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CAPITULO 1

RESUMEN



Resumen

El cancer es un conjunto de enfermedades de alta incidencia entre la
poblacién mundial y nacional, debido a esto se han buscado diferentes terapias
para combatirlo, una de ellas es la quimioterapia. El objetivo de la quimioterapia
es la eliminacion de todas las células tumorales, sin embargo presenta algunas
desventajas entre las que se encuentran los altos costos, la baja selectividad,
la resistencia y la reaparicion del cancer después de haber seguido una terapia
aparentemente exitosa debido a que no se eliminaron todas las células
tumorales o dedido a las propiedades carcinogénicas de la misma terapia. Es
por lo anterior que resulta importante saber si la poblacion de células tumorales
y sanas tratadas con un quimioterapéutico son capaces de recuperarse del
dafio causado, o por el contrario, continua la disminucién en la poblacion

celular después del tratamiento.

Debido a que el cancer es un problema de salud publica, un grupo de
investigadores encabezados por la Doctora Lena Ruiz Azuara ha desarrollado y
disefiado un nuevo grupo de agentes quimioterapéuticos patentados bajo el
nombre de Casiopeinas®, buscando disminuir la toxicidad de la quimioterapia
sobre las células sanas del paciente y reducir los costos. Este grupo de nuevos
agentes quimioterapéuticos ha mostrado tener actividad citotoxica, citostatica y
antineoplésica, o que ha motivado a continuar su estudio con el objetivo de

emplearlos en la clinica.

Entre la familia de compuestos Casiopeinas®, se encuentran la
Casiopeina® ligly y la Casiopeina® lll-ia, que ya han sido evaluadas tanto in
vivo como in vitro; en la presente tesis, se evaluo la actividad citotoxica de
dichas Casiopeinas en tres lineas tumorales y en linfocitos humanos; ademas

de evaluar la cinética de inhibicion y recuperacion de la proliferacion celular

Se concluyé que la potencia de las Casiopeinas® y el Cisplatino® es
similar, ademas las Casiopeinas no son capaces de inhibir la proliferacion
celular en linfocitos humanos activados o no con un mitdégeno. Por otro lado en

las condiciones experimentales empleadas no fue posible determinar la cinética
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de inhibicibn o de recuperacion de la proliferacion celular causada por las
Casiopeinas o el Cisplatino. Los resultados demostraron que la poblacion de
células tumorales tratadas con Casiopeinas o Cisplatino en el rango de tiempo

estudiado no son capaces de recuperarse del dafio ocasionado.
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2. INTRODUCCION

2.1 El Céancer

Se considera al cancer como un conjunto de enfermedades cuyo origen
es comun, ya que en todos los tipos de cancer, una de las numerosas células
de las cuales esta compuesto el organismo se encuentra alterada de tal forma
que se multiplica de forma incontrolada produciendo millones de células hijas
igualmente alteradas, algunas de las cuales pueden diseminarse a otras partes
del cuerpo(metastasis)[1, 2]. Por otra parte se le considera como un conjunto
de enfermedades debido a que existen grandes diferencias entre los canceres
de distintos oOrganos, ademas de existir variabilidad significativa entre los
tumores que tienen origen en el mismo Organo, e incluso presentan una
importante heterogeneidad fenotipica entre las células de un mismo tumor[2, 3],
lo que implica que su comportamiento y respuesta a un tratamiento puede
variar significativamente[4].

La pérdida de control en la proliferacion celular es el resultado de una
serie de cambios genéticos en las células tumorales y se origina en un largo
proceso de seleccion- variacion similar al que se produce en la propia
evolucion. La variacion es el resultado de la tendencia de las células tumorales
a desarrollar procesos de cambios epigenéticos, por otra parte la seleccion
proviene de las variadas condiciones micro ambientales a las que las células se

ven sometidas y que van permitiendo la proliferacion de algunas clonas|[3].

2.2 Breve historia del cancer[5]

Debido a su creciente incidencia, el cancer ha sido calificado por algunos
autores como la enfermedad de la civilizacion, aunque se ha encontrado
evidencia de un caso de cancer 6seo en un esqueleto de un antropoide que
tiene una antigiedad mayor al millén de afios descubierto en la Isla de Java.

En los papiros de Edwin Smith, escritos entre los afios 3000 y 2500 a.C.,
se describen ocho casos de “tumores o Ulceras de mama” y en los papiros de

Ebers, que datan de alrededor del afio 1152 a.C. se reporta un caso de tumor



maligno de una extremidad, ademas se han encontrado evidencia de tumores
en momias egipcias.

Por su parte, Hipécrates (460-370 a.C.) describe, basandose en la
observacion del enfermo, tumores de piel, mama, estbmago, cervico-uterino y
recto con lo cual contribuyé al conocimiento inicial acerca del cancer y su
clasificacion. Es HipOcrates quien crea el término metastasis y fue el primero en
describir el cancer de matriz. Galeno (130-200 d.C.), el padre de la farmacia,
contribuye también mediante su descripcion del cancer gastrico y el de
esofago.

La contribucion del mundo éarabe al saber médico del cancer esta
representado por Avicena (980-1037), quien describi6 cémo un tumor
canceroso aumenta de tamafio progresivamente, invade y destruye los tejidos
contiguos eliminando la sensibilidad de la parte afectada.

Con el desarrollo de la Anatomia, la Fisiologia y la Patologia, en los
siguientes siglos aumentan las descripciones de diferentes tipos de cancer, asi
como incrementa el nimero de colecciones de historias clinicas de casos de
cancer y observaciones epidemioldgicas; como la realizada por Ramazzini
(1713) acerca de la incidencia del cancer de mama el cual es mucho mas

frecuente en las monjas que en el resto de las mujeres.

En la actualidad el nacimiento de una serie de organismos
internacionales especializados en asuntos sanitarios ha conseguido sumar los
esfuerzos de todos los paises del mundo para luchar contra esta enfermedad.
La fundacién de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud fundada el 7 de
abril de 1948) ha logrado unificar una serie importante de criterios en la practica
médica y ha establecido la clasificacién anatomoclinica de los tumores, basada
en los érganos de origen. La aparicién de la UICC (Unién Internacional Contra
el Cancer), con cede en Ginebra, facilitdé la unificacion de una clasificacion
internacional, la clasificacion TNM, que sirve para clasificar la mayoria de los
tumores solidos de acuerdo con el tamafio de la neoplasia primaria (T), la
presencia de ganglios metastasicos (N) y la existencia de metastasis a
distancia (M). En funcién de la localizacion de la enfermedad, la extension del
tumor primario puede variar de Tl a T4, los ganglios de NO a N3 vy las
metéstasis de MO a M1]3].



Por ultimo, la fundacion IARC (International Agency of Research in
Cancer) de Lyon esta dando gran impulso al estudio epidemiolégico de los
productos quimicos que son carcindégenos para el hombre y sentando las bases

para una prevencion primaria del cancer[5].

2.3 Epidemiologia

En la actualidad el control del cancer implica la prevencion, la deteccion
temprana de lesiones preneoplasicas[6], y la identificacion de individuos con
altas probabilidades de padecer cancer debido a mutaciones genéticas
recesivas o dominantes[7]. Dentro de la prevencion, se incluye también la
identificacion de una gran cantidad de agentes carcinogénicos de origen
quimico, fisico 0 bioldgico[8], sin embargo, las cifras indican que no se ha
conseguido el éxito total en ésta labor, ya que en el 2005 el cancer fue la
tercera causa de muerte en todo el mundo (figura 1); de los 58 millones de
muertes que se registraron en el mundo, 7.6 millones (13%) se debieron al

cancer. Los tipos de cancer de mayor incidencia fueron:

Tipos de cancer de mayor incidencia

Pulmon 1.3 millones de muertes anuales
Estdbmago Casi 1 millén de muertes anuales
Higado 662 000 muertes anuales

Coldén 655 000 muertes anuales

Mama 502 000 muertes anuales
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Figura 1. Principales causas de muerte, a nivel mundial'en el'aino
2005[9]

Cabe resaltar que mas del 70% de las muertes por cancer registradas
en 2005 se produjeron en paises de ingresos bajos y medianos, asi mismo, se
prevé que la mortalidad anual a nivel mundial a causa de céncer siga
aumentando hasta alcanzar los 9 millones en 2015 y 11.4 millones en 2030[6,
10-13] . En los paises desarrollados las principales causas de cancer son el
tabaco, la exposicion a carcindbgenos ambientales, la dieta y los habitos poco
saludables de vida[14]. La tasa de mortalidad varia en funcion del sexo siendo
mayor en hombres que en mujeres fundamentalmente por dos razones; por un
lado hay mas casos de cancer entre los hombres, y por otro lado los canceres
mas frecuentes entre las mujeres tienen mejor pronostico: mamay cérvix[12].

En el caso particular de México datos de la OMS muestran que en el afio
2005 el cancer fue la tercera causa de muerte (figura 2), murieron 64,000

personas, de las cuales el 57% era menor de 70 afos[15].
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Figura 2. Principales causas de muerte en México, afio 2005, fuente:
OMS[15]

Datos del 8 de febrero del 2008 por parte del INEGI muestran que en el
2006 los tumores malignos fueron la tercera causa de muerte a nivel nacional,
por otra parte se observo que las defunciones por tumores malignos presentan
también diferencias entre los sexos ya que en los hombres represento el 11.3%
y en las mujeres el 14.9%, ademas de observarse un aumento en el nimero de

muertes por tumores malignos en el periodo de 1997 a 2006(figura 3)[16]



Porcentaje de defunciones generales y por sexo causadas por tumores malignos, 1997-2006
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Figura 3. Gréafica de porcentaje de defunciones causadas por tumores malignos
en el periodo 1997-2006, total y por sexo. Fuente: INEGI. Estadisticas Vitales
1997-2006[16]

En los hombres los tres tipos de tumores malignos causantes del mayor
porcentaje de defunciones por cancer en el 2006 corresponden a: traquea,
bronquios y pulmon (16.6%), préstata (17.1%) y estdémago (10.4%).En el caso
de las mujeres, 13.9% de las defunciones por tumores malignos corresponden
al cervico-uterino, 15% al de mama; y de estdmago, y el de higado y vias
biliares intrahepaticas ocasionaron cada uno, 8% de las muertes como se
observa en la figura 4. Si bien se observan diferencias en los 6rganos
afectados por el cancer en hombres y mujeres, los que inciden en 6rganos

reproductivos son los que mas defunciones causan en las mujeres[17].
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Figura 4. Distribucion porcentual de las principales causas de defuncion por
tumores malignos segun sexo, 2006. Fuente: INEGI. Estadisticas Vitales.
Defunciones 2006. Base de datos[16].

2.4 Caracteristicas de las células cancerosas

2.4.1 Propiedades microscopicas

En las células cancerosas se pueden observar varias caracteristicas
microscoépicas que pueden permitir diferenciarlas de las células normales. Una
de ellas es el pleomorfismo el cual se refiere a la diferencia en tamafo y forma
gue las células cancerosas muestran, algunas de ellas muestran tamafnos
extraordinariamente grandes y otras son tan pequefias que no se pueden
observar al microscopio; en muchas ocasiones se pueden observar varios
ndcleos en la misma célula. Las células cancerosas presentan otro fenébmeno,
llamado hipercromatismo, que significa que la cromatina de la célula se
encuentra mas condensada de lo normal, lo cual hace que en una tincion se
pueda observar de forma mas pronunciada. Con respecto al ndcleo, éste puede
observarse mas grande y en formas variadas (polimorfismo), ademas de

presentar cantidades anormales de cromosomas (aneuploidia), vy
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macrolesiones cromosomicas como traslocaciones, (intercambio de material
entre cromosomas), deleciones (perdida de secciones cromosémicas) y

adiciones (cromosomas adicionales)[18].

2.4.2 Propiedades cinéticas

Las células cancerosas pierden el control de la proliferaciéon celular, a
diferencia de las células normales, para las cuales, la necesidad de renovacion
o reemplazo celular es el estimulo para que las células se multipliquen, y de
esta forma mantienen un equilibrio entre la produccién vy la pérdida celular. Por
el contrario en el caso de las células tumorales, una vez iniciada la
proliferacion, las células cancerosas proliferan de manera continua y sin
control, ya que los mecanismos normales de control no detienen la proliferacion
celular[18].

Todas las células que se reproducen pasan por una serie de fases que
se repiten periddicamente y reciben el nombre de ciclo celular; son cuatro,
Fase G; (Intervalo comprendido entre la terminacion de la mitosis y el
comienzo de la sintesis de ADN), Fase S (en la que tiene lugar la sintesis de
ADN), Fase G; (en la que tiene lugar la sintesis de RNA y proteinas), Fase M
(periodo de mitosis, subdividida en profase, metafase, anafase y telofase, se
separan los cromosomas y se reparten entre las dos células hijas), las células
en reposo quedan en Fase Gy, el tiempo que dura el ciclo completo se
denomina tiempo de generacion. El crecimiento tumoral y el de los tejidos
normales, se desarrolla segun la curva de Gompertz, que consiste en una
disminucién exponencial de una funcion exponencial. El crecimiento inicial es
exponencial y durante esta fase logaritmica la velocidad de crecimiento es
elevada y por tanto el tiempo de duplicacion es breve. Al crecer la masa
tumoral, la velocidad de crecimiento disminuye y la curva de crecimiento puede
incluso alcanzar la fase de meseta. Esta fase estacionaria en el modelo de
crecimiento, se caracteriza por su baja frecuencia de crecimiento y por un largo
tiempo de duplicacion[19]

La diferenciacion es el proceso mediante el cual las células se
diversifican y adquieren caracteristicas estructurales y funcionales especificas.

En el cancer, la diferenciacion se refiere al grado en que las células cancerosas
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se asemejan a las células normales. Las que se parecen bastante a la célula
normal pero que originan tumores de crecimiento lento, por lo general
encapsulados, se denominan bien diferenciadas y tienen funciones vy
estructuras especializadas. Las que crecen de forma rapida y no poseen las
caracteristicas morfologicas ni las funciones celulares especializadas se llaman
indiferenciadas; ésta pérdida de las caracteristicas con respecto a las células
normales se llama desdiferenciacion (anaplasia). Una célula maligna es mas
virulenta cuanto mas indiferenciada sea.

