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Introduccién

A. El cancer

Actualmente se ha vuelto muy comun escuchar que alguien sufre de cancer, sin embargo el cancer
es una enfermedad muy antigua. El caso mas antiguo que se ha registrado es el cancer 6seo de un
antropoide descubierto en la isla de Java, que tiene una antigliedad superior al millén de afios. En
los papiros egipcios encontrados por Edwin Smith, escritos entre los afios 3000 y 2500 a. C. y
traducidos por George Ebers, se describen ocho casos de tumores o Ulceras de la mama. Autopsias
realizadas en momias del antiguo Egipto mostraron la presencia de tumores en sus huesos y
sugirieron también la posibilidad de la existencia de otros procesos neoplésicos. Escritos médicos
chinos y arabes describieron sintomas de lo que puede suponerse eran enfermedades malignas. El
cancer data de millones de afios atras, pero hoy en dia algunos lo han calificado como la

enfermedad de la civilizacion por su creciente presencia en el ultimo siglo (1).

El primero en nombrarlo fue Hipdcrates en el siglo IV a. C., para designarlo utilizd el término
‘carcinoma’ (en griego karkinoma). Este término proviene de karkinos (cangrejo en griego); lo bautizd
asi en alusion al aspecto en como se propagaba, semejando las patas de un cangrejo. Fue
Hipdcrates también quien introdujo el término metastasis (2). Henri Francois Le Drann (1685-1770)
fue un auténtico hito histdrico en el conocimiento del cancer. Reconocié que el cancer podia
diseminarse a los nddulos linfaticos locales y de ahi pasar a la circulacion general (1). En 1911,
Peyton Rous logré aislar un virus del sarcoma producido en pollos y lo transmitié a otros animales de
la misma especie mostrando que un virus era capaz de producir tumores en animales, lo que dio

origen a los estudios modernos de las causas del cancer (2).

Durante muchos afios los involucrados contra la lucha del cancer han sido bastantes y a pesar de
los esfuerzos en la investigacion, el cancer sigue latente. Pero, ;qué es el cancer?, para entenderlo
es necesario conocer como funciona una célula sana. El cuerpo humano esta compuesto por
muchas células, estas células crecen y se dividen para generar nuevas células de acuerdo a las
necesidades del cuerpo humano. Cuando las células envejecen y mueren, éstas son reemplazadas
por nuevas. En el caso del cancer, la division celular es descontrolada. Células nuevas se siguen
formando y las células viejas no mueren cuando deberian morir. Las células que no son necesarias,

forman una masa de tejido llamada tumor. Existen dos tipos de tumores: benignos (no cancerosos) y



malignos (cancerosos). La diferencia entre éstos es que pueden diseminarse o no, es decir que los
tumores malignos pueden invadir el tejido a su alrededor e irse a otros 6rganos. Cuando el cancer se

disemina de una parte del cuerpo a otra, se le llama metastasis (meta: mas alla; stasis: alojamiento).

El cancer no es sdlo una enfermedad sino el conjunto de muchas (3). EI cancer o neoplasia se
clasifica de cuatro maneras principales, de acuerdo al tipo celular y tejido a partir del cual se
desarrollan. El primer tipo son los carcinomas, aquellos que se desarrollan a partir del epitelio; el
segundo tipo son los sarcomas, el que se desarrolla a partir del tejido conectivo o células
musculares; el tercer tipo es el derivado del sistema nervioso; y por ultimo se encuentran las
leucemias, las cuales son tipos de cancer que se derivan de células hematopoyéticas. Cada una de
estas categorias tiene multiples subdivisiones de acuerdo al tipo celular especifico, la ubicacion del
cancer en el cuerpo, asi como la estructura del tumor (4). Es por lo anterior que cada tipo de cancer
tiene caracteristicas que reflejan su origen, por lo cual dos tipos de cancer distintos son dos

enfermedades completamente diferentes.

B. Situacién del cancer en el mundo.

Hoy en dia, todos somos blanco facil para el cancer; nadie esta exento de sufrir este mal. El cancer
no toma en cuenta sexo, edad, raza, situacion econoémica ni condicion fisica. A pesar de que el
cancer es una enfermedad muy antigua, nunca habia llegado a generar las morbilidades y

mortalidades tan elevadas que existen actualmente.

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

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

Desde hace varias décadas se han venido efectuando un gran nimero de estudios epidemioldgicos
debido al aumento en las tasas de morbilidad y mortalidad por cancer y a fin de determinar su
distribucion geogréfica. No obstante, ha sido muy dificil establecer una tendencia unica y una
regionalizacion completa del cancer en el mundo, principalmente porque cada tipo de cancer tiene

un comportamiento especial que varia con las condiciones de vida, los habitos y las costumbres de



la gente en cada pais o continente. EI mejoramiento de los procesos de elaboracién, procesamiento
y analisis de los registros de casos de cancer en México y en el mundo, asi como la creciente
habilidad para eliminar variaciones causadas por los diversos tipos de atencion médica, han hecho
posible que el conocimiento de los patrones de incidencia de esta enfermedad sea cada dia mas
completo. No obstante, aun es factible perfeccionar los sistemas de registro, lo cual permitira
conocer de manera mas clara la situacion epidemiolégica de este padecimiento y con esto se
proporcionaran mejores instrumentos para la planeacion de los sistemas de salud y para la

investigacion avanzada (5).

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo. Actualmente, existen 24,6 millones de
personas con cancer. Cada afio mas de 11 millones de nuevos casos de cancer son diagnosticados
y mas de 7 millones de personas mueren al afio a causa de él. Se ha proyectado que para el afio

2020 el numero de casos nuevos aumentara a 16 millones por afio y mas de 10 millones moriran (6).

En los paises desarrollados, el céancer es la segunda causa de mortalidad después de las
enfermedades cardiovasculares. Esta tendencia empieza a observarse también en el mundo menos
desarrollado, particularmente en los paises de medianos ingresos de Sudamérica y Asia. Mas de la

mitad de los casos de cancer ya se generan en los paises en desarrollo.

Los principales tipos de cancer a nivel mundial que presentan el mayor indice de muertes son:

°

Pulmén (1.3 millones de muertes al afio);

X

Estomago (casi un millén de muertes al afio);
Higado (662,000 muertes al afio);

Colon (655,000 muertes al afio) y

Seno (502,000 muertes al afio)

R/
> R4 *,

%

°

Algunos tipos de cancer son mas comunes en los paises desarrollados, como los de préstata, mama
y colon. Los tipos de cancer como los de higado, estdmago y cuello uterino son mas frecuentes en
los paises en desarrollo.

Los tipos de cancer mas frecuentes por género en el mundo, de acuerdo al nimero de muertes son:



«¢+ Entre la poblaciéon masculina: pulmén, estdmago, higado, colorrectal, eséfago y prostata.

+¢+ Entre la poblacion femenina: seno, pulmén, estémago, colorrectal y cuello cérvico-uterino

(7).

