas las Casiopelnas son mds aclivas que el Firmaco utilizado como quimioteradutico en la
terapia contra el cdncer cérvico-uterine (CaCU). ¢l Cisplatino, por lo que sc recomienda
seguir con los estudios necesarios para proponer el uso de las Casiopefnas como alternativa

de tratamiento.

La magnitud de actividad de los farmacos probados es mayor sobre lneas tumorales
provenientes de pacientes con carcinoma cérvico-uterino con un estadfo clinico menor, por

lo que la terapia es mds eficaz si se efectiia una deteccidn temprana de la enfermedad.

Las Casiopeinas utilizadas no cumplen con los postulados de Rosengery en cuanto al grado
de simetria de la molécula, sin embarge han resultado tener actividad antineopldsica en

diversos sistemas de prucha.
En ningune de los estudios se tomé en cuenta los efecios metabolicos que pueden aumenlar

o disminuir la actividad de los compuestos, por lo que se sugiere continuar con los estudios

in vitro utilizando a fraccién microsomal 59, ¢ in vive utilizando ratones.
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ANEXQO A
PREPARACION DE SOLUCIONES.

A.1 PREPARACION DE PBS

Para preparar 11 de PBS:

NaCl 805¢
KCl1 0.224p
KH:PO, 02754,
Na:HPO, 1.136g

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

b) Ajustuar el pH a 7.4 con HC1 TN o con NaOH IN.

) Adicionar agua desionizada hasta completar un volumen de 11.

d) Repartir la solucién en alicuotas y esterilizar por autoclave durante 20 minuios a 13 lib/in2
y121°C. -

¢) Guardar la solucion a temperatura ambiente o bien, en refrigeracion .

A.2 PREPARACION DE PBS-EDTA

Para preparar 1t de PBS-EDTA:

NaCl 8000 g
KCl 0200 ¢
KHaPO, ' 0.240p
NazHPO, 1404
EDTA (sat disodica hidratada) 0372p
Agua desionizada c.b.p. 1.0001

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

b) Ajustuar et pH a 7.4 con HC1 1N o con NaOH 1N.

¢} Adicionar agua desionizada hasta completar un volumende 11

d} Repartir la solucion en alicuotas y esterilizar por autoclave durante 20 minutos a 15 Lib/in2
y 121°C.

e) Guardar la solucioén a temperatura ambicnte o hien, en refrigeracién
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A3 PREPARACION DE PBS-ALBUMINA.

Para preparar {1 de solucion:

NaClt 8.000 ¢
KCl 0200
KH.PO, 0.240p
NazHPO; 1440 p
Albumina . 230 ¢
Agua desionizada ¢.b.p. 1.000 1

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

b) Adicionar la albimina a la solucién, con agitacién moderada disolver la albiimina evitando
la formacion de espuma.

) Adicionar agua desionizada hasta complelar ¢l volumen de 1L

d) Eslerilizar por filtracién con membrana,

¢) Guardar la solucion alicuotada en congelacion.

A4 PREPARACION DE ACIDO ACETICO

Para 11 de la solucién

Acido acético 10.0 m!
Agua desionizada c.b.p 11

a) A un volumen aproximadamente 400 mi de agua desionizada adicionar el pacido acético,

mezclar para homogenizar.

b) Adicionar agua desionizada hasta completar el volumen de 11
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A5 PREPARACION DE LA SOLUCION DE SULFORRODAMINA-B
Para | 1de la solucién:

Sutforrodamina-B 4007
Acido acblico al 1% c.b.p. 11

a) Disolver la sulforrodamina en un volumen pequedio de deido acético preparado como se
menciona en el punto arterior, agitar hasta disolucion, mezclar.

b) Adicionar dcido acélico al 1% hasta complelar el volumen a 11
A.6 PREPARACION DE LA SOLUCION DE TRIS-BASE
Para preparar 11de la solucién:

Tris (hidroximetil)aminometano 1.214 ¢
Agua destilada cb.p. 11

a) Colocar el reaclivo en un matrdz volumétrico de un titro, con un volumen pequeiio de agua
destilada, agitar hasta disolucion.
b) Adicionar agua destilada hasia completar el volumen, agilar para homogencizar la

disolucion.
A.7 PREPARACION DE LA SOLUCION DE TRIPSINA AL 25%

Para preparar 100 ml de la solucion:
Tripsina 250p
PBS c.b.p. 100 ml.

a) Disolver la Tripsina con un volumen pequedo de PBS, preparado como se menciona en el
punto A.1, agitar moderadamente.
b) Llevar al volumen con PBS.

¢) Esterilizar por filtracion con membrana de 043 pm. Alicuotar y conservar en congelacion.
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CANENOB

DATOS ESTADISTICUS OBTENIDOS POR PROBIT

B.1 LiNEA TUMORAL HeLa.

FARMAUO | DOSIS RFSTUESTA [ RESMIESTA FRPFRADO CHICUADIRADA
— LINETA : !
C e L 1 : S REa0n EE T
o1 35 L 4 T | 1958465 y
sy 1.0 45 B REERHA 3.004069 !
104 " i 2927971
CI50=5.847530 viandridas Gorlal =
C190=2475.080 o swmerarde ciclos 5

M=) 48731 510,004+

B=d. 6262104000514

s tor e Hererogenicidmd:o 5745049

aaghon o fibertask 2

FARMAUTY | DO RESPUESTA | RFSPURSTA FSPERADO CHICUADRADA |
NETA !
Casiopeing 0.0 E] 4 0778374 13.433561
0.1 13 t} 10402834 0.723%92
W-ser 1.0 23 23 460550131 21394562
04 4R X 85561661 12523578
CI50=1.217292 L Uhi cuadrada atal; §8.00°539
Cl90= 15451052 [ de ciclose
M=, 159879+ Q0004635 { Fautor de Hererogenin wdad:24 83769
B 9009524, 006853 S rados de Tiberted:2 J
FARMACQ DOSS RESPUFSTA RESPUESTA ESPERADCY CHICUADRADA
NETA
Lasinpina 0.01 0 j_:“ OLO0GH0 0
Q.1 3 1) 1.935%39 0.564317
3 nites taac) 1.0 s T3 38142563 0418568
10.0 kil B Y1 765455 0.223743
CI0=1,483837 1 i cuadrada 1okl 1 XRG3
Cl90=7.9144% [ NEmer ek losd
M=) 7605700020400 ! Ractor de Hercrogenividad: 0AH315
B 69826340.01 0504 e doliberad: 2 o
FARMACO SIS RESPUESTA ' B HESTURSTA ESPRERALNY CHICUADRALA ’
COKFTA
Cavopeina {040 Ty 230 14.170593 o
0.1 1Y 12 2014 16.90214Y 1
St dgli) 1.0 : S $1.J32063 10550142 -
10 R M assl 35 3003 2t
Ci30.214432 £ 'hi cuadrada tatal: 44.62600 :
Cha0=1,339279 Numwero de ciclos:? i
Mwi 49527740.015720 Factor de Hererogenicidad: 22313004
H=3.9999004).015X09 Crados Ju [ibertad: 2 ‘
FARMACO NOSIS KFSPUESTA RESPURSTA ESPERADO CHICUABDRAA
NETA
0451 2 2 4321113 1303109
Cisplatino 0.1 15 15 10290274 2402840
1.0 [k 19 20731100 0.182356
10.0 35 3 33703701 0021571
CI50= 65357018 Chi cuadrada 1otal: 30WE77
CH6084.578125 Nimero de ciclos:2
M=0.44939740.005698 Factor du Hereropenicidad: 1.954938
B=4.1842140.006037 CGrados de libertad: 2




B.2 LINEA TUMORAL SiHa.