Es posible que ciertas propiedades bioquimicas no se conserven debido
al estado de anaplasia de las células malignas; o bien que adquieran nuevas
propiedades como resultado de cambios en los patrones enzimaticos o de
alteraciones en el acido desoxirribonucleico (ADN). Algunos ejemplos incluyen:
produccion de antigenos tumorales que marcan a la célula cancerosa como
“ajena”, reproduccion continua a pesar de la disminucibn de las
concentraciones de hormona del crecimiento; incremento en la velocidad de la
glucolisis anaerobica lo que hace que las células dependan menos del Oy, y
produccion anormal de hormonas o de sustancias con caracteristicas similares
a las hormonas[18].

En la mayoria de las células tumorales existen cambios en el nimero
normal de cromosomas (46) y su estructura. Estas alteraciones incluyen la
pérdida o ganancia de cromosomas completos o secciones de cromosomas o
traslocaciones en los cromosomas. Algunos de estos cambios pueden ser
eventos primarios que ocurren en una etapa temprana durante el desarrollo del
tumor y muy probablemente sean un evento importante en el desarrollo del
mismo. Otros son eventos secundarios y pueden tener un papel importante en
el comportamiento subsecuente del tumor. La pérdida de material cromosémico
puede resultar en la delecion de un gen supresor de tumor, por otro lado la
duplicacibn de una region puede provocar una sobreexpresion de un
oncogen[20].

Las células tumorales tienen la capacidad para generar metastasis,
proceso por medio del cual las células tumorales se propagan desde el sitio de
origen (tumor primario) hasta otros sitios distantes (tumores secundarios)[18].
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2.5 Carcinogénesis

Las neoplasias se producen mediante un proceso llamado
Carcinogénesis. El primer paso en este proceso es la Iniciacion, el cual implica
un cambio en el ADN o mutacidén que puede ser producido por una variedad de
agentes quimicos, virales o fisicos. La susceptibilidad individual a la
transformacion maligna o durante las siguientes etapas de promocion y
progresion es influenciada por factores genéticos relacionados con
mecanismos anormales de reparacion del ADN, perdida de genes supresores
de tumor, o a la variable expresion de oncogenes[21]. La Promocion es el
proceso por medio del cual la célula inicializada se clona y expande hasta
formar un tumor visible, normalmente una lesidon benigna o foco preneoplasico
como un papiloma; estas células deben sufrir uno 0 mas cambios heredables
durante la tercera etapa, Progresion, en donde progresan a una neoplasia
maligna[22]

Los tumores malignos se distinguen de los benignos por sus
caracteristicas histopatolégicas de morfologia celular, invasividad, metéastasis,

proliferacion, y diferenciacion

Carcinogénesis
Iniciacion Promocion Transformacion Progresidn
Carcindgeno
camhbio carmhbio carmbio
cendtico gendtico genéticn @
-

e e ‘ e S — E‘I [ -
AE »E
célula rmaligna

multiplicacidn turnor maligno
celular

Figura 5. Esquema de las etapas de la carcinogénesis,
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2.5.1 Metastasis

La Metastasis es un proceso por el cual el tumor primario es capaz de
originar nuevos tumores en lugares lejanos dentro del organismo. En éste
proceso ciertas células malignas del tumor primario (células metastasicas)
penetran la barrera extracelular alrededor del tumor y viajan a través del tejido
hasta el vaso sanguineo ¢ linfatico més cercano. Después, por medio de la
secrecion de enzimas proteasas (serina proteasas, metaloproteasas, cisteina
proteasas y aspartilo proteasas) capaces de degradar los componentes de la
matriz extracelular[23], estas células entran al sistema linfatico o al sistema
circulatorio. A éste proceso se le conoce como intravasacion; después,
viajando en forma aislada, o en cumulos, estas células tienen el potencial de
acceder a casi cualquier parte del cuerpo. Las células metastasicas que
sobreviven el rigor del viaje, se extravasan en el nuevo tejido u érgano blanco y
comienzan un nuevo tumor secundario[24].

El dilema clinico es que para cuando el tumor primario es detectado y
quirdrgicamente removido, la mayoria de las veces el proceso metastatico ya
ha comenzado. De hecho, en muchas ocasiones la expansién de colonias
metastasicas ya esta muy avanzada antes de que los sintomas clinicos sean
evidentes, y en algunos casos, aun antes de que se manifieste el tumor

primario[24]

.2.6 Clasificacién de tumores

Los tumores pueden clasificarse como benignos o malignos. Un tumor
benigno permanece confinado a su localizacion original; un tumor maligno es
capaz de invadir tejidos normales cercanos y diseminarse a través del cuerpo.
Solo a los tumores malignos se les denomina como cancer[4].

Tanto los tumores malignos como los benignos son clasificados de
acuerdo al tipo de célula del que provienen. La mayoria de los tumores se
encuentran en uno de los tres grupos principales:

e Carcinomas: provenientes de células del endodermo o

ectodermo[2, 4]
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e Sarcomas: provenientes del mesodermo, son tumores sélidos de
tejidos conectivos, como musculo, hueso, cartilago y tejido
fibrosol[2, 4],

* Leucemia y Linfoma: son tumores cuyas células cancerosas no
forman tumores solidos, sino que estan esparcidas por todo el
sistema linfatico o circulatorio e interfieren con su funcionamiento
normal. Las leucemias son un tipo de sarcomal2, 25] que tiene
origen en células hematopoyéticas, por su parte, los Linfomas

tienen origen en células del sistema inmune[4]

2.6.1. Lineas celulares tumorales empleadas

2.6.1.1.HelLa

Carcinoma epitelial de Cérvix humano estadio IV A. Fue la primera linea
celular aneuploide epitelial derivada de tejido humano y mantenida
continuamente por cultivo celular. Fue aislada por G.O. Gey, W.D. Coffman y
M.T. Kubicek en Febrero de 1951 de un adenocarcinoma del Cérvix de una
mujer de raza negra de 31 afos de edad. Desde su origen ha sido una de las
lineas celulares mas estudiadas, posee crecimiento en cultivo de tipo

adherente (figura 6).
Un inéculo de 0.5-1.0 x 10° células viables en medio de cultivo a 37C

en una atmosfera de 5% de CO; se multiplica 15 veces en 7 dias, su tiempo de

duplicacién es de 11.2 horas[26].
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Numero ATCC: CCL-2
Designacién: HelLa

of

Baja densidad Alta densidad

Figura 6. Imagen de células de la linea tumoral HelLa, tomado del catalogo de ATCC.
[27]

2.6.1.2 HCT-15

Adenocarcinoma colorectal humano, fue aislado de un paciente de sexo
masculino[28] , es una de las dos lineas celulares de adenocarcinoma
colorectal, que fueron aisladas por Dexter y asociados durante el periodo de
1977- 1979. Esta linea tiene una morfologia de tipo epitelial (figura 7) y es
tumorigénica en ratén desnudo.

Un inéculo de 10° células en medio de cultivo se multiplica
aproximadamente 8 veces en 7 dias, su tiempo de duplicacién es de 20.6
horas[26].
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Numero ATCC; CCL-225
Designacion: HCT-15
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3
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Figura 7. Imagen de células de la linea tumoral HCT-15,
tomado del catalogo de ATCC[29]

2.6.1.3 SkLu-1

Adenocarcinoma de pulmén humano pobremente diferenciado
estadio Ill. C. Southam aisl6 la linea SkLu-1 en 1969 de un tumor primario de
adenocarcinoma de una mujer de 60 afios de raza caucésica y tipo sanguineo
0"; crece en monocapa y tiene una morfologia epitelial[26]

6.6.2 Linfocitos humanos

La linea celular escogida para comparar el efecto de los farmacos en
células normales fueron los linfocitos de sangre periférica, y se escogieron
porque como sistema celular de ensayo presentan una serie de caracteristicas

gue los hacen especialmente apropiados para su utilizacion:
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a. Disponibilidad facil y en gran namero (1 ml de sangre
contiene de 1 a 3 millones de linfocitos).

b. Crecimiento en cultivo facil tras ser estimulados con un
mitégeno (normalmente fitohemaglutinina)[30].

C. Poseen una amplia distribucion en el organismo, y los
linfocitos circulantes en individuos sanos, normalmente se encuentran en
fase de no division (Gy), pero al cultivarlos en presencia del mitbgeno se
estimula la division mitotica en 24 horas[30]

d. Los linfocitos tienen una vida media de aproximadamente
cuatro afios, aunque se pueden encontrar linfocitos capaces de

sobrevivir durante varias décadas[31, 32].

Ya que en los pacientes, la mayoria de los linfocitos de sangre periférica
se encuentran en fase de no division (Go)[33], se decidid primero evaluar el
efecto de los farmacos sobre los linfocitos aislados, sin activarlos con el
mitégeno fitohematoglutinina; y después evaluar el efecto de los mismos
compuestos cuando los linfocitos han sido activados por 24 horas con el

mitdgeno.

2.7 Tratamientos contra el cancer

2.7.1 Cirugia

Es la forma mas antigua de tratamiento del cancer[34].La extirpacion
quirargica completa es el tratamiento mas eficaz para la mayoria de los
tumores sodlidos, sin embargo, la practica actual de la cirugia oncoldgica
demanda conocimientos de la biologia tumoral y un tratamiento
multidisciplinario que excede los conceptos técnicos que participan en la

denominada extirpacién radical de los 6rganos[3].
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2.7.2 Radioterapia

Es el empleo de radiacion X o gamma para obtener la destruccioén total
del tumor sin producir alteraciones graves o irreversibles en los tejidos sanos.
La radioterapia tiene una accion selectiva, lenta y gradual, que poco a poco,
produce en las células tumorales dafios incompatibles con su supervivencia,
dejando a los tejidos normales la posibilidad de reparar los efectos de la
irradiacion[35, 36].

2.7.3 Inmunoterapia

El objetivo primario de la inmunoterapia consiste en desarrollar las
capacidades normales de defensa del organismo humano frente al tumor
mediante el reclutamiento de los mecanismos de defensa naturales del
huésped, el sistema inmune, y de esta forma combatir el proceso maligno
invasor. Este tipo de terapia presupone que las células tumorales poseen
antigenos de superficie inmunolégicamente reactivos no existentes en las

células normales[36, 37].

2.7.4 Radioinmunoterapia

La Radioinmunoterapia (RIT) es una modalidad terapéutica en onco-
hematologia que utiliza conjugados de radioisétopos y anticuerpos
monoclonales dirigidos contra células tumorales, de forma que los efectos de la
radiacion ionizante utilizada en la radioterapia esten dirigidos a las células
tumorales. La RIT es bien tolerada, siendo su efecto toxico mas destacable la
mielosupresion transitoria.[38]

2.7.5 Terapia Génica

La Terapia Génica involucra transferir genes a las células para restaurar
o conferirles nuevas funciones[39, 40]. En el caso del cancer, la terapia génica
tiene por objetivo inactivar un oncogén o reemplazar un gen supresor de tumor

mutado o introducirlo en caso de estar ausente[40]. En los ultimos afios se han
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visto los primeros intentos para utilizar la terapia génica, aunque continua en

fase experimental[39].

2.7.6 Quimioterapia

Paul Erhlich acufié la palabra quimioterapia para el uso de un compuesto
qguimico de composicion conocida contra parasitos, pero en el caso de la
quimioterapia del cancer, se refiere a la habilidad de curar el cancer por medio
del uso de compuestos quimicos que eliminan a las células tumorales[41]. Asi,
la Quimioterapia contra el Cancer actualmente se define como un tratamiento
general y sistémico capaz de alcanzar todas las células tumorales, salvo el
caso particular de las localizaciones inaccesibles, como el sistema nervioso
central[42].

2.7.6.1 Historia de la Quimioterapia antineoplasica

La historia de la quimioterapia contra el cancer es relativamente reciente.
La quimioterapia moderna comenzé después de la segunda guerra mundial,
cuando se observé que una variedad de compuestos podian eliminar las
células transformadas o inhibir significativamente su proliferacion[43]. Los
primeros estudios clinicos sobre la mostaza nitrogenada o azoiperita, la cual es
un agente alquilante capaz de adicionar un grupo alquilo en un nitrégeno de la
cadena de ADN fueron realizados por Gilman, Goodman, Lindskog y Dougherty
en 1942[41, 44, 45]. Otro hito importante fue la demostracion en 1948, por
Farber y cols.[46] del efecto beneficioso de un analogo del acido folico en la
leucemia linfoblastica infantil. Mas adelante, diversas sustancias quimicas
demostraron actividad antitumoral en modelos experimentales con animales, y
muchas de ellas acabaron siendo evaluadas en ensayos clinicos en humanos.
El efecto antitumoral del antagonista de las purinas 6-mercaptopurina fue
descrito por Elion y Hitchings en 1952[47]; este compuesto es empleado en el
tratamiento de leucemias, es un analogo de las purinas hipoxantina y guanina
en donde el grupo ceto del Cg del anillo de purina se remplazé por un atomo de
azufre. La 6-mercaptopurina sirve como sustrato de la enzima hipoxantina-

guanina fosforribosil tranferasa para producir acido tioinosinico, el cual
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interfiere con la sintesis de adenina y guanina[48] . A comienzos de los afos
50, Heidelberg sintetizé el 5-fluorouracilo después de llegar a la conclusién
correcta de que un antimetabolito similar al uracilo debia bloquear la formacién
de nucledtidos de timina y prevenir asi la sintesis de ADN. Este antimetabolito
es una pirimidina halogenada que resulta del cambio de un atomo de
Hidrogeno del carbono 5 del uracilo por un atomo de Fluor.

En los afios 60°s Skipper y colegas[49-51] crearon los principios rectores
de la Quimioterapia usando un modelo de leucemia murina L1210, pero la
adecuada aplicacion de éstos principios requirio el entendimiento de las
diferencias entre las caracteristicas de crecimiento de la leucemia murina y los
diferentes tipos de cancer humanos. Otras fuentes de error de este modelo
fueron la simple presuncion de poder tratar al cancer como una infeccion
bacteriana y tratar de extrapolar los datos obtenidos en modelos murinos al
modelo humano([41].

Durante las décadas de 1960 y 1970 se utilizaron en clinica muchos
farmacos antineoplasicos nuevos, y en los afos siguientes, el énfasis se centro
en el desarrollo de farmacos nuevos, nuevas combinaciones de los farmacos
disponibles, la optimizacion de la posologia, esquema de tratamiento y la
modulacién de sus efectos tdxicos|[3].