Figura 1. Los tres principales tipos de cancer por sexo y regién actualmente (8).
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Figura 2. Numero estimado de nuevos casos en 2020 por sexo y region (8).
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Se han vinculado varios factores causales a la aparicion del cancer: un estilo de vida poco saludable
(consumo de tabaco y alcohol, alimentacion incorrecta, inactividad fisica) y la exposicion a
carcindgenos ambientales y agentes infecciosos (por ejemplo, el virus de la hepatitis B o el virus del
papiloma humano). El consumo de tabaco provoca el 30% de los tumores malignos en los paises
desarrollados; la alimentacion, el 30% en esos paises y el 20% en los paises en desarrollo. La
exposicion a carcindgenos en los paises desarrollados es responsable del 4% de los casos de
cancer; la exposicion a los agentes infecciosos provoca el 18% de los casos en el mundo, la mayoria

en los paises en desarrollo (9).

C. El cancer en México.
En México, como en otros paises, la urbanizacion y los cambios en el estilo de vida de los ultimos
afios han provocado transformaciones en los patrones de morbilidad y mortalidad; asi, mientras la
frecuencia de las enfermedades infecciosas se ha reducido, las de los padecimientos
cardiovasculares, los accidentes y el cancer han aumentado. La informacion disponible confirma que
el nimero de neoplasias malignas se esta incrementando significativamente. En México, el cancer
es la tercera causa de muerte. Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en el 2005, 64,000
5



personas murieron a causa del cancer, de éstas 37,000 eran menores a los 70 afios. Las
defunciones por tumores malignos representaron 11.3% del total de fallecimientos en los varones y
14.5%, en las mujeres. En los varones, las tres principales causas de muerte por tumores malignos
en el afio corresponden a los de traquea, bronquios y pulmén (15.6%), prostata (15.5%) y estomago
(9.1%). En las mujeres, 13.3% de las defunciones por cancer maligno corresponden al del cuello del
Utero (cérvico-uterino) y 13.1% mas al de seno; el cancer de higado y vias biliares intrahepaticas
ocasion6 7.9% de las muertes. En la Figura 3, se muestra la distribucién porcentual, segun el tipo de
tumor maligno, por sexo (10). Segun datos de la Secretaria de Salud, en México, las cifras ya
alcanzan las 2,359 muertes al afio. La OMS ha proyectado que para el 2030 existira un aumento de

4500 casos mas en México.

Figura 3. Distribucion porcentual de las principales causas de muerte por tumores malignos segun

sexo, 2005.
f 2.4 Encéfalo

Traguea, bronquios y pulmdn 158 ————— 6.5 Traguea, bronguios y pulmdn

131 Mama
7.8 Esiomago
Estomago 9.1 7.8 Higado y vias biiares
Higado y vias biliares 7.5 52 Pancreas
Pancreas 49 48 Owvarios
Vias urinarias 3.0
: 13.3 Cuelio del utero
Prostata 155
Colon 4.4 44 Colon
—
55 Leucemia
Leucemia &3 28 Linfoma no hodkin
Linforma no Hodkin 3.6 26.3 Otros
Otros 27.1

La distribucion es para cada 5exo
Fuenite: INEGI. Estadisticas Vitales. Base de datos 2005

Encéfaio 3.0

D. Tratamientos contra el cancer

El cancer puede tratarse con cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal o con terapia
biolégica. EI médico puede usar un método o una combinacion de métodos, dependiendo del tipo y
ubicacion del cancer, de si la enfermedad se ha extendido, de la edad y salud general del paciente,

entre otros factores.



La cirugia es un procedimiento para extirpar el cancer. Los efectos secundarios de la cirugia
dependen de muchos factores, inclusive del tamafio y lugar del tumor, el tipo de operacion y el

estado general de salud del paciente (3).

La radioterapia usa rayos de alta energia para destruir las células cancerosas en un area
determinada. La radiacion puede administrarse en forma externa por medio de una maquina que
apunta la radiacion al area del tumor. También se puede administrar internamente (también llamada
radiacion de implante) por medio de agujas, semillas, alambres o catéteres que contienen una
sustancia radioactiva que se implantan cerca del cancer. La radioterapia puede causar también la
disminucién del numero de globulos blancos en la sangre, los cuales ayudan a proteger el cuerpo
contra la infeccion. Con radiacion externa, es también comun perder el pelo temporalmente en el

area tratada y que la piel se ponga roja, reseca, sensible y con comezon (3).

La quimioterapia, ademas de ser uno de los tratamientos mas utilizados, es en el que se insertan
las Casiopeinas® y por esto hablaré mas de este proceso en el presente trabajo. Este tipo de
tratamiento consiste en el uso de farmacos de tipo organico e inorganico para destruir células
cancerosas en todo el cuerpo. Las células sanas también pueden ser dafiadas, especialmente las
que se dividen rapidamente. La quimioterapia puede ser administrada por diferentes medios. Los
mas frecuentes son la via oral y la intravenosa, pero también es posible administrar los farmacos de

manera intramuscular o a través de catéteres (3).

Los farmacos de base metalica més utilizados son los derivados del platino (cisplatino, carboplatino,
oxaliplatino, entre otros) estos se utilizan ampliamente en el tratamiento de tumores malignos. El

médico puede usar un farmaco o una combinacion de farmacos.

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

formas:

-Dafiando el ADN de las células cancerosas de tal modo que éstas ya no puedan reproducirse. Esto
sucede por la alteracion de la estructura del ADN en el nucleo de la célula, evitando asi la

replicacion.



-Durante la fase S del ciclo celular, inhibiendo la sintesis de cordones de ADN nuevo de tal manera
que no sea posible replicacion celular alguna. Esto ocurre cuando los farmacos bloquean la
formacién de los nucleétidos necesarios para la creacion de ADN nuevo.

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

células (11).

Los medicamentos se ubican en una categoria especifica segun el mecanismo de accion que

utilizan. Las categorias son:

1. Agentes alquilantes, son farmacos que funcionan atacando directamente el ADN de una
célula. Estos medicamentos pueden operar en cualquier momento del ciclo celular.

2. Las nitrosoureas, son farmacos similares a los agentes alquilantes, y trabajan inhibiendo los
cambios necesarios para la reparacién de ADN.

3. Los antimetabolitos, bloquean el crecimiento celular al interferir con la sintesis de ADN.

4. Los antimetabolitos antitumorales, o citostaticos, funcionan al unirse con el ADN para evitar
la sintesis de ARN.

5. Los alcaloides de la vinca, impiden la divisién celular (11).

Los efectos secundarios de la quimioterapia dependen principalmente de los farmacos y de la dosis
que recibe el paciente. La pérdida de pelo es un efecto secundario comdn de la quimioterapia; sin
embargo, no todos los farmacos contra el cancer causan pérdida de pelo. Los farmacos
antineoplasicos pueden también causar fatiga temporal, pérdida del apetito, nauseas y vémitos,
diarrea, o llagas en la boca y labios. Las células normales generalmente se recuperan cuando ha
terminado la quimioterapia, por lo que la mayoria de los efectos secundarios desaparecen

gradualmente después de que termina el tratamiento (3).