FARMACO 1OSIS RFSPUESTA RESPUESTA | ESPERALXY CHUCUADRALA
— NETA S
| S asiopsing .01 0 0 [ERARIAL 06565
[ 31 31 TI510H 1a32428
Ity 1.0 80 79000 1. 113003 10.944926
: 100 81 Al PN TFIHT 19017
: CTRm 420135 Chivnadeada bt - 1R
L0901 5668 Mortora du b
{ M= 361 24310.006320 Factor de Hc-n'rnn'_ylzli'jf}.nni: b4 590468
H“S.%_j!)liﬂi,mﬁ . Clrados o AN I e

P ARK AL O XOSIES RFSPUESTA RESPUESTA CERALXY | CHICUADRADA
NETA
A 1T 0 0 ARl 784210
L astopheina 0.1 29 29 R L1329
X 71 71 1 32,7252 13422012
itser 10.0 67 66999 1 79,6487 20 9870125
CI50= 082 Chi cuadrada toual: 323058
Ci90=39111187 Ninwero de ciclos:2 -
M=0.76120240 005068 Factor de Hererogenicidad: 16.150265
B=5.06793R+0.005631 Grades dolibertad: 2
FARMACUY DOSIS RESPUFSTA RESI'UFSTA FSI'ERADO CHI CUADRADA
NETA
00! 4] 0 1.320001 1.33038%
Casivpein 0.1 7 7 5.534786 0.398123
1.0 20 20 31.935478 172139
Foitrafacar) 1300 75 75 § 713534y 0021923
CI50=2.616%6 Chi cuadrada total: 0922775
CI90=36.04 1096 Namero Jde ciclosd
M=1.12378310.011605 Factor de Hereropenividad: D461 388
P Red.530407:0.007489 Gradas de fibectad,
FARMACO ™sIS RESI'UESTA RESI'UESTA 'FSPERAIR Y CHLCUADRADA
: NETA o
0.01 3 3 4.7 2000 7.270792
Casiopuina 0.1 4 4 3735505 1.551631
LG 17 17 RAXLIRCLIR] 2620417
3 nitro (gl 10.0 62 [ Se 307 1305010
CI50= 6.533640 Chi cuadrada toal: 1174783
CI90= 194 853790 MNamera de cicloss
M={.B6884 240.009554 Factor de Hererogenividad: 3873926
B=4. 2906064007189 Grados de libertad: 2
FARMACQ DOSIS RESPUESTA RESIPURSTA FSPERAIRY CHICUALRAA
NETA
0.01 13 13 37165498 A28
Cisplatino 0.1 1l 11 19 69RB7Y 4.783655
1.0 35 33 44993053 41.04906
1.0 82 A2 72.599792 4442072
CI50=1.49006 Chi cuadrada total: 23.10295
CI90=RE.067940 Nomero de cidos3
M=0.72659040.005182 Factor de Hererogenicidad: 11.551476
R={ B716320.005449 Grados de libertad: 2
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B.3 LINEA TUMORAL C33

FARMACOH DOSIS RESTUESTA RESPUFSTA FSPERATY) CHICUADRADA
NETA
001 v 0 15807623 1477559
Casiopeina 0.1 25 25 £5.80762) 0349161
1.0 67 66999 51967312 S.053281
bser 100 a0 799999 R6.456512 __ §3360146
Chi cuadrada fotal, 377
] Namery de ciclos: 5 }
Factor de Hereropenk idad: I8860KS 2
. Gradus de libertad: 2 _ e
FARMACT | TOnis RFSFUFSTA RESPUESTA FSCERAIN TCHICUADRADA
NETA A
1410 ] 1 (1.850323 RTRAYDERE
Casiopeina o i 13 0457437 T
1.0 31 31 $0.3%58 V035103
100 81 & 79562141 t 211170
Ib-ser CI50= Ea%138 Chi cuadrada lotal6 355082
CI90=26.56517% Niimero de ciclos: 3
M=1.(MO562+H0) (09250 Factor de Hererogenicidad: 3177543
RB=d 7561014000661 4 Grados de libertad: 2 i
FARMACKY NOSIS RESPUFSTA RESPUESTA FSPERAID) [CHICUADRANA
NETA :
(.01 0 [} 1192294 1 0.192664
Casiopuoina 0.1 9 4108977 5.001084
1.0 19 19 30165470 5.917983
3 nilto (acac) 100 79.9999 74.722650 L4747