2.7.6.2 Clasificacion de los quimioterapéuticos

Los quimioterapéuticos citotoxicos matan células tumorales dafiando el

ADN, interfiriendo con su replicacion o inhibiendo la division celular. Los

quimioterapéuticos han sido clasificados por su naturaleza (organica o

inorganica), por su efecto en el ciclo celular o por su mecanismo de accién[40]:

* Por su efecto en el ciclo celular: Los farmacos que afectan a la

célula durante una fase especifica del ciclo celular, son llamados

“fase —especificos”; en contraste los farmacos que afectan a la

célula durante cualquier fase del ciclo celular son llamados “fase-
noespecificos’[40]

« Por su mecanismo de accion. Se clasifican en agentes

alquilantes, antimetabolitos (andlogos estructurales), fijadores de
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la tubulina, inhibidores de la topoisomerasa, complejos de platino,

antibioticos, agentes hormonales[48, 52].
2.7.6.2.1 Compuestos de platino

Entre los compuestos de platino destacan el cisplatino, carboplatino y
oxaliplatino (figura 8). El carboplatino es menos reactivo que el cisplatino, el
cual se coordina al ADN en zonas nucleofilicas como el nitrégeno en la
posicion 7 o el oxigeno en la posicion 6 de la guanina, alterando de esta forma
la estructura y funciones del ADN. Se utiliza en el tratamiento de carcinomas de
ovario, testiculo, vejiga y teratomas. La via de administracion es intravenosa a
la dosis de 80mg/m? de superficie corporal durante tres semanas, se une en un
90% a las proteinas plasmaticas, no atraviesa la barrera hematoencefélica, se
elimina por el rindn y entre sus efectos secundarios destacan: nauseas,

vomitos, mielodepresion, ototoxicidad, nefrotoxicidad, neuropatias[19].
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Figura 8. Estructura del Cisplatino y algunos de sus analogos,

Carboplatino, Oxaliplatino y Lobaplatino
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2.7.6.3. Principios Biologicos de la Quimioterapia

La mayoria de los farmacos utilizados en el tratamiento del cancer dafan
al ADN o inhiben su replicacién, consecuentemente éstos farmacos son téxicos
no solamente para las células tumorales si no también para las células
normales, especialmente para ésas células normales que son reemplazadas
continuamente.

La accion de los quimioterapéuticos contra las células normales

contribuye mayoritariamente a su toxicidad y limita su efectividad[4].

2.7.6.4 Principios Farmacoldgicos de la Quimioterapia

La interrelacion de la farmacocinética del quimioterapéutico y la cinética
de proliferacion de la célula tumoral es la parte mas importante en la
quimioterapia del cancer, ya que regula la destruccion celular después de la
quimioterapia[36, 41]. Los conceptos y los datos de citocinética influyen
notablemente sobre el esquema de tratamiento, este representa uno de los
puntos clave del éxito del tratamiento con quimioterapéuticos. Las
consideraciones citocinéticas son:

* Conocimiento de efecto terapéutico de un determinado agente
sobre el ciclo celular

» Conocimiento del efecto de un determinado agente sobre las
células en replicacion.

» Conocimiento del efecto citocinético de un determinado agente
sobre los tejidos normales.

» Conocimiento de la citocinética de un determinado tipo de
neoplasia durante el tratamiento[36]

Casi todos los quimioterapéuticos comparten dos caracteristicas
comunes: trabajan afectando la sintesis o funcion del ADN, y generalmente no
matan células que no se encuentran proliferando, a menos que estas células
estén destinadas a dividirse después de la exposicion al quimioterapéutico[41].
El tratamiento de los tumores esta actualmente basado en las diferencias que
existen en cuanto a respuesta a los farmacos entre las células normales y las
células tumorales. En parte tal diferencia puede explicarse considerando las
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distintas caracteristicas proliferativas; sin embargo, la destruccion del tejido
neoplasico se encuentra también en relacidn con mecanismos biolégicos,
bioguimicos y farmacocinéticos[36]. El efecto terapéutico y tdxico se relaciona
con el tiempo y frecuencia de exposicion a una dosis efectiva. El mismo grado
de citotoxicidad se puede alcanzar en diferentes dosificaciones de una misma
concentracion de compuesto multiplicado por el tiempo de exposicidon
(CxT)[41].

2.7.6.5. El quimioterapéutico ideal

El quimioterapéutico ideal deberia erradicar las células tumorales sin
dafar a los tejidos normales. Desafortunadamente hasta el momento ningun
quimioterapéutico cumple éste criterio[52]. Las caracteristicas deseadas en un
quimioterapéutico son[53]:

» Cinética de primer orden
* Toxicidad

e Selectividad

2.7.6.5.1. Hipotesis de muerte celular[36]

Los aspectos cuantitativos de la capacidad de los farmacos
antiproliferativos de destruir las células neoplasicas, son descritos en la
Hipotesis de muerte celular (Cell Kill Hypotesis) que establece los siguientes
puntos:

* La supervivencia de los animales es inversamente proporcional al
namero de células tumorales inoculadas o que sobreviven tras
tratamiento.

 Una unica célula neoplasica es capaz de multiplicarse hasta
matar al huésped.

» Para la mayor parte de los farmacos antiproliferativos existe una
clara relacion entre dosis y capacidad de eliminar enteramente las
células neoplasicas dentro de los limites de toxicidad tolerable por
el huésped.
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e La destruccién celular por los farmacos sigue la ley de cinética de

primer orden (mientras la dosis es constante y eficaz).
2.7.6.5.1.1 Cinética de Primer orden

Como se observa en la grafica de la figura 9 al administrar una dosis
determinada del farmaco /unidad de tiempo se elimina una fraccion constante
de células, no un numero fijo[36] Esto significa que la misma dosis que
disminuye la poblacién de células tumorales de 10° a 10° sera necesaria para
disminuirla de 10° a 10°.

Como un ejemplo, si un tumor tiene una poblacién de 10° células, al
administrar un tratamiento que es 99.9% efectivo, sobreviviran 10 células
intactas, por lo tanto el tratamiento eliminara los sintomas clinicos, pero el

tumor puede reaparecer[53].
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Figura 9. Cinética de primer orden deseada en un quimioterapéutico,

tomado de Bast Fr, Cancer Medicine [53]
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Por tanto, la destruccidon celular por los farmacos sigue un modelo
exponencial, modelo que se conoce como log-kill, ya que se utiliza una escala
logaritmica. Algunos tratamientos pueden ser clasificados en base a su
potencial de log-kill; por ejemplo, un log kill de 2 reduce una determinada
poblacion celular de 10° a 107 células; y aunque representa la eliminacién del
99% queda claro que el tratamiento debe ser repetido varias veces para

obtener un control de la poblacion celular tumoral[36]..

2.7.6.5.2. Toxicidad en el paciente

Los efectos terapéuticos sobre el tumor y la toxicidad se relacionan con
la dosis del quimioterapéutico y el esquema de tratamiento. Ambas curvas
mostradas en la figura 10, son ascendentes, una representa la respuesta en el
tumor y la otra representa la toxicidad en el paciente; el grado del
desplazamiento de la curva de toxicidad hacia la derecha refleja el indice
terapéutico (dosis toxica media/ dosis efectiva media), que usualmente tiene un

valor pequefio para los agentes quimioterapéuticos[53].
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Figura 10. Comparacién de la respuesta del tumor y la toxicidad que se

induce en un paciente, tomado de Bast Fr. Cancer Medicine[53].
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2.7.6.5.3 Selectividad

La selectividad de un quimioterapéutico se evalia mediante

la

comparacion de la recuperacion y muerte de la poblacion de células normales

provenientes de la médula 6sea con respecto a la muerte y recuperacion de la

poblacién de células tumorales. La administracion de un quimioterapéutico

causa una destruccion similar de células tumorales y normales, pero se espera

que la velocidad de recuperacion de la poblacion de células normales sea

mayor que la de la poblacion de células tumorales; sin embargo, el nimero de

células progenitoras de médula 6sea eventualmente decrece durante la terapia

continua[53].
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Figura 11. Selectividad, tomado de Bast Fr, Cancer Medicine[53]

2.7.6.6. Desventajas de la Quimioterapia

28



Al comparar la quimioterapia contra el cancer y la quimioterapia contra
enfermedades infecciosas es posible marcar algunas desventajas de la
quimioterapia del céncer. El concepto de toxicidad selectiva usado en la
quimioterapia contra enfermedades infecciosas usualmente no es operativo en
la quimioterapia contra el cancer, ya que las diferencias bioquimicas que
existen entre las células cancerosas y normales del mismo tejido no son
aprovechadas por los quimioterapéuticos usados en la clinica actualmente. Por
lo general la gran mayoria de los agentes anticancerosos, interfieren de una
forma no selectiva en los procesos celulares y de crecimiento celular. Muchos
de estos compuestos citotbxicos muestran un efecto similar en células
normales y en el tejido neoplasico, por tanto, no es sorprendente que estos
compuestos produzcan efectos secundarios serios y debilitantes. Las dosis
frecuentemente utilizadas de estos compuestos citotoxicos son altas para
detener el crecimiento tumoral o para obtener una remisién temporal de los
sintomas. Por otra parte también deprimen las funciones de la médula ésea,
reduciendo drasticamente el numero de plaquetas, leucocitos y linfocitos, lo
cual produce a su vez mayor susceptibilidad a infecciones y hemorragias
internas[24].

Otra ventaja en el tratamiento de enfermedades infecciosas, pero no en
la quimioterapia del cancer, involucra la respuesta inmunoldgica del paciente
hacia substancias ajenas. En las enfermedades infecciosas los compuestos
utilizados son comunmente bacteriostaticos, los mecanismos de defensa del
cuerpo, como la produccion de anticuerpos y la fagocitosis, eliminan a los
invasores. Con pocas excepciones, esto no ocurre con los tumores. De hecho
muchos quimioterapéuticos también son inmunosupresores ya que pueden
eliminar la produccion de anticuerpos, e inhibir la habilidad del paciente para
combatir simultaneamente las infecciones lo que puede entonces convertirse
en la causa de muerte[24].

En el caso del cancer, el concepto de cura no es tan claro como lo es en
otras enfermedades; una definicion adecuada para la cura del cancer es la no-
recurrencia de los sintomas por 5 afios desde la fecha del diagnéstico inicial.
Una de las principales hipoétesis en el uso de la quimioterapia es que todas las
células neoplasicas se deben erradicar si se alcanza la curacidon. Ya sea que se

utilice la cirugia, la radioterapia, quimioterapia, 0 mas comunmente, una
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combinacion de todas ellas; el objetivo del tratamiento es la eliminacion total de

las células neoplasicas[24].

2.7.6.6.1 Resistencia

Otra importante desventaja de la Quimioterapia es la generacién de
resistencia a los agentes quimioterapéuticos utilizados en la clinica y, por lo
tanto, la aparicion de tumores refractarios, lo que impulsa la busqueda de
nuevos agentes quimioterapéuticos con nuevos o diferentes mecanismos de
accion[41].

Se debe enfatizar que el presentar resistencia a un agente
quimioterapéutico de una clase determinada no necesariamente implica

resistencia a todos los agentes de la misma clase.

La resistencia es de dos tipos:

Intrinseca; ocurre cuando el tumor no es susceptible o es ligeramente
susceptible al tratamiento, ésta resistencia se puede deber a obstaculos
farmacoldgicos o debido a propiedades heredadas de la linea celular[54].

Adquirida; se observa en pacientes en los que el cancer remite después
de haber seguido una terapia aparentemente exitosa. En éste caso, el nuevo
tumor se genera a partir de un pequefio niumero de células resistentes que
sobrevivieron a la terapia inicial[54]; por lo tanto, es muy importante tratar

siempre de eliminar todas las células tumorales durante la quimioterapia.

2.7.6.6.2 Mecanismos de resistencia a los agentes antitumorales[19]

Los principales mecanismos de resistencia a los agentes antineoplasicos
son los siguientes:
* Inactivacion del farmaco.
* Insuficiente activacion in vivo del farmaco por pérdida de la accion

de la enzima correspondiente.
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» Cambios en las vias metabdlicas, con la utilizacion de otra via
bioquimica, o por disminucion de las necesidades de un substrato
metabdlico.

* Disminucion de la afinidad del farmaco por sus receptores o
aumento del numero de estos.

» Disminucién de la captacion del farmaco activo por la célula
cancerosa.

* Presencia de enzimas reparadoras del dafio celular.

2.7.6.7 Importancia del desarrollo de nuevos quimioterapéuticos

En las dltimas 3 décadas se ha realizado un mayor esfuerzo en el
desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos a través del cernimiento
empirico y el disefio racional.

El desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos sigue siendo
necesario, ya que aunque se estén logrando grandes avances en la cirugia y
radioterapia, los alcances de éstas terapias son limitados debido a la
propension de varios tumores solidos a diseminarse (metastasis) a lugares
inaccesibles del cuerpo, muchas veces éste proceso ocurre antes del
diagndstico del paciente e inclusive antes de la aparicion de sintomas del tumor
primario[55].

La quimioterapia falla actualmente debido a dos razones: la primera es
que varios tipos de cancer humano de alta incidencia responden pobremente a
los agentes que se usan en la actualidad, y muchos otros que responden
inicialmente al tratamiento no son curados y eventualmente desarrollan

resistencia al farmaco utilizado[55].

2.7.6.8 Metales con actividad antineoplasica

Se ha demostrado que algunos metales como el Platino (Pt), y Rodio

(Rh) poseen actividad antineoplasica en forma de complejos[56, 57].. La
actividad biologica de los iones metélicos se debe a que estos iones son
deficientes de electrones, mientras que la mayoria de las moléculas bioldgicas
(proteinas, ADN) y pequefias moléculas (O,) importantes para la vida son ricas
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en electrones, por tanto, los iones metalicos tienden generalmente a unirse o
interactuar con muchas de las moléculas biol6gicas importantes[58]. Los
metales de transicién pueden catalizar la generacién de especies reactivas de
Oxigeno (ROS), las cuales juegan un papel importante, pero poco
comprendido, sobre la citotoxicidad mediante la oxidacion de diferentes
componentes celulares y la modificacion del balance redox de la célula[58].
Actualmente se sabe que el complejo metalico en conjunto, es decir el metal y
los ligantes son importantes[56], ademas la coordinacion de metales es una de
las estrategias mas usadas en el disefio de reservorios de farmacos de accion
prolongada o de lenta liberacion[58].

Historicamente, el potencial antitumoral de farmacos que contienen
metales, ha sido ampliamente evaluado. El caso especifico de los compuestos
metalicos de platino, como el cisplatino y sus analogos[59] ha generado gran
interés en disefar otros compuestos alternativos que contengan platino[58].