La terapia hormonal se usa para tratar ciertos tipos de cancer que dependen de hormonas para su
crecimiento. La terapia hormonal impide que las células cancerosas utilicen las hormonas que
necesitan para crecer. Este tratamiento puede incluir el uso de farmacos que detienen la produccion
de ciertas hormonas o que cambian la forma cémo funcionan las hormonas. Otro tipo de terapia

hormonal es la cirugia para extirpar los érganos que producen hormonas. Los pacientes pueden



sentirse cansados o retener liquidos, subir de peso, tener bochornos, nauseas y vomitos, cambios
de apetito y en algunos casos, coagulos de sangre. La terapia hormonal puede causar también
osteoporosis en mujeres premenopausicas. Dependiendo del tipo de terapia hormonal que se use,

estos efectos secundarios pueden ser temporales, durar mucho tiempo o ser permanentes (3).

La terapia bioldgica utiliza directa o indirectamente el sistema inmune del cuerpo para combatir la
enfermedad, se utilizan anticuerpos monoclonales, el interferdn, la interleucina-2 y los factores
estimulantes de colonias. Los efectos secundarios causados por la terapia biologica varian con el
tratamiento especifico. En general, estos tratamientos tienden a causar sintomas parecidos a los de
la gripe, como escalofrios, fiebre, dolor de musculos, debilidad, pérdida de apetito, nauseas, vomitos
y diarrea. Los pacientes pueden también sangrar o magullarse con facilidad, tener erupciones de la
piel o inflamacion. Estos problemas pueden ser graves, pero desaparecen cuando termina el

tratamiento (3).

Ademas de causar efectos secundarios considerables, los tratamientos contra el cancer son de muy
alto costo, por lo que la mayoria de los enfermos no pueden disponer de éstos. Algunos pacientes se

pueden preocupar de que los efectos secundarios sean peores que la enfermedad.

E. Industria Farmacéutica.
La OMS define la salud como: el estado completo de bienestar fisico, psiquico y social, y no sélo la
ausencia de afecciones y enfermedades (12). La salud es resultado de la prestaciéon de un vasto
conjunto de bienes y servicios que pueden ir dirigidos a la colectividad o a individuos particulares
pero que finalmente convergen en mejorar el bienestar de la sociedad. Por lo tanto, la salud depende
de la existencia y la calidad de:
+» Infraestructura sanitaria: aire limpio; agua potable; alimentos inocuos; nutricion saludable;
disposicion de desechos; promocion del uso adecuado de los recursos; y otros bienes
publicos globales similares.
% Medidas preventivas de salud publica: inmunizaciones y terapias profilacticas dirigidas a las
comunidades; educacion en el estilo de vida, para prevenir focos de infeccion, adicciones y

transmision de enfermedades.



¢ Atencion médica: servicios profesionales de atencion desde la prevencion, diagnostico y

terapéutica hasta la rehabilitacion y reintegracion a la vida productiva.

El sector farmacéutico es prioritario para preservar la salud de la poblaciéon asi como también
generar bienes de primera necesidad. Este sector esta sujeto a cambios en los avances
tecnolégicos, a los movimientos sociales, politicos y econdémicos generados por la globalizacion,
reformas en la configuracion del sistema de salud y variaciones en la demanda derivadas de las

transiciones epidemiol6gica y demografica.

Los medicamentos son una herramienta esencial en la lucha contra las enfermedades y sus
consecuencias, han sido uno de los principales elementos que han permitido importantes mejoras en
la salud y en la calidad de vida de la sociedad actual. Sin embargo, existe heterogeneidad en la

eficacia y seguridad de los medicamentos e inequidad en su acceso.

Factores demograficos y epidemioldgicos que condicionan altos requerimientos de medicamentos:
¢ Aumento en el niumero de habitantes.
«+ Sobrevida prolongada.
+«¢+ Envejecimiento de la poblacion.
+¢+ Alto nimero de enfermos.
+¢+ Individuos con varias enfermedades concomitantes.
+¢+ Cronicidad de las enfermedades.
+«»+ Frecuentes complicaciones de enfermedades cronicas.
+¢+ Resistencia a los agentes terapéuticos.

+»+ Asociacion de medicamentos para lograr el efecto terapéutico (13).

Para contar con medicamentos seguros y eficaces existe un proceso basico que inicia con la
investigacion impulsada por las necesidades terapéuticas, continlia con la produccion del principio
activo o farmaco, la fabricacion de los medicamentos, posteriormente se comercializa, se distribuye,
y se prescribe; este proceso concluye con la dispensacion y publicidad de los medicamentos y
finalmente con la vigilancia de sus efectos, una vez que son utilizados por el consumidor, esta etapa

es conocida como farmacovigilancia. El proceso anteriormente descrito se ilustra en la Figura 4.
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Figura 4. Procesos que competen a la politica farmacéutica (13).
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i. Industria Farmacéutica en el Mundo.

En el mundo la industria farmacéutica es uno de los sectores de mayor crecimiento, y que tiene
mayor proyeccidn sobre la sociedad, tanto en el sentido econdémico, como en la contribucion social y
en impacto en salud publica. Es un sector altamente dependiente de la investigacion y el desarrollo
tecnoldgico. La derrama de valor derivada del aparato de investigacion para desarrollo de farmacos
de patente es sustancial. Ese valor a su vez, garantiza la continuidad en la investigacion para el
combate de enfermedades crénico-degenerativas tales como el céncer, la diabetes y las

enfermedades cardiovasculares (14).

La industria farmacéutica trasnacional ha tenido resultados excepcionales en términos de
investigacion y desarrollo en los Ultimos afios y se ha destacado por ser el sector lider en la
transformacién de la ciencia basica a los bienes de consumo disponibles y a la venta en todo el
mundo. La industria enfrenta una creciente competencia por lo que requiere la renovacion constante

de sus productos, asi como una estrategia de comercializacion y posicionamiento cada vez mayores.

En el 2003 el valor del mercado mundial alcanzé 440 mil millones de dolares. Estados Unidos es el

principal mercado. Norteamérica, la Unidn Europea y Japon representan en conjunto el 88% del total
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mundial. En Latinoamérica existen cuatro paises lideres en este sector: México, Brasil, Argentina y

Venezuela. Estos comprenden el 81.8% de las ventas totales en valor de la region (13).

Tabla 1. Participacion regional en el mercado farmacéutico mundial y tasas de crecimiento en 2002
(15).

Mortearmérica 51 + 12
Unién Europea 22 + 8
Resto de Europa 3 +9
Japen 12 +1
Asia, Africa y Australia 8 + 11
Latinoameérica 4 - 10
Total 100% + 8%

Fuente: IMS World Review 2003

La lista de innovaciones de la industria farmacéutica de paises en desarrollo es pobre en
comparacion con la de los Estados Unidos o los paises europeos, debido a que en general, se hace

relativamente poca investigacion farmacolégica y farmacéutica basica. Ver Tabla 1.