Cla= 2743847

Chi cuadrada total: [2.58624

ClH0= 971113

Nimero de cidlus:3

M= 18334104 3155

Factor de Hererogenicidad: 6,293 14

]

B=d 450350 (UROR L Lirados de libertad: 2 .

FARMACO DOSIS KESPUESTA RESPUESTA ESPERAIY TUHLGUADRADA
NETA {

[ ] 0 0.002429 {wiooaw
Casiopeina 1.1 0 0 0N.703771 B rﬂ.?f’th"

1.0 2 H 2153740 1.360584
3 nitro (gl 10.0 79 il #0.21725 A T

o= 1028553 Chi cuadrada total: 1224417 ]

0= | B3 1 ed 4 Numero de ciclos, 5

M=1.224307X0.026776 Factor de Hererogeaividad: 0612153

HB=d.21 1890013932 CGrados de libertact; 2
FARMACO LDOSIS RESPUESTA RESPUESTA ESI'ERALXY CHICUADREADA

NETA

0.01 0 0 U] {J.OKKXD
Cisplalim» 0.1 0 0 0.0R8784 .00

1.0 7 7 6.421831 0.055¢6

10.0 33 53 53378315 000575t

CI150= 8854774 Chi cuadrada toal: 00613769

C190=55.545063 Nimero de ciclos:d

M=1.6050800.040933 Factor de Hereregenicidad: 0.030638

B3 479710 029227 Grados de liberiad: 2
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B.4 LINEA TUMORAL Calo

FARMACO DOSIS RESPUFSTA RESPUESTA ESI'ERAIO CHICUADRADA
NETA
0.01 ] 0 2140832 8.862297
Cnsiopcin'd 01 46 46 M.202561 3420012
1.0 81 81 73129118 3.080307
104 88 88 Ay RESHMNG DAR121E
Iser Cl50= 0242652 Chi cuadrada tolal: 2682413
Cl90=4.520554 Namero de ciclos: 6
AM=1.009770320.006774 Facior de Hereragenys o 1 008208
R=5.619758H1. 008208 Grades de libertad: 2
FARMALQ) DOSIS RESPUESTA RESPUESTA FSI'FRAIXD CHICUADRADA
NETA
0.0L 5 3 1021794 A68148
Casiopeina 01 58 58 43.051407 6.77 2987
1.0 83 83 50.965797 0.268505
10.0 93 9 96978139 5401535
TEser CI50=0.133118 Chi cuadrada total: 18.12453
CI90=5 876637 Niumero de ciclos: 5
M=1.000999+ 0007056 Factor de Hererogenicidad: 9.0662265
B=5.8766371 0.000056 Gracdos de libertad: 2
FARMACO DOSIS RESPUESTA RES'UFSTA ESI'ERAIXD CH: CUADRADA
NETA
(.01 0 0 0.167023 0.107138
Casiopeina 0.1 0 0 6.579131 7042464
1.0 70 70 32. 16208 12751478
Snitrotacact 100 a8 88 24 69A%K £.939172
CI50= 0.923185 Chi cuadrada total: 28.81025
Civ= 6.091055 Numero de cichos: 8
M=1.56211240.018376 Factor de Hererogenicidad: 14420126
B=35.05422340.008765 Grados de libertad: 2
FARMACO DOSIS RESPUESTA RESPUESTA FSTERAIXY CHICUADRADA
NETA
.01 18 18 11763683 374684
Casiopeing 0. 21 21 32113246 5946128
1.0 62 62 H.816223 0.058805
5 nitra {gli) 10.0 87 &7 81260956 2365709
{C150= 0.421008 Chi cuadrada total: 1031749
Cl90=23.769299 Nimero de cidlos: 4
M=0.73070840.004710 Factor de Hererogenicidad: 5158743
B=5.2745M40.005838 Gradus de libertad: 2
FARMACO DXOSIS RESPUESTA RESPUFSTA ESFERADO CHICUADRADA
NETA
£.01 0 0 0.151855 0.152086
Cisplatino 0.1 0 0 2982563 3074254
1.0 30 30 20104876 4.751942
10.0 36 56 60.541212 1.025740
Cl50= 5532570 Chi cuadrada total: 9.004022
C190=84.621567 Nuamero de cicles: 6
M=1.08057630.014286 Factor de Hererogenicidad: 4.502011
B=4.1972114).009283 Grados de libertad: 2
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B.5 LINEA TUMORAL Ca Ski