Ademas de controlar la selectividad de éstos complejos metalicos,
deben de tener buenas propiedades fisicoquimicas; ya que muchos de ellos, no
pueden ser evaluados en las fases clinicas debido a algunas de sus
propiedades fisico-quimicas como baja solubilidad en agua, inestabilidad en
medios acuosos y su tendencia a degradarse al exponerse a la humedad, luz o
aire[58]. Estos problemas han contribuido al escaso desarrollo de farmacos que
contienen metales; y como consecuencia, a pesar de su buena actividad

citotoxica in vitro, muchas veces no se evaluan en fases clinicas[58].
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3. ANTECEDENTES

3.1 Casiopeinas®

Debido a la alta incidencia de tumores malignos entre la poblacion, a los
altos costos y la baja selectividad de los quimioterapéuticos empleados
actualmente en la clinica[24], a principio de los afios 80’s un grupo de
investigadores de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma
de México, encabezados por la Dra. Lena Ruiz Azuara diseiid un grupo de
compuestos de coordinacion con potencial actividad antineoplasica[60-63]

el64. 851 Estos compuestos se definen como un grupo de

llamados Casiopeinas
compuestos de coordinacion de cobre (II) con dos ligantes bidentados; el
primer ligante es del tipo diimina (N-N) como la 1-10-fenantrolina o la 2,2’-
bipiridina sustituidas; y el segundo ligante cargado es de tipo N-O (o-
aminoacidato) o donador O-O (acetilacetonato o salicilaldehidato)[64, 65]

En las hipotesis de posibles mecanismos de accion debido al disefio de
los compuestos se propone al cobre, que es un metal esencial, como
participante en una reacciéon de Fenton para la generacidbn de especies
reactivas de oxigeno (EROQO’s), al ligante diimina como un intercalante del
ADNI58, 66], y segun el disefio de los compuestos se espera finalmente que el
segundo ligante les confiera selectividad antitumoral. Estos compuestos han
demostrado actividad citotdxica[67, 68], citostatica[69, 70] y antineoplésica[71]
con buenos resultados para su empleo como antitumorales en la clinica por lo

gue es necesario estudiarlas detalladamente.

3.2 Casiopeina® ligly y Casiopeina® Ill-ia

Dentro de la familia de las Casiopeinas, la Casiopeina® ligly y
Casiopeina® Ill-ia han sido ampliamente estudiadas tanto en estudios in vivo
como in vitro[67, 68, 70-73], se han realizado estudios de estabilidad de
algunos miembros de esta familia de compuestos[74] algunas de sus

caracteristicas son:



La Casiopeina lgly®: [Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(glicinato)]NO3.2H,0, cuya estructura se muestra en la figura 12
tiene un peso molecular de 443.90 g/mol[75, 76], ha sido caracterizada por
varios métodos analiticos y se ha resuelto su estructura por técnica de

difraccion de rayos X[77]

Figura 12. Estructura de la Casiopeina® ligly, tomado de Solans X, Acta

Crystallographica.[77]
Para la Casiopeina ®lll-ia, la férmula correspondiente es: [Cu(4,4 -

dimetil-2,2"-bipiridina)(acetilacetonato)|[NO3.2H,O[73], y Su estructura se

muestra en la figura 13.
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Figura 13.Estructura de la Casiopeina® lll-ia, teniendo como contra-ién a una molécula
de ClO,4, tomado de Tovar-Tovar Caractrizacién cristalografica y EPR de complejos mixtos de

Cu(ll) (Casiopeinas) e interacciones con algunas biomoléculas.[73]

La Casiopeina lll-ia con el contra-ion NOj3 tiene un peso molecular de
444.93 g/mol[78], un valor de pKa de 8.25 y un Coeficiente de particion de
0.3580[79], y ha sido caracterizada por varios métodos analiticos y se ha
resuelto su estructura por la técnica de difraccion de rayos X[73]

Ambas casiopeinas han sido evaluadas en diferentes lineas tumorales
por diferentes operadores, algunos de los valores de Clsg determinados para
ambas Casiopeinas en las lineas tumorales utilizadas en este trabajo se
muestran en la tabla 1, se puede observar que hay diferencias entre las
diferentes determinaciones, ya que el operador es un factor importante, por lo

que se decidi6 determinar el valor de Clsg para todas las lineas utilizadas.

Linea Casiopeina ligly Clso | Casiopeina lll-ia Clso [UM]
tumoral [uM]
HelLa 55 1.0 41.3 18.7
SkLu-1 4.9 31.4
HCT-15 2.5 3.7 40.5 54.5
Tabla 1. Valores de Cls, para las Casiopeina llgly y Casiopeina lll-ia[63, 75, 76,
80]
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3.3. Avances en Casiopeina lligly® y Casiopeina Ill-ia®

Se han realizado hasta el momento varios estudios para tratar de
elucidar el mecanismo de accion de las Casiopeinas, encontrandose algunas
evidencias interesantes.

Ambas Casiopeinas han sido evaluadas en varias lineas celulares
tumorales, mostrando una buena actividad citotoxica y antitumoral dosis-
dependiente[71, 72, 81]; por otra parte, al adicionar Casiopeina lll-ia en células
tumorales de la linea HCT-15, se encontré evidencia de induccién de apoptosis
con aumento de expresion del gen Bax, y la observacién de fragmentos de
ADN nuclear lo que indica un mecanismo dependiente de caspasas, en
especial de la caspasa 3, ademas se observo que la duracion de las fases del
ciclo celular no son afectadas[81], también se encontré evidencia de que ésta
misma Casiopeina y la Casiopeina ligly inhiben la enzima [I-cetoglutarato
deshidrogenesa, y promueven la liberacion del citocromo C de la membrana
mitocondrial[82], lo cual compromete los procesos dependientes de Energia
como la proliferacién celular. En cuanto a los estudios con modelos in vivo, la
Casiopeina lll-ia ha sido evaluada en el modelo de ratén desnudo (nu/nu), y
también modelos de xenotransplantaciébn, mostrando actividad citétéxica,
citostatica y propiedades antitumorales por inhibicion de la proliferacion
celular[81].

En cuanto a la Casiopeina llgly, ademas de interferir con la cadena de
transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa en la mitocondria[82],
promueve la fragmentacion del ADN[83], la apoptosis y necrosis dosis
dependiente[84]; también se ha sugerido que la citotoxicidad causada por las
Casiopeinas pueda deberse a la produccién de especies reactivas de oxigeno
debido a la presencia de un atomo de cobre (ll) dentro de la estructura de las
Casiopeinas, causando dafo al material genético, 0 en otro compartimento
celular como la mitocondria[85] pero sin producir lipoperoxidacion de la
membrana celular[68], ni dafio oxidativo en el citosol[85]; se ha postulado que
una de las especies reactivas de oxigeno producida sea el radical hidroxilo, ya
que al adicionar DMSO (secuestrador de radical hidroxilo) en bajas

concentraciones, el efecto citotoxico de las Casiopeinas disminuye[85].
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Al comparar los efectos toxicos de las Casiopeinas con otros
quimioterapéuticos como la adriamicina o cisplaino, se observan menos efectos
cardiotoxicos[86] , hematotoxicos[87], toxicidad cardiovascular vy
respiratoria[88].

Ademas se desarrollaron y validaron métodos cromatograficos para
cuantificar ambas Casiopeinas en plasma de rata pudiendo determinar sus
tiempos de vida media y realizar estudios de farmacocinética preclinica,
encontrando que las Casiopeinas se unen a proteinas plasmaticas[89, 90].

Todos los resultados obtenidos muestran hasta el momento que las
Casiopeinas tienen actividad antitumoral, por lo que se sigue investigando
acerca de sus propiedades ya que se espera pronto pasen a las pruebas en

fases clinicas.

38



CAPITULO 4

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

39



4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
4.1. Hipotesis

No existird recuperacion de las células tumorales tratadas con
Casiopeina® ligly y Casiopeina® lll-ia en el tiempo evaluado, y existira una
diferencia significativa en la cinéticas de inhibicion y recuperacion de la
proliferacion celular con respecto al cisplatino; por otra parte el efecto citotoxico
de estos compuestos en linfocitos humanos sera inapreciable comparado con

el observado en células tumorales

4.2 Objetivos Generales

Evaluar el efecto antiproliferativo de las Casiopeinas® ligly vy
Casiopeina® lll-ia en las lineas celulares tumorales HelLa, SKLU-1, HCT-15; al

igual que en linfocitos humanos.

Determinar la cinética de inhibicién y de recuperacién que siguen las

células tratadas con las Casiopeinas® lll-iay ligly
4.3 Objetivos particulares

Comparar el efecto citotoxico en células tumorales contra células

normales producido por el mismo farmaco

Analizar la capacidad de recuperacion de las células tumorales posterior
a la exposicion a diferentes tiempos.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1. Lineas celulares

Almacenadas en la Unidad de Experimentacion Animal:
* Hela
e HCT-15
e SkLu-1
Aisladas de sangre de donadores sanos de sexo masculino:

* Linfocitos humanos

5.2 Materiales, equipos y reactivos

0.25% Tripsina-EDTA 1X

Suero Fetal Bovino

Medio de Cultivo RPMI

Agua destilada

Azul de Tripano

Campana de Flujo laminar clase Il marca TELSTAR Mini —V/PCR
Centrifuga Equipar J-600

Incubadora de CO; Lab-Line

Ultracongelador Revco (70C)

Microscopio optico Olimpus CH-2

Microscopio invertido Iroscope Mod SI-PH

Lector de placas marca Labsystems Multiskan MS
Balanza analitica marca OHAUS analytical plus modelo AP25000
Bomba de vacio marca Cole parmer Mod. L-79200-00
Quitasato Kimax

Matraz volumétrico de 10mL

Matraz volumétrico de 100mL

Tubos conicos estériles de propileno del5 mL

Tubos de microfuga de 1.5 mL

Criotubos de 1mL

Pipetas seroldgicas estériles de 10 mL
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Pipetas seroldgicas estériles de 5 mL

Pipetor automatico marca Costar

Pipetas Pasteur estériles

Pipeta automatica de 2 a 10 pL

Pipeta automatica de 10 a 100 pL

Pipeta automética de 100 a 1000 pL

Puntas para pipetas automaticas de 100 y 1000 pL.

Cajas de cultivo estériles de 25 mL

Placas de 96 pozos estériles

Tinas estériles

Filtros estériles de 0.2um

Cisplatino (Cis-diamino-dicloro-platino I1)

Casiopeina® ligly [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)]NO3

Casiopeina® ll-ia [Cu(4,4'-dimetil-2,2'-
bipiridina)acetilacetonato)]NO3,ambas sintetizadas y caracterizadas por la

Q.F.B. Maria Elena Bravo Gomez

5.3 Soluciones

. Sulforrodamina B al 0.4%(p/v) en &cido acético al 1%
. Acido acético al 1%
. Acido Tricloroacético al 10%

. Buffer Tris base 10mM (pH 10.5) (Tris(hidroximetil)aminometano)

5.4 Descongelamiento de las lineas celulares[26, 90]

Las lineas celulares que se encontraban almacenadas en criotubos a -
70T (ultracongelador Revco) fueron descongeladas e n un bafio Maria a 37<.
Posteriormente bajo condiciones estériles, en la campana de flujo laminar se
vertio el contenido de cada criotubo en un tubo estéril de propileno de forma
conica con capacidad para 15mL preparado previamente con 10 mL de medio
de cultivo DMEM vy se centrifugaron por cinco minutos a 1500 rpm. El

sobrenadante se desechd y el paquete celular se resuspendié en 1mL de
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medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%, aminoacidos

esenciales, antibidticos y antifungicos al 1%.

5.4.1 Cuantificacion de células[90]

En un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, se colocaron 80uL de azul
tripano, y se adicionaron 20uL de la suspensién celular se mezclo
perfectamente y se transfirio una alicuota de 20uL a una de las secciones de la
Camara de Neubauer, después se coloco la camara sobre la platina del
Microscopio 6ptico (Olympus) y se observaron las células con el objetivo de
10x. Se contaron las células que habia en cada uno de los cuatro cuadrantes
grandes de la camara de Neubauer y se calculé el promedio por cuadrante, la
cantidad de células por mililitro de suspension celular se calculé empleando la

siguiente relacion:

Cantidad de células =X*5*10,000=células/mL........ Ecuacion 1

Donde, X es el promedio de células en los cuatro cuadrantes, 5 es el
factor de dilucién y 10,000 es el volumen de la camara en pL.

5.4.2 Proliferacion de lineas celulares tumorales[90]

Bajo condiciones estériles se adicionaron 15 mL de medio de cultivo
RPMI suplementado en una caja de cultivo estéril de 25 mL; posteriormente se
adicion6é una alicuota de la suspension de células que contenia 500 000
células. La caja se incub6 a 37<C, y una atmdésfera de 5% de CO,. El medio de
cultivo se cambié cada 48 horas hasta que el cultivo celular alcanzé el 80% de
confluencia, momento en que el cultivo expresa sus aspectos mas
caracteristicos y es en este momento cuando el parecido morfolégico y
fisiolégico es mayor al modelo celular de origen. En éste momento se debe
detener el crecimiento y se hace necesario dividir, replaquear o propagar las
células[90] por medio de la tripsinizacion de los cultivos celulares de cada caja

de cultivo.



5.4.3 Tripsinizacion de las lineas celulares tumorales[90]

Una vez que los cultivos celulares alcanzaron el 80% de confluencia,
bajo condiciones estériles, se aspird el medio de cultivo y se adicionaron 3mL
de la solucion de tripsina EDTA. Posteriormente se incubd la caja por 5 minutos
en las condiciones antes descritas para que la tripsina destruyera la matriz
extracelular. Transcurridos los 5 minutos se agitdé suavemente la caja de cultivo
para facilitar el desprendimiento de las células y se adicionaron 9 mL de mezcla
nutritiva F-12 (HAM) con el objetivo de detener la actividad de la tripsina. La
suspension de células se transfiri6 a un tubo coénico estéril de 15 mL y se
centrifugd por 5 minutos a 15000 r.p.m. Después se aspiré el sobrenadante y

se adicion6 1 mL de medio RPMI suplementado para resuspender las células.

5.4.4 Resiembra de cultivo celular

Con el objetivo de asegurar que las células utilizadas se recuperaran del
periodo de congelacion y se encontraran en Optimas condiciones se resembro
una alicuota de la suspension celular que contenia 500 000 células en 15mL de
medio RPMI suplementado en una caja de cultivo la cual se incubé a 37C y
5% de CO, con recambios de medio de cultivo cada 48 horas. Una vez que el
cultivo alcanzé el 80% de confluencia, se tripsinizo y se cuantificd la cantidad
de células para posteriormente realizar el ensayo de inhibicion de la

proliferacion celular o de determinacion de las cinéticas.