Como sucede con la mayoria de las industrias pertenecientes a capital extranjero, la industria
farmacéutica ejecuta Unicamente un nimero limitado de actividades en los paises en desarrollo. Las
actividades mas importantes en estos paises estan representadas por la manufactura de productos
terminados, tales como tabletas, capsulas, liquidos, unglentos, polvos e inyecciones. La sintesis de
productos nuevos, la investigacion y desarrollo de estos productos se efectla raramente o de
manera muy limitada. Todas las medicinas introducidas en el mercado son resultado de un proceso
de investigacion y desarrollo largo, costoso y de alto riesgo. El célculo de la investigacion de un
medicamento innovador desde los primeros estudios hasta su puesta en el mercado tiene un costo

cercano a los 800 millones de délares (16).

En la época actual el crecimiento a largo plazo de los paises depende en gran proporcion de las

innovaciones industriales que pueden darse si existen las suficientes capacidades humanas.
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ii. Industria Farmacéutica en México.

La actividad de la industria farmacéutica se inicia en México a finales del siglo XIX. En 1881 se fundd
por primera vez un negocio de drogueria que se dedicaba a la importacién en gran escala de drogas
medicinales de origen aleman. En 1920, funcionaban ya en México alrededor de 20 laboratorios que
se dedicaban en gran parte a la obtencion de agua destilada y al acondicionamiento de productos
importados que provenian de los Estados Unidos, Alemania, Suiza, Francia e Inglaterra.
Actualmente, los principales participantes en el sector farmacéutico son empresas internacionales
mayoritariamente de capital estadounidense y europeo, aunque también existe una importante

industria de capital nacional (17).

Hoy existen en México 224 fabricas o laboratorios de medicamentos o productos biologicos
pertenecientes a 200 empresas; 46 fabricas forman parte de corporativos de capital
mayoritariamente extranjero. Los laboratorios extranjeros son productores de medicamentos de
patente y realizan importantes contribuciones a la investigacion y desarrollo de nuevos
medicamentos. Existen varios laboratorios extranjeros que participan tanto en el segmento de
medicamentos de patente como en el de medicamentos genéricos intercambiables. Por otro lado, las
empresas de capital nacional tienen como actividad principal la fabricacion de productos una vez que

se ha vencido la patente (genéricos), aunque también algunos hacen investigacion béasica (13).

Las ventas de la industria farmacéutica mexicana ocupan el tercer lugar en la region de las
Américas, solo después de los Estados Unidos y Canada. El valor del mercado farmacéutico
mexicano ha tenido un aumento considerable. Considerando el total de actividades comerciales, el
mercado farmacéutico mexicano alcanzé la cifra de 2,270 millones de unidades en 2002 y 9,542
millones de dolares. En cambio, la venta en unidades se ha modificado en menor medida. Esto, al
menos en el caso del mercado privado, podria relacionarse directamente con el precio promedio de
los medicamentos en donde éste aumentd. El mercado farmacéutico mexicano esta conformado
fundamentalmente por dos segmentos bien definidos que operan de forma independiente. El
institucional (sector publico), cuya demanda comprende principalmente productos genéricos y de
tecnologia sdlida; y el privado, caracterizado por el uso de marcas comerciales y productos

innovadores.
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La competitividad y el enorme potencial de desarrollo de este sector se ve limitado por carencias en
el suministro de productos de investigacion (nuevos farmacos, nuevos dispositivos farmacéuticos) y
por insuficiencia en la infraestructura (recurso humano entrenado, equipamiento, instalaciones) para

estudiar y optimizar procesos farmacéuticos.

Ciertos medicamentos no pueden ser comprados debido a la capacidad de pago limitada de algunos
sectores de la poblacion, particularmente de aquellos que carecen de aseguramiento en salud, o de
las propias instituciones publicas de salud; el costo de adquirirlos puede constituir un factor de
empobrecimiento para los hogares o impedir por falta de acceso, la curacion o mejoria de los
padecimientos. Por lo anterior, es importante comprender el entorno actual a fin de prever las futuras
necesidades en salud y promover, desde hoy, el desarrollo de productos e instrumentos que ayuden

a hacer frente a estos retos futuros.

La industria farmacéutica instalada en México es econémicamente fuerte, aunque su crecimiento se
ha desacelerado en los ultimos afios y cubre el 86% de las necesidades de medicamentos del pais,
principalmente a partir de principios activos provenientes del extranjero. Se obtienen esteroides,
antibidticos de fermentacion y semisintéticos, otros antimicrobianos, antiinflamatorios no esteroideos,
antitumorales, antiulcerosos, vitaminicos, biofarmacos y otros, pero varios no estan cubiertos por la

produccion nacional, la cual ha disminuido en los ultimos afios (13).

iii. Desarrollo de Farmacos

El proceso de desarrollo de un nuevo farmaco consiste en analizar un padecimiento y comprender
todo lo que este involucra, sus causas, mecanismos de dafio, poblacion a la que afecta, identificar
sustancias activas potencialmente utiles, sintetizar o extraer los compuestos quimicos, en las
investigaciones In Vitro y en animales de experimentacion, en pruebas de seguridad y eficacia en

humanos y en la comercializacion del producto. Este proceso puede ser:

¢ Lento: la sustancia activa de los medicamentos tarda, en promedio, entre 8 y 12 afios en

pasar del laboratorio de investigacion a la comercializacion.
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+¢ Riesgoso: sélo una de cada 5,000 a 10,000 sustancias sobrevive a las pruebas posteriores a
su descubrimiento, para asi convertirse en medicinas con la calidad y seguridad necesarias
para su lanzamiento al mercado.

¢+ Progresivamente mas caro: el costo total de introducir una nueva sustancia bioldgica o

quimica al mercado es actualmente cuatro veces mas alto de lo que era hace 10 afios.

El proceso de desarrollo de un nuevo farmaco, inicia con la investigacion total de este farmaco. Esta

investigacion se divide en dos grandes areas: la preclinica y la clinica. Ver Figura 5.

La investigacion preclinica incluye la basica, de laboratorio y la que se realiza en animales de
experimentacion. Se lleva a cabo en algunos segmentos de la industria farmacéutica productiva, en
universidades y en centros de investigacion. Representa las primeras fases del desarrollo y genera
una derrama de beneficios que van mas alld del sector salud. Es por esto que es importante
impulsar esta fase como estrategia para el desarrollo de una base tecnoldgica fuerte en nuestro

pais.

La investigacion clinica pretende observar en los seres humanos el comportamiento de un
medicamento y demostrar su eficacia y seguridad. Este tipo de investigacion se lleva a cabo
inicialmente en unidades de farmacologia clinica (fase 1) y posteriormente en areas de atencion
médica, hospitales o consulta externa (fase Il, Il y IV). Generalmente la investigacion clinica
farmacéutica esta financiada por la industria y coordinada por ella misma o por organizaciones de

investigacion por contrato (13).
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Figura 5. Fases de la vida de un medicamento.
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F. Registro Sanitario y Autorizacion de Protocolos de Investigacion.