FARMACO DOSIS RESPUFRSTA RESPUESTA ESPERADCO CHICUADRADA
NETA
0.01 0 0 13.8M4206 16,0530
Cagiopeina 0.1 65 65 45.8763M 14728771
Lo 90 50 81.07958 5. 1905935
100 &8 i) 96.890556 26235769
E-ser CI50= 0127411 Chi cuadrada tolal: 62.2107
CI90=2.515020 Nimero de ciclos: 6
M=09842494H0.006915 Factot de Hererogenicidad: 31.10523%
R=3 RA(HH 10099 ] Geados de libertad: 2 .
FARMACO DoUsls RESPUESTA RESPUESTA ESPERADO CHI CUADRADA
NETA
0H [] 2.44460] 2505839
Casipelna 0.1 15 15 19.991156 1.5574%H
1.0 B3 33 61.243080 19942911
1-ger 100 82 a2 92121002 14112942
CI50= (558040 Chi cuadrada total: 3811928
CIH=7.617673 Niimero de ciclos: 5
M=1.12735740.008353 Factor de Hereropenicidad: 19.059603
B=5.28366(10.007248 Grados de Jibertad: 2
FARMACQ DORIS RESPUESTA RESPUESTA ESPERALXD CHICUADRADA
NETA
0.0} 0 0 0322109 {.323150
Casiopeina 0.1 9 ¢ 5.552811 2.265836
1.0 25 25 32184074 2364661
Snliro{acac) 100 78 78 74.804474 0.541793
CI50= 2.563565 Chi cuadrada total: 549544
CI0=34.741M3 Nrimero de ciclos: 4
M=1.130907+0.011674 Factor de Hererogenicidad: 2747720
B=3.537 414 £0.007500 Grados de libertad: 2
FARMACO DOSES RESPUFSTA RESPUESTA ESPERAIXD CHi CUADRADIA
NETA
.0} 0 0 0.034654 0.000000
Castopeina 0.1 0 0 AMI7E 3456562
110 {9 49 3v.218310 4.0136¢9
3 nitre {gli) 10.0 85 B5.9999 90.071152 1.853319
CI50= L 4979IR Chi cuadrada total: 9.32358
Cl90=9917409 Niimero de ciclos: 7
M=1.55924530.019686 Factor de Hererogenicidad: .661790
B4 726371 10.009193 Grados de libertad: 2
FARMACQO DOSIS RESPUESTA RESPUESTA ESPERADO CHICUADRADA
NETA
0.01 ] 0 0.968179 0977644
Cisplatino 0.1 6 6 3.629258 1.6069%1
1.0 9 9 10.521093 0.245771
10.0 24 24 23.904446 0.000502
Ci30= 202464162 Chi cuadrada total; 2.830878
CI90=46080.074219 Numero Je cidos: 5
M=0.543025+0.000503 Factor de Hererogenicidad:1.415439
B=3.7475M30.009184 Grados de libertad: 2
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