5.5. Determinacion de la Clsp por medio del ensayo de inhibicién de la

proliferacion celular[91, 92].

5.5.1 Siembra de células en placas de 96 pozos

A partir de la suspension se prepar6 una dilucion que contiene 200 000
células /mL en medio RPMI suplementado. De la cual se sembraron 100

uL/pozo en placas de 96 pozos (Coorning Incorporated Costar®). Las placas se

incubaron por 24 horas a 37C y 5% CO, con el objetivo de permitir la
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recuperacion de las células del proceso de la tripsinizacion y se adhieran al
fondo de la placa.
5.5.2 Preparacion de las soluciones de compuestos evaluados

Se prepard una solucion stock de 300pug/mL en agua destilada de cada
uno de los compuestos a evaluar (Casiopeina® lll-ia, Casiopeina® ligly y
Cisplatino como control positivo) posteriormente ésta solucion se filtré
utilizando un filtro estéril de 0.2 um de diametro de poro (Corning Incorporated
Costar®) y bajo condiciones estériles se realizaron las diluciones pertinentes en
agua destilada filtrada previamente como se ha descrito para obtener
concentraciones de 100, 30,10 y 3 pg/mL (figura 14).

Solucién de

. Solucién de p
Alicuota de Alicuota de 100uL [10 pg/mL]
300 L [100pg/mL] H

\ / Aforo a 900 \ / Aforo a \ /

ML 1000uL

Alicuota

Aforo a de 100pL

1000pL 5
Solucién de Solucién de

[30 pg/mL] Alicuota de 100uL [Bug/mL]
\ / Aforo a \ /
1000pL

Figura 14: Esquema para hacer diluciones de los compuestos II-gly, IlI-ia

y Cisplatino.

Es importante mencionar que no deben transcurrir mas de 20 minutos
entre la preparacion de la solucion Stock de Cisplatino y su adicion en la placa
ya que isomeriza con rapidez a la forma trans disminuyendo su actividad
citotoxica[93, 94].

Después de la adicion de los compuestos, la placa se incub6 a 37C y
una atmosfera de 5% de CO, por 24 horas al término de las cuales se aspir6 el

medio
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5.5.3 Adicion de compuesto

Transcurridas las 24 horas de incubacién, se aspiré el medio de cultivo y
se adicionaron 100uL de medio RPMI suplementado a los pozos que sirvieron
como blancos y 90uL a los pozos de prueba. Posteriormente se agregaron por
triplicado 10 pL/pozo de cada una de las soluciones de prueba de los tres
compuestos a evaluar: Casiopeina® ligly, Casiopeina® Ill-ia y Cisplatino®, para

obtener concentraciones finales en pozo de 10, 3, 1y 0.3 pg/mL.

5.5.4 Fijacion de células

Después de haber aspirado el medio de cultivo se adicionaron 100uL de
Acido Tricloroacético al 10% a 5T, y se incubaron por 1 hora a la misma
temperatura. Transcurrido este tiempo se aspir0 el acido tricloroacético, se lavo
la placa con agua destilada cuidando de no desprender las células y se dejo

secar por 24 hrs.

5.5.5 Tincién con sulforrodamina B[91]

Se adicionaron 50uL de una solucion de sulforrodamina B al 0.4% (p/v)
en acido acético al 1%, dejando actuar por 30 minutos a temperatura ambiente
después de los cuales se decanto el exceso de colorante, se lavaron los pozos
4 veces con una solucién de acido acético al 1% y se dejaron secar por 24 hrs.

5.5.6 Lectura de absorbancia

Se adicionaron 100uL/pozo de una solucion de Buffer Tris base 10mM
(pH 10.5); se agitdé suavemente hasta que se disolvié todo el colorante celular
de forma homogénea, y después se leyo la densidad Optica de cada uno de los
pozos (lector de placas Labsystems Multiskan MS) a 564nm.

Se calculé el porcentaje de sobrevivencia de cada uno de los pozos con

la siguiente formula:
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%sobrevivencia = (absorbancia.pozotratado)100) (2)

absorbancia.del. pozo.notratado

Usando los datos de tres experimentos independientes para cada linea
celular se calculé la Clsy (concentracion inhibitoria media) por medio de un

analisis estadistico probit, usando el programa Statplus 2005[95]

5.6 Ensayo de cinética de inhibicion y recuperacion celular en lineas

celulares tumorales

5.6.1 Siembra de células en placas de 96 pozos

Se emplearon 9 placas de 96 pozos estériles agrupadas en 3 series de
placas cada una con 3 placas

En cada una de las placas se sembraron 100uL de la suspension de
células que contiene 200,000 células por mililitro en 12 pozos dispuestos en 4
columnas y 3 hileras. Cada una de las columnas fue etiquetada como: blanco,
Cisplatino, Casiopeina® ligly y Casiopeina® lll-ia. Después de haber sembrado
las células, se incubaron las placas por 24 horas a 37C y 5%CO ,, para que se
recuperaran las células de la tripsinizacion. Al término de las 24 horas, se

aspiré el medio de cultivo, y se adicionaron 90uL de medio de cultivo nuevo.

5.6.2 Adicion de compuestos en placas

Se adicionaron 10uL de una solucién 10 veces mas concentrada que la
Clso obtenida del compuesto correspondiente a cada uno de los pozos para
obtener una concentracion en pozo equivalente a la Clsg, ¥ se incubaron a 37C
y 5% CO; el tiempo correspondiente de acuerdo a la Tabla 2. Transcurrido el
tiempo de incubacion a las placas de la serie 1 se les aspird el medio, se
fijaron, se tifieron y se leyd su absorbancia de acuerdo al procedimiento
anteriormente descrito. Para las placas de la serie 2 y 3 se aspird el medio de
cultivo con el que se habian incubado, y se les adicioné medio de cultivo sin
compuesto para incubarlas a 37C y 5%CO, a diferentes tiempos

(postratamiento) de acuerdo a la Tabla 2.
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Serie 1 Tiempo de | Serie 2 Tiempo de | Serie 3 Tiempo de
incubacion incubacion incubacion
(h)tiempo de (h)/tiempo de (h)tiempo de
recuperacién(h) recuperacion recuperacion
postratamiento postratamiento

Placa 1 4/0 Placal 4/24 Placa 1 24/4

Placa 2 8/0 Placa 2 8/24 Placa 2 24/8

Placa 3 24/0 Placa 3 24/24 Placa 3 24/24

Tabla 2. Tiempos de incubacion en presencia del compuesto de prueba
a una dosis equivalente a la Clso / tiempos de recuperacion en medio de cultivo
fresco para las 3 series de placas usadas en las cinéticas de inhibicion y

recuperacion de la proliferacion celular.

Después del tiempo de postratamiento, se aspirdé el medio de cultivo a
las placas de la serie 2 y 3 con una pipeta Pasteur, se fijaron, se tifieron y se
leyé su absorbancia de acuerdo al procedimiento antes descrito.

Se realizaron 3 experimentos independientes, con tres réplicas para

cada una de las lineas celulares y cada uno de los compuestos.

5.7 Determinacion de Clsg en linfocitos humanos aislados

5.7.1 Aislamiento de linfocitos humanos

Los linfocitos humanos se aislaron de sangre de sujetos sanos, no
fumadores, de sexo masculino. La muestra de sangre se obtuvo por
venopuncion, posteriormente bajo condiciones estériles en un tubo conico de
15mL se vertieron 5 mL de sangre y 5mL de solucion de Hanks, se homogenizo
la mezcla y se introdujo una pipeta pasteur hasta el fondo del tubo por medio
de la cual se adicionaron cuidadosamente 5mL de Histopaque 1077 para
formar un gradiente y observar las dos fases de diferentes densidades que se
ven en la figura 15, después se centrifugd por 30 minutos a 2500 rpm[90].
Transcurridos los 30 minutos se observaron varias fases, (figura 15), la fase
mas densa es roja y contiene a los eritrocitos, la que se encuentra

inmediatamente sobre ésta corresponde al Histopaque 1077, y la fase sobre el
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Histopaque 1077 presenta un aspecto de anillo blanquecino y corresponde a

los linfocitos, finalmente la Ultima fase corresponde al plasma[96)].

2500
hlazma
pim
Sangre -r = células
""'"'% CT# mononucleadas
nunutos
erocitos
HISTOPAQUE-107T

Figura 15. Aislamiento de linfocitos humanos con Histopaque 1077,

tomado de catalogo de Sigma-Aldrich[96]

Para lavar los linfocitos aislados, en otro tubo cénico se vertieron 5mL de
medio RPMI suplementado y se le adicion6 el contenido del anillo blanquecino
correspondiente a los linfocitos evitando romper el gradiente de densidad
formado. Se centrifugd a 2500 rpm por 15 minutos, después de lo cual se
aspiré el sobrenadante, y se resuspendio el boton celular en 2 mL de medio
RPMI suplementado para el ensayo de linfocitos humanos no activados; y para
el ensayo de linfocitos humanos activados, se le adicion6 Fitohematoglutinina
al 0.5%[90, 97]. Se cuantificaron los linfocitos de ésta suspension celular tal y
como fue descrito para las células tumorales, y se adicionaron 90 uL de una
suspension celular que contenia 222,222 células/mL a cada pozo de una placa
de 96 pozos, y se dejaron incubar por 24 horas para llevar a cabo la activacion

de los linfocitos humanos.

5.7.2 Preparacion y adicion de soluciones de compuestos evaluados

Se preparo una solucién stock de [3000 pg/mL] de los tres compuestos a
evaluar, (Casiopeina Ilgly® ,Casiopeina® lll-ia y Cisplatino® como control

positivo), posteriormente se hicieron diluciones para obtener soluciones con las
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concentraciones de 1000, 800, 600, 400 y 200 ug/mL; de dichas soluciones se
adicionaron 10uL/pozo para obtener una concentracion final en pozo de 100,
80, 60, 40 y 20 pg/mL. Se incubaron las placas por 24 horas

5.7.3 Fijacion de Linfocitos humanos

El procedimiento es similar al descrito para las células tumorales, pero
en éste caso se usaron 100 pL de una solucion de Alcohol etilico al 70% y se
dejaron reposar 30 minutos a temperatura ambiente.

5.7.4 Tincién con Sulforrodamina B

La metodologia es igual a la empleada para la tincion de células

tumorales (ver seccion 5.5.5).

5.7.5 Lectura de absorbancia

La lectura de la absorbancia del colorante celular se realizé6 como se
describié en el apartado de las lineas celulares tumorales, y posteriormente se

calculo el porcentaje de sobrevivencia de cada uno de los pozos de la misma

forma que se hizo con las lineas tumorales (seccion 5.5.6).
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CAPITULO 6

RESULTADOS Y ANALISIS DE
RESULTADOS
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6 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Media

A continuacién se presentan los resultados de los ensayos de inhibicion
de la proliferacion celular por medio de la tincibn con Sulforrodamina B
obtenidos en las lineas celulares tumorales HeLa, HCT-15, SkLu-1 y linfocitos
humanos, expuestos a Casiopeina® ligly, Casiopeina® Ill-ia y Cisplatino® por 24

horas a 37C y una atmaésfera de 5 % de CO ..

6.1.1 Linea Celular HeLa

En la tabla 3 se reportan los promedios de los porcentajes de
sobrevivencia obtenidos en 3 experimentos independientes en la linea tumoral
HelLa. Todos los compuestos fueron capaces de inhibir la proliferacion celular
en mas del 50%.

Promedios de porcentaje de sobrevivencia

Concentracion o de Desviacidn o de Desviacion “ode Desviacidn
evahiada Schrevirencia astindar Sobmevirencia estindar | Schrevirencia | estindar
[uziml) Trtanwe o Trtanuento Tratanmento

con con con

Cisplatina™ Casinpeina” Casiopeina”

Izl I -ia
] 100 ] 100 03 100 s
nz 85 140 27 149 a1 B85
1 ] 148 3l 96 = 1.9
3 2 458 1 &0 7 9.9
10 25 110 X 11.1 X B&

Tabla 3. Promedios y desviaciones estandar de los valores de % de
sobrevivencia obtenidos de 3 ensayos independientes de Inhibicion de la

proliferacion celular en Hela.

A continuacion se graficaron los datos de la tabla 3 obteniéndose la
grafica 1, donde se observa que el comportamiento y la potencia de la

Casiopeina ligly y el Cisplatino son bastante similares y que la pendiente de la
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curva de la Casiopeina lll-ia es la mas suave y es el compuesto menos

potente.

Ensayo de Inhibicién de la Proliferacion Célular
en HelLa

120

—e— Cisplatino

100

—a— Casiopeina ligly

@
g 80 —a— Casiopeina llHia
2
3 60 -
S
S 40
X

20 -

0 | |

0 5 10

Concentracion ( pg/mL)

15

Grafica 1. Ensayo de Inhibicion de la proliferacion celular en la linea
tumoral HelLa, % de sobrevivencia vs concentracion de compuesto

evaluado[pg/mL]

6.1.1.1 Concentracion Inhibitoria Media (Clsp) en la Linea Celular HeLa

Se obtuvieron los valores que se muestran en la tabla 4 como valores de
Clso. Donde se puede observar que los tres compuestos tienen valores de Clsg
similares, debido a las desviaciones estandar obtenidas no hay diferencia

estadistica significativa




Valores de Clsg

C otu ertracicn [rbihitoria Cisplatin Casiopefna” Mgy | Casinpeina”
Media (CLw) M-ia
[igml] 127 ik 330
(ntervalo de corfianzd) e | (0.26-6.13 0.10-589) | (1.65.2765)
[pT] 436 182 12.1
(Desviaricn estandar) (2.62) (3.7 (25.8)

Tabla 4.Valores de Concentracion Inhibitoria Media (Clso) para los tres

compuestos evaluados en la linea celular HelLa.

6.1.2 Linea celular SkLu-1

En la tabla 5 se presentan los promedios de los porcentajes de

sobrevivencia obtenidos de 3 experimentos independientes en la linea celular

tumoral SkLu-1.