La regulacion sanitaria de los medicamentos, entre ellos el registro sanitario, es un instrumento
necesario e indispensable para lograr su seguridad, eficacia y calidad, con objeto de cumplir con la
responsabilidad del Estado de proteger la salud de los mexicanos. La legislacion sanitaria mexicana
determina que ciertos productos, por el riesgo sanitario que representan, requieren obtener una
autorizacion antes de su comercializacion de conformidad con los articulos 194 fraccion Il y [1l, 194
Bis, 195, 197, 198, 204, 376 y 376 Bis de la Ley General de Salud, los productos que requieren de

un Registro Sanitario son:

‘Los medicamentos, estupefacientes, sustancias psicotropicas y productos que los contengan;
equipos médicos, protesis, ortesis, ayudas funcionales, agentes de diagnéstico, insumos de uso
odontolégico, materiales quirdrgicos y de curacion, y productos higiénicos; asi como los plaguicidas,

nutrientes vegetales y sustancias toxicas o peligrosas” (18).
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Anteriormente, los registros sanitarios de productos eran emitidos por la Direccion General de
Medicamentos y Tecnologias para la Salud. Actualmente, corresponde a la Comisién Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), 6rgano desconcentrado de la Secretaria de
Salud, a través de la Comision de Autorizacion Sanitaria. El tramite de registro sanitario de productos
se ha venido realizando de manera personalizada ante la COFEPRIS, a través del Centro Integral de
Servicios (CIS). La cifra aproximada de solicitudes de registro sanitario que se atienden anualmente
es de 18,000, lo que representa un promedio mensual de 1,500. Para cada solicitud de registro
sanitario se recibe documentacion que consta en promedio de 900 hojas, lo que multiplicado por el
numero de solicitudes mensuales, nos da un total de 16°200,000 hojas que tienen que ser revisadas
para evaluar la procedencia de la solicitud, emitir la resolucién correspondiente, relacionarlas,

archivarlas y resguardarlas.

Los primeros pasos en el proceso de descubrimiento de un nuevo farmaco inician cuando se tiene
un compuesto quimico interesante y Util para propdsitos médicos, sin embargo, se necesitan datos
fisicoquimicos disponibles que sugieran que el compuesto promete tener suficiente garantia para
seguirlo como un proceso de farmaco nuevo. En el proceso de desarrollo de un farmaco en su fase
preclinica se busca conducir los ensayos toxicoldgicos y farmacoldgicos mas relevantes en
animales. Basados en estos resultados, con una adecuada interpretacién y con la ayuda de
farmacocinética de manera integral, se hace una proyeccion razonable a humanos. Para llevar a
cabo investigacién en humanos es necesario solicitar ante la Secretaria de Salud, mediante la
COFEPRIS, el tramite de Autorizacién de Protocolos de Investigacion de Medicamento con fines de
Registro Sanitario. Ademéas es basico contar con una institucion que tenga vigente su licencia

sanitaria.

El tramite consiste en realizar un pago bancario, de $3,585, llamado “Declaracién Unica de pago de
derechos”, describiendo el tipo de tramite a realizar; en este caso: Solicitud de autorizacion de
protocolos de investigacion de cada medicamento con fines de registro sanitario. Posteriormente, se

requisita adecuadamente el formato de solicitudes, con los campos siguientes:

a. Solicitud de tramite

b. Datos del establecimiento
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c. Datos del producto:
1. Nombre de la clasificacion del producto o servicio
2. Especificar
3. Nombre (marca comercial) o denominacion distintiva
4. Denominacion comun internacional (DCI) o denominacion genérica 0 nombre
cientifico
5. Forma farmacéutica o fisica
6. Tipo de producto
7. Concentracion
d. Protocolos de investigacion:
1. Titulo del protocolo
2. Via de administracion (medicamentos o dispositivos médicos)
3. Nombre del investigador principal
4

Nombre(s) de la(s) institucién(es) donde se realizara la investigacion

Finalmente, se tiene la autorizacion y se desarrolla el protocolo. En su evolucion (afios,
generalmente) si se presentan reacciones adversas deben informar al Centro Nacional de
Farmacovigilancia. Se publican en revistas los resultados y al concluir se tiene un medicamento
definido. De esta manera se determinaron calidad, eficacia y seguridad misma que se confirma a

través de la farmacovigilancia una vez que esta en el mercado.

G. Requisitos para un medicamento nuevo

La Ley General de Salud establece en su articulo 195 que los medicamentos estaran normados por
la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. El articulo 204 menciona que los medicamentos
deberan contar con autorizacion sanitaria para su venta o suministro. Y finalmente, el articulo 376
describe que los medicamentos requieren un registro sanitario. En cumplimiento con los articulos
mencionados anteriormente la FEUM establece las siguientes caracteristicas que deben cumplir los

medicamentos para obtener el registro sanitario:

1. Indicaciones terapéuticas.

2. Condiciones de uso.
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3. Informacién para prescribir.
4. Estudios preclinicos.
4.1 Farmacodinamia.
4.2 Farmacocinética.
4.3 Toxicologia y seguridad.
5. Estudios Clinicos.
6. Formula.
7. Materias primas.
8. Desarrollo farmacéutico.
Debe proporcionarse la informacion correspondiente de los estudios realizados para establecer y
justificar lo siguiente:
8.1 Forma farmacéutica del medicamento.
8.2 Formulacion del medicamento.
8.3 Proceso de manufactura.
8.4 Controles de proceso.
8.5 Sistema contenedor-cierre.
9. Instalaciones del fabricante.
10. Informacién de fabricacion y proceso.
11. Aseguramiento del proceso de esterilizacion. Para el manejo de productos estériles o elementos
que se utilicen en productos estériles, el fabricante debe proporcionar la siguiente informacion:
12. Control de materiales de envase.
13. Control del producto terminado.
14. Estudios de estabilidad (19).
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Justificacion

En la Republica Mexicana, existe una evidente transicion epidemioldgica asociada al envejecimiento
de la poblacion y estilos de vida poco saludables. La Direccion General de Informacién en Salud
reporta en el Programa Nacional de Salud 2007-2012 que, menos del 15% de la mortalidad en
nuestro pais se debe a infecciones comunes, problemas reproductivos y padecimientos relacionados
con la desnutricion, el 11% de la mortalidad reportada se debe a lesiones accidentales e
intencionales y el 73% se asocia a padecimientos no transmisibles, como la diabetes, los problemas
cardiovasculares y el cancer. Predominan ahora padecimientos dificiles de tratar y mas costosos, los
cuales estan relacionados mayormente con enfermedades no transmisibles y lesiones, y no con

enfermedades derivadas de la desnutricion como lo fue en el siglo XX.