Promedios de porcentaje de sobrevivencia

Concentracidn o de Dresviacidn ide Dies viaciin e de Dies viacidn
evahiada Sobmevivencia estandar Schrevirencia estindar Sobmevivencia estandar
gimLl] Tratamento Tratanmento Trmtamento

con con con

Cis plating ™ Casiopeina” Casiopeina™

Ozly II-ia
u] 1 0.13 100 011 100 0.1&
0z o3 302 a9 1.15 o0 4.0
1 25 1253 34 704 2 8.53
42 3.85 26 224 " 237
11 2 1089 23 667 P 365

Tabla 5. Promedios de los porcentajes de sobrevivencia obtenidos al

evaluar los tres compuestos en la linea celular tumoral SkLu-1

A continuacién se elabor6 la gréfica 2, con los porcentajes de
sobrevivencia obtenidos en el ensayo de inhibicion de la proliferacion celular
contra las concentraciones en [ug/mL] de cada uno de los compuestos
evaluados en la linea celular SkLu-1, se observa que la Casiopeina ligly es el
compuesto mas potente, seguido del Cisplatino y finalmente por la Casiopeina
lll-ia, que es el compuesto que tiene la curva con la menor pendiente, también
se observa que los tres compuestos evaluados inhiben la proliferacion celular

de forma dependiente de la concentracion evaluada.
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Grafica 2 Ensayo de Inhibicion de la proliferacion celular en la linea

tumoral SkLu-1, % de sobrevivencia vs concentracién de compuesto evaluado

[g/ml]

6.1.2.1 Concentracion Inhibitoria Media (Clsp) en la Linea Celular SkLu-1

Se determiné la Concentracion Inhibitoria Media (Clsp) obteniendose los

valores que se muestran en la tabla 6. Se puede observar que de acuerdo a los

valores de Clsp obtenidos y sus correspondientes valores de desviacion

estandar, el compuesto mas activo es la Casiopeina ligly, mientras que el

Cisplatino y la Casiopeina lll-ia mostraron una actividad similar.
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Valores de Clsg

C orwcertracidn Intibit oria Cisplating Casiopeina 11 gy Casiopeing
Meda (Cla) IMl-ia
[pgiml] 35 1.55 f.11
(Irtervalo de (1.32-524 (0.20-3.78) (4.19-3.24)
ot fianza) e o
(8] 11.7 35 137
(Desdacidn estdndar) (578 (3.53) (4.0

Tabla 6.Valores de Concentracion Inhibitoria Media Clso obtenidos para

los tres compuestos evaluados en la Linea celular SkLu-1.

6.1.3 Linea celular HCT-15

A continuacion, se presenta en la tabla 7 los promedios de los
porcentajes de sobrevivencia obtenidos de 3 experimentos independientes en
la linea celular tumoral HCT-15.

Promedios de porcentaje de sobrevivencia

Concentracidn e de | Desviacidn | % de | Desviacidn e de | Desviacidn
evahiada Sobmevirencia estindar Sobwevivencia | estindar Sobrevirencia | estandar
[refml] Tratamento con Tratanme o Tratanmento
Cis 1:u1a1:ir|.|:u']:| con con
Cas i:\pefnam Cas i:\peinam
Ok I -ia
] 100 028 100 015 100 0.5
0z a4 2.0 o 447 o 558
1 Q5 550 55 242 2 7.9
71 588 17 379 & 749
10 37 £.44 13 355 31 471

Tabla 7. Promedios de los porcentajes de sobrevivencia obtenidos al

evaluar los tres compuestos en la linea tumoral HCT-15

Posteriormente se graficaron los porcentajes de sobrevivencia obtenidos
en el ensayo de inhibicion de la proliferacion celular contra las concentraciones
en [ug/mL] de cada uno de los compuestos evaluados en la linea celular SkLu-
1, obteniéndose asi la grafica 3, en ésta grafica es posible observar que en
ésta linea celular la Casiopeina ligly es el compuesto de mayor potencia y que
la Casiopeina lll-ia y el Cisplatino tienen un comportamiento similar, ademas de

una potencia semejante, pero menor con respecto a la Casiopeina ligly.
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Gréfica 3 Ensayo de Inhibicion de la proliferacion celular en la linea

celular tumoral HCT-15, % de sobrevivencia vs concentracion de compuesto

evaluado [pug/ml]

6.1.3.1 Concentracién Inhibitoria Media (Clsp)en la Linea Celular HCT-15

Se determind el valor de Clsp y se obtuvieron los datos mostrados en la

tabla 8, correspondientes a los tres compuestos evaluados en unidades [[IM] y

[ug/mL], y en éste caso se puede observar que la Casiopeina ligly es mas

activa que la Casiopeina lll-ia, y finalmente se encuentra el Cisplatino.

Valores de Clsg

Concentracion Inhibitoria | Cisplatino® Casiopeina® ligly | Casiopeina® IlI-
Media (Cls) ia
[ug/mL] 9.12 1.12 3.29
(Intervalo de confianza) —g.os (5.23-12.93) (1.02-1.23) (2.73-3.95)
[uM] 304 2.52 7.39
(Desviacion estandar) (11.3) (2.07) (1.19)

Tabla 8.Valores de Concentracion Inhibitoria Media Clso obtenidos para

los tres compuestos evaluados en la Linea HCT-15.
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6.1.4. Ensayo en Linfocitos humanos no activados

En la tabla 9 se presentan los promedios de sobrevivencia obtenidos de

tres experimentos independientes del ensayo de Inhibicion de la Proliferacion

celular en linfocitos humanos no activados, y es posible observar que los

compuestos no fueron capaces de inhibir la proliferacion celular en mas del
10%.
Concentracion % de Desviacion % de Desviacion % de Desviacion
[ug/mL] Sobrevivencia | estandar | Sobrevivencia | estandar | Sobrevivencia | Estandar
Tratamiento Tratamiento Tratamiento
con con con
Cisplatino® Casiopeina® Casiopeina®
ligly ll-ia
20 91 10.08 94 11.06 94 6.38
40 93 8.32 97 11.98 91 3.62
60 94 9.53 90 11.61 91 1.82
80 94 5.22 89 8.70 92 5.07
100 94 8.88 89 10.19 91 6.24

Tabla 9. Promedios de los porcentajes de sobrevivencia obtenidos al

evaluar los tres compuestos en linfocitos humanos no activados.

Se graficaron los promedios de sobrevivencia contra las concentracion

de compuesto, obteniendo la grafica 4, y se puede observar que ninguno de los

tres compuestos es capaz de inhibir la proliferacion celular de Linfocitos

Humanos no activados en mas del 10% dentro del rango de concentraciones

evaluadas, lo que indica que ninguno de los compuestos es capaz de inhibir la

proliferacion celular de células que se encuentran en Go.
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Ensayo de Inhibicion de la Proliferacion Celular en
Linfocitos Humanos no activados.
100 + + T 1
80 - 2 $ ; i
o
8 —@— Cisplatino
_g 60 - —a— Casiopeina ligly
§ —A— Casiopeina lll-ia
Q |
2 40
n
X
< 20 A
0 | ‘
10 .00 9
Concentracion compuesto [pg/mL

Grafica 4 Ensayo de Inhibicion de la proliferacion celular en Linfocitos
Humanos no activados, % de sobrevivencia vs concentracion de compuesto

evaluado [pg/ml]

6.1.5. Ensayo en Linfocitos Humanos activados con Fitohematoglutinina

Se realizaron tres experimentos independientes del Ensayo de Inhibicidén
de la Proliferacion celular en Linfocitos humanos activados con
Fitohematoglutinina, y los promedios de sobrevivencia de estos experimentos
se presentan en la tabla 10. Es posible observar en estos datos que ninguno de
los tres compuestos inhibio la proliferacion celular mas del 64%. en el rango de
concentraciones evaluado, sin embargo el incremento de la concentracion no
fue posible debido a la solubilidad de los compuestos. Debido a esto no fue
posible realizar los ensayos para determinar la cinética con linfocitos humanos,
ya que era necesario contar con un valor de Clsg como en los ensayos de las

lineas celulares tumorales.
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Concentracion W% de Desvacion % de Dezvacion % de Crezz s Acion
[podmL] zobresivencia | estandar | Sobresivenda | Esténdar | Sobreswvencia | estandar
Tratamiento Tratamierto Tratam iento
o o Can

Cizplatin o Casiu:-pefnam Casio peinam
Iigly (ISE:}

100 G4 242 75 3.51 52 581
50 h 3. g2 272 g3 8.1
G0 =) 596 [ate] 3.53 54 553
40 o 597 = ;.09 a7 4.82
20 =) 210 94 5.35 a7 6.03

Tabla 10. Promedios de los porcentajes de sobrevivencia

obtenidos al evaluar los tres compuestos en linfocitos humanos

activados con Fitohematoglutinina.

A continuacion se graficaron los promedios de porcentajes de

sobrevivencia contra la concentracién de compuesto, obteniéndose la gréfica 5.

Ensayo de inhibicion de la Proliferacion Celular en
120 Linfocitos humanos activados con fitohematoglutinin a
—@— Cisplatino
100 - —I—Cas!opel,na Ilg!y
» —&— Casiopeina lll-ia
S 80
)
=
i) 60 -
=
n 40 -
x
20 -
0 | |
.00 9(?_
Concentracion compuesto [ug/mL]

Grafica 5. Ensayo de Inhibicion de la proliferacion celular en Linfocitos

Humanos activados con fitohematoglutinina, % de sobrevivencia vs

concentracion de compuesto evaluado [ug/ml]
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En la grafica 5 es posible observar que la proliferacion de los linfocitos
humanos activados se tampoco se ve inhibida por los tres compuestos.

Vale la pena destacar que la concentracibn maxima evaluada en
linfocitos humanos activados y no activados fue 10 veces mayor que la
concentracion maxima evaluada en las lineas tumorales y en todos los casos
los compuestos evaluados fueron capaces de inhibir al menos el 56% de la
proliferacion celular. Este hecho nos indica que las Casiopeinas causan una
mayor inhibicion de la proliferacién celular en las células tumorales que en

linfocitos humanos.

6.2 Ensayos de Cinéticas en lineas celulares tumorales

A continuacion se presentan las graficas que muestran los resultados
obtenidos de las cinéticas de inhibicion y recuperacion de la proliferacion
celular, realizadas en las lineas celulares HelLa, SkLu-1y HCT-15.

6.2.1 Serie 1. Cinética de inhibicion de la proliferacion celular

En las gréficas 6, 7 y 8, es posible observar que la inhibicion de la
proliferacion celular es dependiente del tiempo de incubacion y se observa que
cuando el tiempo de incubacién es mayor también lo es el porcentaje de
inhibicibn de la proliferacion celular. A las 24 horas de incubacion la
proliferacion celular es inhibida 50% aproximadamente tal y como se esperaba
debido a que se empleo la Clso. Con éstos datos se realizaron las regresiones
lineales de cada uno de los tratamientos para tratar de elucidar el orden de la
cinética de inhibicibn que siguen los tres compuestos evaluados,
encontrandose que con los datos obtenidos (apéndice 1), no fue posible
determinar el orden de la cinética de inhibicion para ninguno de los tres
compuestos ya que los valores de coeficiente de correlacion lineal (r) son muy

similares en los tres modelos (Orden 0,1y 2).
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% de sobrevivencia

% de sobrevivencia

Hela serie 1, cinética de inhibicion de la prolifer  acidn celular

120
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Tiempos de incubacién con compuesto (hrs)

Grafica 6. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 1, diferentes

tiempos de incubacion con tratamiento en la linea celular tumoral HelLa.

SkLu-1 Serie 1, cinética de inhibicion de la prolif  eracion celular
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Grafica 7. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 1; diferentes

tiempo de incubacion con tratamiento en la linea celular tumoral SkLu-1
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HCT-15 serie 1, cinética de inhibicion de la prolif  eracién celular
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Grafica 8. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 1; diferentes
tiempos de incubacion con tratamiento en la linea celular tumoral HCT-15.

6.2.2 Serie 2. Evaluacion de la recuperacion de la proliferacion celular

En las graficas 9, 10 y 11 se muestran los porcentajes de sobrevivencia
obtenidos en las series 2, el objetivo de dichas series fue observar si las células
que fueron incubadas con los farmacos a diferentes tiempos eran capaces 0 no
de recuperarse del dafio causado al adicionarles medio de cultivo fresco por 24
horas continuas.

Es posible observar que el comportamiento de cada uno de los
compuestos en las tres lineas es similar. En el caso del Cisplatino, se observa
que la inhibicién de la proliferacién celular no cambia con respecto al tiempo, el
dafo producido por éste farmaco a las 4 horas es el mismo que el que se logra
con 24 horas de exposicion y la poblacion celular no es capaz de recuperarse
de éste dafio y tampoco continua la disminucion de la poblacién. Al igual en la
serie 1 se realizaron las regresiones lineales correspondientes para modelar la
cinética de recuperacion del cisplatino pero no fue posible asignar el orden de
la cinética debido a que en los tiempos evaluados la inhibicion de la

proliferacion permanece constante. En comparacion, en el caso de las
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Casiopeinas, la inhibicion de la proliferacion celular si varia con respecto al
tiempo, la poblacion celular disminuye cuando el tiempo de incubacién con
compuesto aumenta aunque el tiempo de postratamiento haya sido el mismo;
también se observa que comienza a disminuir la proliferacion celular después
de las 8 horas de incubacién con compuesto. Al comparar las columnas
correspondientes a las 24 horas en la serie 1y la serie 2, se observa que en el
caso de los cultivos de las series 2, el % de sobrevivencia es menor, aunque
ambas series son expuestas a los mismos compuestos en las mismas
concentraciones y las mismas 24 horas incubacion, la Unica diferencia entre
ambas series fueron las 24 horas de postratamiento que se les da a la serie 2,
lo que indica que en esas 24 horas de postratamiento, los cultivos celulares
continuaron disminuyendo, y no se recuperaron del dafio causado por los
compuestos en las 24 horas de incubacion.

Con los datos obtenidos para cada uno de los compuestos evaluados se
hicieron las regresiones lineales para tratar de asignar un orden a la cinética
realizada para evaluar la recuperacion de la inhibicidon de la proliferacion celular
(apéndice 2), debido a la similitud en los valores de coeficiente de correlacion
lineal (r), no fue posible una vez méas determinar el orden de la cinética.