En el caso particular del cancer, existe un factor extra que es determinante, los monopolios en la
industria farmacéutica. EI mercado de los farmacos antineoplasicos, se encuentra dominado por
grandes empresas que elevan el costo y hacen inaccesible el uso de estos para paises en vias de
desarrollo. En nuestro pais existe una dependencia virtualmente absoluta de la industria
farmacéutica extranjera. Esta situacion es probable que obedezca a la falta de investigacion en
ciencias basicas, asi como a la cuestionable credibilidad que se les da a los desarrollos de
investigadores nacionales. Es preocupante el lento crecimiento en la produccién de farmacos

nacionales y la dependencia creciente de proveedores extranjeros.

En México existe la necesidad de dar servicio a la demanda de salud en pacientes con problemas de
cancer. El costo de la quimioterapia como tratamiento primario o adyuvante hace, en ocasiones,
inaccesible la opcidn a un gran numero de pacientes con las consecuencias éticas que esto significa.
La alternativa que podria solucionar la problematica de los medicamentos antineoplasicos a costos
inalcanzables podria ser el autoabastecimiento de estos a partir de una produccion nacional a partir
de la materia prima importada, una labor de investigaciéon y desarrollo para obtener el farmaco y
obtener la patente correspondiente. Con la produccion interna de estos medicamentos, mediante
esta forma de produccién, se abaratarén los costos de adquisicion de estos farmacos y se reducird

significativamente la dependencia del dominio del mercado por parte de empresas extranjeras.
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El cancer es sin duda un mal que aqueja al mundo. Actualmente, existen 24,6 millones de personas
con cancer. Cada afio mas de 11 millones de nuevos casos de cancer son diagnosticados y méas de
7 millones de personas mueren al afio a causa de él. Se ha proyectado que para el afio 2020 el

numero de casos nuevos aumentara a 16 millones por afio y mas de 10 millones moriran (6).

La quimioterapia es uno de los tratamientos mas comunes para combatir el cancer. Los farmacos
més utilizados a nivel mundial son los derivados del platino (cisplatino, carboplatino, oxaliplatino,
entre otros). La introduccion de nuevos farmacos para mejorar la eficacia y especificidad en el
tratamiento del cancer se hace necesaria. En nuestro pais existe una produccién nacional de
farmacos antineoplasicos limitada, por lo que la necesidad de importacion de estos productos, o la
materia prima para su fabricacion, hace su costo elevado y de dificil acceso para ciertos sectores de
la poblacion, ademas la produccién nacional no es de innovacion mexicana, generalmente se centra
en patentes de tecnologia internacional. Es por esto que el desarrollo de compuestos contra el

cancer con tecnologia mexicana debe ser de alta prioridad.

En la UNAM, un grupo multidisciplinario de investigadores, guiados por la Dra. Lena Ruiz Azuara, ha
realizado a lo largo de casi 20 afios estudios importantes con una familia de compuestos llamada
Casiopeinas® cuyo centro metélico es el cobre. Este grupo de compuestos fue creado por la Dra.
Ruiz aproximadamente en los afios ochentas y cuenta con patentes nacionales. De acuerdo a
protocolos internacionales establecidos, estos compuestos han demostrado tener actividad
antineoplasica, citotdxica, citostatica, evaluada en sistemas tanto In Vivo como In Vitro. Los
compuestos mas estudiados por el momento son Casiopeina® ligly y Casiopeina® lll-ia, los cuales se
encuentran en etapa preclinica y en vias de registro sanitario de protocolo para Fase | y con esto su

iniciacion en la etapa clinica.

El desarrollo a estos nuevos farmacos, su registro sanitario, su autorizacion a protocolos de
investigacion, su distribucion y comercializacion afirmaran que en nuestro pais si existe el potencial
humano para crear compuestos novedosos abriendo asi una gamma de posibilidades en innovacion

y generacion de tecnologias propias.
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Esto justifica la creacién de una compilacion de estudios quimicos y farmacologicos de las
Casiopeinas® ligly y lll-ia, para su futuro registro sanitario correspondiente, asi como para la
autorizacién de protocolos de investigacion, es decir para su investigacion clinica. Ademas para que
la informacion sobre estos dos compuestos, generada a lo largo de varios afios, sea de facil acceso

para quienes requieran consultarla para estudios posteriores.
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Objetivo

El principal objetivo de este trabajo monografico es seleccionar, organizar y compilar toda
informacion relacionada a la Casiopeina® ligly y la Casiopeina® lll-ia para su Registro Sanitario y
Autorizacion de Protocolos de Investigacion ante la Secretaria de Salud y con esto la oportunidad de
iniciar estudios clinicos con dichos compuestos, que sin duda son la mejor innovacién mexicana en

cuanto a farmacos antineoplasicos se refiere.
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Capitulo |. Casiopeinas® ligly y lll-ia

1.1 Antecedentes

Actualmente, existe un numero considerable de farmacos contra el cancer, tanto de origen organico
como inorganico, sin embargo, la existencia de tumores refractarios a estos tratamientos, la elevada
toxicidad de los existentes y su costo elevado impulsan la busqueda de nuevas moléculas que

mejoren dichas caracteristicas.

A finales de la década de los 70s, en la Facultad de Quimica de la UNAM, el grupo de trabajo de la
Dra. Lena Ruiz inicié un proyecto encaminado al desarrollo de antineoplasicos a partir de metales de
transicion, de preferencia esenciales biologicamente, con el propésito de disminuir toxicidad y costo.
Se sintetizd una familia de compuestos de coordinacion con Cu(ll) como centro metélico, los cuales
en la esfera de coordinacion presentan un ligante bidentado del tipo diiminas (N-N) y otro que puede
ser aminoacidato (N-O) o donador por oxigeno (0-O); a esta familia de compuestos se les ha
registrado con el nombre de Casiopeinas®. Estos compuestos han demostrado tener actividad
citostatica, citotoxica y antineoplésica en modelos tanto In Vitro como In Vivo. Debido al centro
metalico, un probable mecanismo de accion de estas substancias es la generacion de radicales

libres que causarian dafio oxidativo.

El cobre es uno de los metales mas abundantes en el planeta Tierra con una abundancia relativa de
68 ppm. Es un metal de transicion con la configuracion electronica ([Ar] 4s13d'0), un numero atémico
29y con un peso atémico de 63.543 (+/- 0.003). Los estados de oxidacion de este metal pueden ser
0, I, I, Ny IV. Los mas comunes son | y II, siendo este Ultimo el mas estable. Los numeros de
coordinacién mas comunes para el Cu (Il) son 4, 5y 6. El cobre, como centro metalico, en estas
moléculas presenta un estado de oxidacion (Il) y puede coordinar ligantes siguiendo una geometria
cuadrada plana o pirdmide de base cuadrada. Es un metal esencial en los sistemas biolégicos. En el
ser humano se encuentra distribuido principalmente en el cerebro, rifién, higado y corazén (20-21).
Sus propiedades quimicas le permiten la participacién en procesos fundamentales que involucran la
transferencia de electrones asociada a enzimas oxidativas. Sin embargo, la concentracion de éste
no excede de 10-'5 M dentro de las células. Al ser un metal esencial se espera que su toxicidad sea

menor que la de los complejos de platino, que son los mas utilizados para combatir el cancer. El
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centro metalico por su parte puede participar en ciclos redox para liberar especies reactivas de

oxigeno que oxiden al ADN dando como resultado dafios irreparables en su estructura,

adicionalmente el cobre puede o no intercambiar alguno de sus ligantes presumiblemente el donador

0-0 para coordinarse directamente con los donadores por nitrogeno de las bases (22).