Las dos Casiopeinas muestran un comportamiento similar entre ellas en
las tres lineas celulares, pero diferente con respecto al cisplatino, por lo que
hace claro que tienen un mecanismo de accion diferente. Es sabido que el
cisplatino forma aductos con el ADN y por otro lado, se ha propuesto que el
mecanismo de accion de las Casiopeinas sea mediante la formacion de
Especies Reactivas de Oxigeno[68, 85], induccion de apoptosis debido al
aumento de la proteina pro apoptética Bax[81] o mediante la activacion de
caspasas[84], dafio a la mitocondria, dafio a la mitocondria desacoplando
respiracion mitocondrial, inhibiendo la sintesis de ATP y provocando la
liberacion del Citocromo C[82], o dafio al ADN y ARN mediante su unién y
degradacion[83]. El encontrar diferencias en las cinéticas de inhibicion de la
proliferacion celular, nos da motivos para pensar y apoyar que las Casiopeinas

tengan un mecanismo de accién diferente al del Cisplatino.
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Grafica 9. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 2, diferentes

Hela serie 2, evaluacion de la recuperacion de la p  roliferacion celular
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SkLu-1 serie 2, evaluacion de la recuperacion de la  proliferacion celular
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Grafica 10. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 2, diferentes

tiempos de incubacion con tratamiento y 24 horas continuas de postratamiento

en la linea celular tumoral SkLu-1.
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HCT-15 serie 2, evaluacion de la recuperacion de la  proliferacion celular
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Gréfica 11. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 2, diferentes
tiempos de incubacion con tratamiento y 24 horas continuas de postratamiento
en la linea celular tumoral HCT-15

6.2.3 Serie 3. Cinética de recuperacion de la proliferacion celular

En las graficas 12, 13 y 14 se muestran los porcentajes de sobrevivencia
que se obtuvieron al evaluar la cinética de recuperacion después de haber
tratado los cultivos de células tumorales con los tres compuestos mediante la
serie de placas 3. En todas las graficas se observa que después de la
incubacion de los cultivos celulares con los diferentes farmacos por 24 horas
continuas no hay recuperacion de la poblacion celular ya que, no hay un
cambio en el porcentaje de sobrevivencia de las poblaciones; es decir que las
poblaciones celulares no son capaces de reparar el dafio y de proliferar
nuevamente en el tiempo observado; sin embargo, tampoco se observa una
disminucién significativa en la poblacion celular, lo que nos indica que las
células sobrevivientes tampoco continlan muriendo; mas bien parece que
quedan en arresto, tendria que continuarse la cinética por un mayor tiempo
para determinar que es lo que pasa con ésas células que sobreviven al

tratamiento después de un mayor tiempo de recuperacion.
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Se hicieron las regresiones lineales (apéndice 3), para tratar de
determinar el orden de la cinética de recuperacion, pero debido a que el
porcentaje de sobrevivencia de las poblaciones celulares no varia en funcién
del tiempo de postratamiento evaluado, no fue posible determinar el orden de la
cinética de recuperacion

Hela serie 3, cinética de recuperacion de la prolif  eracién celular
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Gréfica 12. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 3 después de 24 horas
continuas de incubacion con tratamiento y diferentes tiempos de postratamiento en la linea

celular tumoral HelLa
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SkLu-1 serie 3, cinética de recuperacion de la prol  iferacién celular
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Gréfica 13. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 3 después de 24 horas
continuas de incubacion con tratamiento y diferentes tiempos de postratamiento en la linea

celular tumoral SkLu-1
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Gréfica 14. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 3 después de 24 horas
continuas de incubacion con tratamiento y diferentes tiempos de postratamiento en la linea

celular tumoral HCT-15
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7 DISCUSION Y CONCLUSIONES

7.1 Ensayo de inhibicion de la proliferacion celular en lineas tumorales

Mediante el Ensayo de Inhibicion de la Proliferacion celular se pudo
evaluar el efecto antiproliferativo de la Casiopeinas® ligly, Casiopeina® Ill-ia y
el Cisplatino® en lineas tumorales humanas, encontrandose el siguiente
comportamiento: en el caso de la linea tumoral HelLa, la potencia de la
Casiopeina ligly y el Cisplatino son bastante similares, y la Casiopeina lll-ia es
el compuesto menos potente; en la linea tumoral SkLu-1 la Casiopeina ligly fue
el compuesto mas potente, seguido del Cisplatino y finalmente por la
Casiopeina lll-ia; en la linea tumoral HCT-15 la Casiopeina ligly es el
compuesto de mayor potencia, seguido por la Casiopeina lll-ia y el Cisplatino
que tuvieron un comportamiento y potencia similar.

En trabajos anteriores, se ha determinado un parametro importante
dentro de la clinica de los antineoplasico; el margen terapéutico en pequefas
especies[88], encontrandose que el valor de margen terapéutico para las
Casiopeinas es muy amplio, comparado con el del Cisplatino; éste es un dato
importante que se debe considerar, ya que el margen terapéutico nos indica
que tan selectivo es un compuesto para producir el efecto deseado[98], y que

tan estrecha es la diferencia entre obtener el efecto deseado y un efecto toxico.

7.2 Ensayo de inhibicion de la proliferacion celular en linfocitos humanos

activados y no activados con un mitégeno

En el ensayo realizado con Linfocitos humanos no activados con el
mitdgeno, los compuestos no inhibieron la proliferacion mas de 10%, y cuando
los linfocitos fueron activados con el mitégeno, la inhibicion de la proliferacion
celular fue un poco mayor, pero en ambos casos las concentraciones de los
compuestos evaluados fueron 10 veces mayores a las Clsg determinadas en las
lineas tumorales; éste es un dato relevante porque nos indica que éstos
compuestos fueron mas toxicos para ceélulas tumorales que para los linfocitos
humanos que fueron las células humanas sanas con las que se comparo la

toxicidad; resultando relevante ya que entre los efectos secundarios de la
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quimioterapia se encuentra la inmunosupresion, que muchas veces provoca
gue el paciente sea mas susceptible a infecciones durante la quimioterapia.

No fue posible evaluar concentraciones aun mayores a las que se
emplearon debido la solubilidad de los compuestos, ademas de tratarse de
concentraciones muchisimo mayores a los valores de Clsy determinadas para
células tumorales.

La mayor parte de la poblacion de linfocitos en un paciente sano se
encuentra en la fase Ggzz), y se sabe que el Cisplatino es un compuesto no-
fase especifico[99], por lo que es capaz de actuar en cualquier fase del ciclo
celular, y hasta el momento se desconoce si las Casiopeinas son
antineoplasicos fase especificos 0 no; sin embargo los tres compuestos
mostraron un comportamiento similar en la Inhibicion de la Proliferacion de

linfocitos humanos.

7.3 Ensayo de Cinética de Inhibicidn de la Proliferacion celular

Mediante éste ensayo se evalué la cinética de inhibicion de la
proliferacion celular, y se concluyd que los tres compuestos inhiben la
proliferacion celular de forma dependiente del tiempo de incubacién con
compuesto administrado en su Clso. Se concluyo que no hay diferencia entre en

el comportamiento de los tres compuestos evaluados

7.4 Evaluacioén de la recuperacion de la poblacién de células tumorales

Con los resultados del ensayo para evaluar la recuperacion de las
poblaciones de células tumorales, es posible concluir que las poblaciones
tumorales no fueron capaces de recuperarse del dafio causado con los
compuestos evaluados durante los tiempos estudiados.

Con éste ensayo se observo que el dafio causado por el Cisplatino se
puede observar a partir de las 4 horas de incubacion, un grupo de
investigadores ha reportado platinacion del ADN a partir de una hora de
incubacion con Cisplatino[100], por lo que seria recomendable que en un futuro
se evallen tiempos mas cortos de incubacion con compuesto. En el caso de

las Casiopeinas se concluye que el dafio causado con estos compuestos se
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puede observar a partir de las 8 horas de incubacion y continda después de
haber sido retirado el compuesto del medio de cultivo. El comportamiento es

similar en todas las lineas celulares y para los tres compuestos evaluados.

7.5 Ensayo de Cinética de recuperacion de la proliferacién celular

Con el ensayo de cinética de recuperacion de la proliferacion celular se
determind que la proliferacion celular de las poblaciones de células tumorales
gue son tratadas por 24 horas continuas con los tres compuestos evaluados en
su Clsg, no se modificd en funcion del tiempo de postratamiento que se evalué.
Seria recomendable evaluar tiempos mayores, para determinar después de

cuanto tiempo es posible observar el aumento de la poblacién celular.
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APENDICE 1

SERIES 1. CINETICA DE INHIBICION DE LA PROLIFERACIO N CELULAR

HELA SERIE 1. GRAFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA
CINETICA DE INHIBICION DE LA PROLIFERACION CELULAR.
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SkLu-1 SERIE 1. GRAFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA
CINETICA DE INHIBICION DE LA PROLIFERACION CELULAR.
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T [
o 5 42
§ 50 y =-2.4554x + 108.48 3 y =-0.0349x + 4.7457
o 7 X ]
8 R?=0.9981 c 4 R?=0.9998
30 T T T T T 3.8 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30| 0 5 10 15 20 25 30|
tiempo (h) tiempo (h)
cinética orden 2
0.022
y =0.0005x + 0.0077 /E

< 0.019 >
S R“=0.9961
S 0.016
3
5 0013 / ¢ lHa L
0 . .
N — Lineal (ll-ia)
S 0.01

0.007 T T T T T

0 5 10 15 20 25 30|
tiempo (h)

HCT-15 SERIE 1. GRAFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA
CINETICA DE INHIBICION DE LA PROLIFERACION CELULAR.

CISPLATINO
Cisplatino Orden 0 a7 Cisplatino orden 1
120 :
y=-0.0347x + 4.7518
£ 100 & 45 2
S 100 g R“=0.9998
2 y=-2.4728x +109.3 Z
& 80 3 43
§ R®=0.9937 g _ :
° + cisplatino 2 || + cisplatino
© 60 +— X 41 . . .
s — Lineal (cisplatino) ~— = — Lineal (cisplatino) \
40 T T T T T 3.9 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30|
tiempo (h) tiempo (h)
Cisplatino orden 2

0.022
© + cisplatino /
§ 0.017 +— — Lineal (cisplatino)
Qo
3 0.012
kS y =0.0005x + 0.0077
- R? = 0.0983

0.007 T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
tiempo (h)
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CASIOPEINA ligly

Casiopeina ligly orden 0 Casiopeina ligly Orden 1
120 4.8
s 26 1 y=-0.0372x + 4.7752
& 100 | g \.\ R?=0.9995
§ y=-2.6116x+ 110.91 % 4.4
g 80 R?=0.9986 L.
Qo [} .
2 60 s ligly @ + ligly
o - = 1] -
8 — Lineal (ligly) \ c 4 — Lineal (ligly) \
40 T T T T T 3.8 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30, 0 5 10 15 20 25 30,
tiempo (h) tiempo (h)
Casiopeina ligly Orden 2
0.022
* ligly
g — Lineal (ligly) /
S 0.017
2
2 y =0.0006x + 0.0073
g 0012 _ R?=0.9949
=
0.007 T T T T T
5 10 15 20 25 30,
tiempo (h)
CASIOPEINA lll-ia
Casiopeina lll-ia orden 0 Casiopeina lll-ia orden 1
120 4.8
y =-0.0305x + 4.7555
c 4.6 = 2
& 100 _ || e R“=0.9996
§ y= —2.22928X +110.86 qé 4.4 1
3 80 R==06-999% o
pus Qo
= o IFia g 42 o lka \I
o 60— | i T 8 — Lineal (Il
X Lineal (lll-ia) \i > 4 Lineal (lll-ia) 1
40 : : : . . 3.8 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30|
tiempo (h) tiempo (h)
Casiopeina lll-ia orden 2
0.024
©
k] =0.0004x + 0.0079
2 0018 {7 3 ]
2 R“=0.9962
[}
2 * llHa
2 0.012
g — — Lineal (ll-ia)
—
0.006 T T T T T
5 10 15 20 25 30,
tiempo (h)
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APE

NDICE 2

SERIES 2. EVALUACION DE LA RECUPERACION DE LA PROLI FERACION
CELULAR

HELA SERIE 2. GRAFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA
EVALUACION DE LA RECUPERACION DE LA PROLIFERACION CELULAR.

CISPLATINO
cisplatino orden 0 cisplatino orden 1
60 o 4 i y =-0.0039x + 3.9652
g o ; y =-0.1985x + 52.767 e R?=0.7196
c
g 1 R®=0.7065 S 395
S [——F—0 4 -
£%0 I g 39 I
3 P @ P—— T
o 45 + cisplatino ; 385 ¢ cisplatino
N — Lineal (cisplatino) = — Lineal (cisplatino)
40 T T T T T 3.8 T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30|
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
cisplatino orden 2
0.023
K]
(5}
2 0.021 - M
2 -
>
2 0.019
5 0o 1 y = 8E-05x + 0.019
.017 +— i i
1\2 ) E{i’:}:tl(z(')s latino) R*=0.7329
S —Li i i
= 0.015 ; L ; ; ;
0 5 10 15 20 25 30|
tiempo (hrs)
CASIOPEINA ligly
Casiopeina ligly orden 0 Casiopeina ligly orden 1
100 45 =
y = -1.6888x + 84.696 438 : y=-0.027x+4.4551
© 90 3 - g & R?=0.8239
% 80 | R“=0.7598 é 4.26 1
2 s 4
8 70 . Il E 414 ¥ o ligly
] 1 9y g 4.02 * — Lineal (ligly)
§ 60 T — Lineal (ligly) [ 2 39 \£
g 501 2 378 1
40 ‘ ‘ ‘ : ‘ " 366 ‘ ‘ : :
0 5 10 15 20 25 30| 0 5 10 15 20 25 30|
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
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Casiopeina ligly orden 2
0.025
» y =0.0004x + 0.0113
2 R?=0.8824
£ 0.02
3 * ligl
S f »
% 0.015 — Lineal (ligly) | |
°
8
5 £
0.01 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs)

CASIOPEINA lll-ia

Casiopeina lll-ia orden 0 Casiopeina lll-ia orden 1

100 4.6
5 g 3 y=-1.8898x+91354 ||| g . ) y=-0.0292x + 4.5457
° i [5) . 2 _
5 I R?=0.8811 § T RT=09324
S 60 342 L
: - o * lHa \
s 4 s lHia S a8 — Lineal (ll-ia)
> — Lineal (ll-ia) <

20 T T T T T 3.6 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30| 0 5 10 15 20 25 30|
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
Casiopeina lll-ia orden 2

0.025
8 y=0.0005x + 0.01
2 002 1 >
< R“=0.9689
>
2 0.015 ¥ * llHa —
=}
5 / — Lineal (ilFia)
< 0.01 A
L
<

0.005 T T T T T

0 5 10 15 20 25 30|
tiempo (hrs)

SkLu-1 SERIE 2. GRAFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA
EVALUACION DE LA RECUPERACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

CISPLATINO
cisplatino orden 0 cisplatino orden 1
45 — 3.7
« cisplatino y =-0.0943x + 36.964 © 365 y =-0.0027x + 3.6097 _

'g — Lineal (cisplatino) R?=0.9697 § R?=0.982
g 40 A 2 3.6 \
L\;\ ( 5 355 -
] 3 o
2 35 T * 2 35 * cisplatino
; i 3.45 —— Lineal (cisplatino)

30 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ T 34 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 5 10 15 20 25 30| 5 10 15 20 25 30|
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
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0.036

cisplatino orden 2

© & cisplatino
% 0.032 7 — Lineal (cisplatino)
s
% 0.028 -
3 0.024 y = 8E-05x + 0.0271
g R?=0.9905
0.02 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30|
tiempo (hrs)
CASIOPEINA ligly
Casiopeina ligly orden 0 Casiopeina ligly orden 1
120 5
@ 100 x o ligly m § s = o ligly |
§ 8 — Lineal (lg)|- | | £ — Lineal (lIigly)
g 60 I % 4 I
o 2]
s ‘0 1y=-32097x+97.98 ~ ¢ 35 |Y=-0.0621x + 4.6694
s 20 R?=0.7311 P R®=0.8771
0 T T T T T 3 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30| 0 5 10 15 20 25 30|
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
Casiopeina ligly orden 2
0.05
© * ligly T
© 0.04 T— ;
—Lineal (lig!
5 (ligly) /I
3 0.03
8 0.02 o
3 0.
8 o1 / y =0.0014x + 0.0062
o 0. B -
< R*=0.9731
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30|
tiempo (hrs)
CASIOPEINA lll-ia
Casiopeina lll-ia orden 0 5 Casiopeina lll-ia orden 1
120
100 y=-2.2867x+79.943 | | & ,¢ y =-0.0408x + 4.3055
w0 ! R®=0.4618 5 ! R*=0.4839
g < a2
3 60 o lHa 5 o+ lHa
% " : — Lineal (ika)| | | & 38 { — Lineal (ll-a) ||
© E3 o 3 4 i
s 20 >
0 T T T T T 3 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30| 0 5 10 15 20 25 30|

tiempo (hrs)

tiempo (hrs)
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Casiopeina lll-ia orden 2

0.045
§ 0.037 I %
< 0.029 i . x
£ * llHa
% 0021 — Lineal (Ilia) [
2 0013 | y = 0.0008x + 0.0149
= * R?=0.5121

0.005 ; ; ’ ; ;

0 5 10 15 20 25 30,
tiempo (hrs)

HCT-15 SERIE 2. GRAFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA

EVALUACION DE LA RECUPERACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

CISPLATINO
cisplatino orden 0 cisplatino orden 1

60 4.1
] y =-0.3237x + 53.581 S 4
‘c 55 T > 2
g ] R®=09832 LEXE
2 :
£ 50 i \I 2 38 1
@ - - o 3.7 1| * cisplatino —
%:, ST CI.SplaIIn(.) . L S 3.6 1| — Lineal (cisplatino) y= 0'00_66X+ 3.9825
© — Lineal (cisplatino) = R*=0.9859

40 T T T T T 35 T T T T T

0 5 10 15 20 25 30| 0 5 10 15 20 25 30|
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
cisplatino orden 2

0.025
$ 002 A 5__{/—{
=4
2
S 0.015
o
e}
2 0.01 - -
g y=0.0001x +0.0186 | * cisplatino
& 00057 R%2=0.9883 — Lineal (cisplatino)
- 0 ‘ ‘ ‘ ‘ : 1

0 5 10 15 20 25 30|
tiempo (hrs)
CASIOPEINA ligly
Casiopeina ligly orden 0 Casiopeina ligly orden 1
120
4.8

100 =
§ 3 y=-2.1858x+89.872 || §45{ % y=-0.0368x + 4.5362
H R?=0.8003 § a2 I R"=0.8833
£ €09 t € 39
2 b s
é 40 + ligly ’ § 3.6 + ligly
g 20 — Lineal (ligly) g 33 — Lineal (ligly)

0 T T T T T £
3 . . . . .
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
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Casiopeina ligly orden 2

0.03
g 0025 1 /
g 00 lig!
] | ¢ ligly
s 0;)(1)&; / — Lineal (llgly)
3 7 y =0.0007x + 0.0098
g 00057 R?=0.947
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30,
tiempo (hrs)
CASIOPEINA lll-ia
Casiopeina lll-ia orden 0 Casiopeina lll-ia orden 1
100 4.6
¢ llHa 4
2 80 . AN R I B t_ y = -0.0229x + 4.5459
e —Lineal (llFia) S 4.4 5
5] = =
2 607 S 43 R“=0.9603
® S
S 40 S 4.2
3 y =-1.5862x + 92.225 © 41 . llia
3 20 2_ = . . —~]
< R™=0.9311 g 4 — Lineal (ll-ia) 1
c
0 T T T T T - 39 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30, 0 5 10 15 20 25 30,
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
Casiopeina lll-ia orden 2
0.025
© | * llHa
g 002 — Lineal (ll-ia)
< 0.015 A
o
e}
3 0.01
8 y =0.0003x + 0.0102
< 0.005 2
= R“=0.9809
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30,
tiempo (hrs)
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APENDICE 3

SERIES 3. CINETICA DE RECUPERACION DE LA PROLIFERAC ION
CELULAR

HELA SERIE 3. GRAFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA
CINETICA DE RECUPERACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

CISPLATINO
cisplatino orden 0 cisplatino orden 1
60 4.1
. y =-0.0541x + 54.42 S 405 y =-0.001x + 3.9951
© 2 £ 4205 -
§ 55 1 R®=0.5796 5 I R? = 0.494
2 2 4 -
>
g k- I \—ﬁ
8 50 S 3.95
3 + cisplatino 3 39 * cisplatino
< X : ; ; .
s — Lineal (cisplatino) - — Lineal (cisplatino)
45 ‘ ‘ "~ 385 ‘ ; : ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
cisplatino orden 2
0.021
.g 0.02 4
2 0.019 T JI
>
£ o018 1 T
o 0.017 + cisplatino -
S 0016 y = 2E-05x + 0.0184
< 0. s - N
< R?=0.4103 Lineal (cisplatino)
0.015 T T T : :
0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs)
CASIOPEINA ligly
Casiopeina ligly orden 0 Casiopeina ligly orden 1
54 4
© g y =-0.0013x + 3.9467
k) R < 3.96 1
g 52 g R?=0.3374
2
3 50 2 392
=}
2 - % o * ligly
y =-0.0648x +51.771 3
_gj: 48 R2 = 03245 * ligly T ; 3.88 — Lineal (ligly) L
s - Y — Lineal (ligly) <
46 T T T T T 3.84 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs) tiempo (hrs)




Casiopeina ligly orden 2
0.0215
& 0021 y= 3E-205x +0.0193 T
§ 0.0205 R”=0.351
>
2 002
3 0.0195 1 £
3 * ligly
& 0.019 = ; n
= | — Lineal (ligly)
0.0185
0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs)
CASIOPEINA lll-ia
54 Casiopeina lll-ia orden 0 Casiopeina lll-ia orden 1
4
s 52 1 T y =-0.0001x + 48.937 306 y =-4E-06x + 3.8896
g R*=4E-06 T g = [ R*=1E-05 _
2 50 1 2 392
2 2
g4 ] S 388
g g - 8 L i
g 46 . .|a _ L § 384 * ll-ia
S —— Lineal (llIFia) = — Lineal (lIia)
44 T T T T T 3.8 : : : : :
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
Casiopeina lll-ia orden 2
0.0224
© y =1E-07x + 0.0205
g 0.0216 2
g i R =3E-05
'S 0.0208
<}
=}
3 002 [ o lHa I
< 0.0192 E — Lineal (ll-ia)
Bl
0.0184 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs)

SkLu-1 SERIE 3. GRAFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA
CINETICA DE RECUPERACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

% de sobrevivencia

CISPLATINO

cisplatino orden 0

50

40 1 i\l
{

30 T

20 — . .

y =-0.2948x + 39.475 + cisplatino
10 R*=0.3296 — Lineal (cisplatino)
0 T T T T T 7
0 5 10 15 20 25 30|

tiempo (hrs)

In % de sobrevivencia

cisplatino orden 1

4
3.8 1 E
3.6 M
34 — ! L
3y | ° cisplatno y = -0.0084x + 3.6699
' — Lineal (cisplatino) 2 _
3 ‘ : ‘ R = 0.357‘
0 5 10 15 20 25

tiempo (hrs)

30
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cisplatino orden 2
0.04
£ 0.032 : I
5] _/—I
g 0.024 3
=}
7 0.016 -
3 y =0.0002x + 0.0256 - -
S 0.008 1 ) ¢ cisplatino
s R“=0.3885 T ; ;
S Lineal (cisplatino)
0 : : : : ; i
0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs)
CASIOPEINA ligly
Casiopeina ligly orden 0 Casiopeina ligly orden 1
50 3.84
s 40 2 3761 y= 0.(2JO6X +3.5156
2 S T R“=0.5338
2 20 g 3687
8 * ligly ¢ 36 i
g 20 — Lineal(lgh) | | | &
3 y = 0.2229x + 33.729 neal (g7 | | 8 56 — 1
S 10 = 2 L * ligly
R R” =0.5526 S 3.44 .
= L — Lineal (ligly)
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 3.36 : : ‘ : ‘
0 5 10 15 20 25 30, 0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
Casiopeina ligly orden 2
0.04
3 0.032 I
c
g
< 0.024 1 H\{
§ 0.016 . gly y= -0.(;002x +0.0298
;-\: 0.008 — Lineal (ligly) R"=0.5148
=
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30,
tiempo (hrs)
CASIOPEINA lll-ia
Casiopeina lll-ia orden 0 Casiopeina lll-ia orden 1
120 5
100 | y=-22867x+79.043 || ¢ 0| y = -0.0408x +4.3055
o] 5 * 2
£ ! R?=0.4618 ;f, R?=0.4839
2 3 427
3 60 o llHa 5 + llHa
E 40 1 — Lineal (lla) - 38 — Lineal (ll-ia) ||
s i ¢ 2 34 ! 3
A <
0 T T T T T 3 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30, 0 5 10 15 20 25 30,
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
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Casiopeina lll-ia orden 2

0.045
é 0.037 - I %
E 0.029 I * lHa i
% 0021 — Lineal (Ilia) [
2 0013 | y = 0.0008x + 0.0149
= * R?=0.5121

0.005 ; ‘ ‘ ‘ ;

0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs)

HCT-15 SERIE 3. GRAFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA
CINETICA DE RECUPERACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

cisplatino orden 0 cisplatino orden 1
3.78
45 . 571 y =-0.0085x + 3.6368
= + Q . b
= 40 T y=-0.2969x+38.033 || & R? = 0.6551
g R“=0.6426 $ 3641
2 35 A § 357 _ * cisplatino
3 a0 | e — Lineal (cisplatino)
3 30 & ag |
2 * cisplatino 3 ’
8 — Lineal (cisplatino) 2 343 1
20 T T T T T 336 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
cisplatino orden 2
0.035
.§ 0.028 1 %7‘i
] —e— cisplatino
'S 0.021 ) ) }
g ——Lineal (cisplatino)
2 0.014
g y = 0.0002x + 0.0264
< 0.007 i
g R? = 0.6674
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs)
CASIOPEINA ligly
Casiopeina ligly orden 0 Casiopeina ligly orden 1
45
20 3.78
B - — © 371 * ligly y = 0.0059x + 3.4863r
- o . - .
§ 35 E/f' r é — Lineal (ligly) R%=0.9626
3 30 3 364
Eg S
a 25 o ligly — 3 3577
] 0 y=0.2164x + 32.594 Lineal (igh) g .
° — Linea — s 3.
& R?=0.9609 9. g 1
15 T T T T T — 343 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
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Casiopeina ligly orden 2
0.035
€ 0.028 = T
5 0.021 A
S y =-0.0002x + 0.0306
2 0.014 2 * ligly —
3 0007 R"=0.9646 — Lineal (ligly) ||
s O
=
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs)

CASIOPEINA lll-ia

Casiopeina lll-ia orden 0 Casiopeina lll-ia orden 1

70 41
. |y=-0.1503x+54.105 . lHa 2 403 T Y= ‘0-2025”‘ +3.9801
k3] 2 _ ; . s R“=0.7331
§ 60 R°=0.7349 — Lineal (llia) || % 3.96
2 <
2 H\f S 3.89 I
o i oo
a 50 3 ¢ ll-ia
S s 3.82 ) .
< T_: — Lineal (llFia)

40 T T T T T 3.75 T T T T

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs) tiempo (hrs)
Casiopeina lll-ia orden 2

0.0215
g 002 T |
c
e
'S 0.0185 ~
[ .
5 * llHa
[=} —
g 0017 — Lineal (ll-ia)
° y =5E-05x + 0.0186
< 00155 >
3 R*=0.7297

0.014 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
tiempo (hrs)
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GLOSARIO

Aneuploide- condicién por la cual un organismo gana o pierde uno o mas
cromosoma[101]

Apoptosis-Muerte celular programada, en la cudl la célula produce proteinas
necesarias para la autodestruccion, evitandose la liberacion de constituyentes
celulares potencialmente téxicos[102].

Carcinégeno- Agente inductor de cancer[102].

Célula hematopoyética- célula progenitora de células mieloides y linfoides[102].
Cromosoma-arreglos de moléculas de ADN lineales intimamente asociadas
con proteinas[101].

Ectodermo- La capa gérminal mas externa, da origen a tejidos que incluyen la
piel, y el sistema nervioso[102].

Endodermo- La capa germinal mas profunda, da origen a d&rganos
internos[102].

Fenotipo. Caracteristicas de un organismo[101].

Glucdlisis- mecanismo mediante el cual la energia almacenada en moléculas
organicas, puede ser convertida en ATP, que puede después ser usada como
fuente de energia para llevar a cabo otras reacciones metabdlicas[102].

IARC- Internacional Agency of Research in Cancer[5].

In vitro- Denota una reaccion o proceso que se lleva a cabo en un extracto
célular aislado, aveces utilizado para distinguir las células que crecen en un
cultivo, de aquéllas de un organismo[103].

In vivo- En un organismo o célula intacta[103].

Mesodermo-La capa germinal intermedia. Da origen a tejidos conectivos y al
sistema hematopoietico[102].

Mitégeno- Cualquier molécula extracelular, como por ejemplo un factor de
crecimiento, que promueve la proliferacion celular[103].

Mitosis- proceso de division celular por el cual se producen dos células, cada
una de las cuales tiene el mismo numero de cromosomas que la célula
madre[101].

OMS-Organizacion Mundial de la Salud.

Oncogen- gen resultante de la mutacion de un proto-oncogen, inducen o

mantienen la proliferacién celular incontrolada asociada con el cancer[101].
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UICC-Unioén Internacional Contra el Cancer
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