Existen mas de 100 Casiopeinas® que han sido sintetizadas y caracterizadas. Debido a esto, se ha

reorganizado en familias para simplificar mediante claves la comunicacion entre los investigadores

de este proyecto. A continuacion se presenta la formula general de cada subfamilia en la Tabla 2.

Tabla 2. Férmula general de cada familia de Casiopeinas® (22).

Sub familia Férmula general
Casiopeina®| [Cu(4,7- difenil-fenantrolina)(O-N)]NO3
Casiopeina®ll [Cu(4,7- dimetil-fenantrolina)(O-N)INO3
Casiopeina®lll [Cu (N-N(O-O)]NO3

Casiopeina®|V

[Cu(4,4"- dimetil-bipiridina)(O-N)INO3

Casiopeina®V

[Cu(5R- fenantrolina)(O-N)INO3

Casiopeina® VI [Cu(5,6- dimetil-fenantrolina)(O-N)]NO3
Casiopeina® VIl [Cu(fenantrolina)(O-N)]NO3

Casiopeina® VIl [Cu(3,4,7,8-tetrametil-fenantrolina)(O-N)]NO3
Casiopeina®IX [Cu(bipiridina)(O-N)]NOs

Hasta el momento dos de las Casiopeinas® mas prometedoras y estudiadas son la Casiopeina® ligly

y la Casiopeina®lll-ia, por lo que la presente compilacion se hace exclusivamente para ellas.
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1.2 Proceso de sintesis.

El proceso de sintesis de las Casiopeinas® ha sido reportado detalladamente en sus patentes (23-
27).

1.3 Caracterizacion Fisico-Quimica para la Casiopeina®ligly (28-31).

Férmula condensada general de la familia: [Cu(4,7-dimetil-fen)(O-N)]NOs
Casiopeina®ligly: [CuH20(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)[NOs
Formula: Cu C16H16N4Os *2H,0

Peso molecular: 443.90 g/mol (con dos moléculas de agua)

Analisis de elementos (%):

Teorico: 12.6 %N, 43.3 %C, 4.5%H
Experimental: 12.9 %N, 43.0 %C, 4.4 %H
Estructura:

Las pruebas fisicas realizadas como descripcion, densidad aparente, densidad real, velocidad de
flujo y tamafio de particula, son pardmetros importantes para ser evaluados en el Control de Calidad
de una materia prima; nos proporciona informacion acerca de las diferencias que existe entre un lote
y otro para una misma materia prima, los resultados obtenidos muestran que los lotes analizados
son homogéneos entre ellos, ademas podemos predecir su comportamiento en el producto final

desde el punto de vista de formulacién del medicamento.
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Descripcion del compuesto: Polvo fino, libre de particulas extrafias, homogéneo, color azul
(intenso).

Densidad Aparente: 0.425g/mL

Velocidad de flujo: 1.0 g/seg

Tamano de Particula: se encontrd entre >40 <50 micras, que representa un 70% a 80% de un total
de 100 particulas medidas, estos resultados nos indican que no existe diferencia significativa del
compuesto en cuanto a disefio y sintesis se refiere.

Solubilidad: muy soluble en metanol, etanol y mezcla de agua-alcohol (50:50), soluble en agua.

Soluciones amortiguadoras recomendables MOPS y TRIS. Estable en solucién acuosa por 7 dias.

1.4 Caracterizacion Fisico-Quimica de la Casiopeina®lll-ia (28-31).

Férmula condensada general de la familia: [Cu (N-N)(O-O)]NOs;
Casiopeina®lll-ia: [Cu(4, 4’-dimetil- 2,2’- bipiridina)(acetilacetonato)[NO3
Formula: CuC47N30sH19*2H,0

Peso molecular: 444.93 g/mol (con dos moléculas de agua)

Anélisis de elementos (%):

Teorico: 9.4% N, 45.9% C, 5.2 %H
Experimental: 94%N,46.1%C,49%H
Estructura:
N L |t —NO
H,C CH, 3
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Descripcion del compuesto: Polvo fino, libre de particulas extrafias, homogéneo, color azul (claro).
Densidad aparente: 0.44 g/mL

Velocidad de flujo: 0.8 g/seg

Tamano de Particula: Las particulas se encontraron en el intervalo comprendido entre >50 <60, lo
que representa aproximadamente un 40% de un total de 100 particulas analizadas.

Solubilidad: A temperatura ambiente es soluble en agua, metanol, etanol y soluciones fisiologicas

(MOPS y TRIS) a pH 7.4. Estable en solucion acuosa por 7 dias.

1.5 Analisis de las Casiopeinas® ligly y lll-ia con diferentes técnicas de instrumentacion.

Se han reportado estudios para obtener un control de calidad del principio activo como materia
prima, para que cumpla los estandares que marca la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(FEUM), como principio activo de una forma farmacéutica, estos estandares se refieren a identidad,
pureza y concentracion del compuesto a estudiar, en este caso, las Casiopeina® ligly y la

Casiopeina®lll-ia.

Con este proposito se realizd la evaluacién fisicoquimica de estos compuestos con actividad
antineoplasica, el control realizado a estas sustancias implicé un analisis con las siguientes técnicas
de instrumentacién: Espectroscopia UV-VIS, Espectroscopia de Infrarrojo, Cromatografia de

Liquidos de Alta Resolucion, Analisis Térmico Diferencial (DTA).

1.5.1 UV-visible.

En la determinacion de espectroscopia por UV-visible se obtuvieron los maximos de deteccidn
especificos para las Casiopeina® ligly y Casiopeina® lll-ia, los cuales se pueden tomar como un
parametro de referencia (especificidad) para la caracterizacion de los compuestos. Se lograron
detectar las transiciones electronicas que se dan en estos compuestos, manifestadas por los

méaximos de absorcion a diferentes longitudes de onda.
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Casiopeina®ligly

Concentracion de 10 pg/ml: se detectan dos picos maximos de absorcion en una longitud de onda
de 274 nmy 209 nm, con una absorbancia de 0.957 y 1.227 respectivamente.

Concentracidn de 7ug/ml: se presentan maximos de absorcidn con una longitud de onda de 274 nm

y 208.5 nm, con una absorbancia de 0.629 y 0.882 respectivamente (30).

Casiopeina®lll-ia

Concentracion de 5 pg/ml: se presentan picos de absorcion en una longitud de onda de 295.5 y
208.0 con una absorcion de 229.0 y 0.563 respectivamente.

Concentracion de 7 ug/ml: se presentan maximos de absorcién a una longitud de onda de 295.5 nm

y 208.0 nm con una absorbancia de 0.296 nm y 0.817 respectivamente (30).

1.5.2 Espectroscopia de Infrarrojo.

Al obtener los espectrogramas en la region de infrarrojo para las Casiopeinas® ligly y lll-ia, se
obtienen las sefiales caracteristicas que nos proporcionan informacion acerca de los grupos
funcionales que forman la molécula, por medio de estas sefiales podemos identificar y caracterizar la

familia de las Casiopeinas®.

Principales grupos funcionales observados en la Casiopeina®ligly:
Amina: 3255.1 cm™!, NO3 (11380 cm!, C=0: 1601 cm™', Fenantrolina: 1429, 871, 726 cm, -C=N
Senfal en 1524 cm-' (32).

Principales grupos funcionales observados en la Casiopeina®|ll-ia:

Amina: 3464, 3031 cm™1, NO3[1380 cm-!, Aromatico: 1587 cm!, Bipiridina: 161, 1491, 777, 730 cm-',
-C=N: 1525 cm (30).
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1.5.3 Andlisis Térmico Diferencial (DTA)

Casiopeina®ligly
Pérdida de materia del 0.63% con respecto al 100%, a una temperatura de 60 °C, pérdida de materia
del 17.11% con respecto al 100%, a una temperatura de 260 °C, pérdida de materia del 31.42% con

respecto al 100%, a una temperatura de 355°C (30).

Casiopeina®lll-ia
Pérdida de materia del 1.18% con respecto al 100%, a una temperatura de 60 °C, pérdida de materia
del 3.09% con respecto al 100%, a una temperatura de 220°C, pérdida de materia del 36.64% con

respecto al 100%, a una temperatura de 440 °C (30).

1.5.4 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Casiopeina® ligly (30)
El método analitico para determinar Casiopeina® ligly en soluciéon por HPLC, es selectivo, lineal,

exacto, preciso y repetible en el intervalo de concentraciones 10, 30, 50, 70 y 100pg/mL

*Condiciones cromatograficas de trabajo:

A=274nm

Fase movil Metanol/H20/Acetonitrilo (72.5:24:3.5) viv

pH= 3.0 con &cido fosférico.

*Selectividad:

Tiempo de retencion (T.R.) de la Casiopeina® ligly = 2.7minutos

Tiempo de retencion de la Ketorolaco (estandar interno) = 7.1 minutos

Linealidad del sistema: Y= 0.0237X -0.0869, r2=0.9986

*Repetibilidad: Se realizd el analisis por cuadriplicado de los puntos controles (2 dias),
concentraciones de Casiopeina®ligly baja: 40 pug/mL, media: 60 pg/mL y alta: 90 pg/mL)

Coeficiente de variacion (C.V.) < al 2%

*Reproducibilidad: Con los datos de repetibilidad se evalué la reproducibilidad del sistema entre el
dia1ydia2,CV<2%

Exactitud: El valor obtenido se interpola en la curva de calibracion.
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EIC.V <2%.
Limite de deteccion: LD = 3.3
Limite de cuantificacion: LC =11.0 ug/mL

Casiopeina® lll-ia (30).
El método analitico para determinar Casiopeina®|ll-ia en solucién por HPLC, es selectivo, lineal,

exacto y preciso en el intervalo de concentraciones 20, 25, 30, 35y 40 pg/mL.

*Condiciones cromatograficas de trabajo:

A=274nm

Fase mévil: Metanol/Fosfatos/Hexansulfonato de Sodio v/v

pH=6.9

*Selectividad:

Tiempo de retencion (T.R.) de la Casiopeina® Ill-ia = 5.7 minutos

Tiempo de retencion de la furosemida (estandar interno) = 8.6 minutos

Linealidad: Y= 0.0212X -0.0061, r2=0.9877

*Repetibilidad: Se realiz6 con el andlisis por cuadriplicado de los puntos controles (2 dias),
concentraciones de Casiopeina®lll-ia, baja: 22 pg/mL, media: 28 pyg/mL y alta: 38 pg/mL, CV < 2%
*Reproducibilidad: Con los datos de repetibilidad se evalta la reproducibilidad del sistema entre el
dia 1ydia 2, CV <2%

*Exactitud del sistema: El valor obtenido se interpola en la curva de calibracion (que se corre el
mismo dia del andlisis) CV<2%

Limite de deteccion: LD=0.3

Limite de cuantificacion, LC=1 pg/mL
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1.5.5 Rayos X

A continuacién se presentan las estructuras cristalinas obtenidas de las Casiopeinas® ligly y Ill-ia y

sus correspondientes datos.

Figura 6. Estructura cristalina de la Casiopeina®llgly (32).

Tabla 3. Distancia y angulos de enlace de los atomos donadores al centro metélico en los complejos

mixtos de coordinacion (32).

Compuesto Casiopeina®ligly
Cu-N1 (A) 2.004(8)
Cu-N2 (A) 2.014(7)
Cu-N3 (A) 1.963(8)
Cu-01 (A) 2.065(9)

ON1-Cu-N2 (°) 80.2(3)
ON3-Cu-01 (°) 86.1(4)
pKa fen libre 6.39
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Figura 7. Estructura cristalina de la Casiopeina®|ll-ia (33).

011

Tabla 4. Distancia y angulos de enlace de los atomos donadores al centro metélico en los complejos
mixtos de coordinacion (33).

Compuesto Casiopeina®lll-ia
Cu-02 (A) 1.885(4)
Cu-01 (A) 1.896(4)
Cu-N1 (A) 1.973(4)
Cu-N2 (A) 1.983(4)

02-Cu-01(A) 94.68(17)

02-Cu-N1(A) 172.59(17)

01-Cu-N1(A) 92.39(17)

02-Cu-N2(A) 91.57(18)

01-Cu-N2(A) 173.56(17)

N1-Cu-N2(A) 81.43(17)
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1.5.6 Espectroscopia de Resonancia Paramagnética del Electron (EPR)

El objetivo fue caracterizar los complejos mediante espectroscopia EPR con el fin de obtener
informacion sobre las propiedades magnéticas y estructurales de los complejos metélicos de cobre,
es decir el caracter electrdnico de los enlaces (ionico y covalente), todo esto para tener informacion

sobre la reactividad de los complejos.

Tabla 5. Parametros EPR de las Casiopeinas® ligly en solucién (MeOH 1x10-3M/ 77K) (34).

Casiopeina®

q

g

Al ()

AC(G)

ligly

2.319

2.130

171.42

Tabla 6. Parametros EPR de las Casiopeinas® lll-ia en solucion (MeOH/H20 50/50 v/v 77K) (33).

Casiopeina®

ql

g

Al (©)

ACI(G)

lll-ia

2.25

2.03

185

1.5.7 Estabilidad de las Casiopeinas® ligly y lll-ia en soluciones fisiolégicamente
compatibles.
Casiopeina® ligly (35).
Fue disuelta en soluciones compatibles fisiolégicamente, las cuales fueron:
-Cloruro de sodio al 0.9%, no fue estable.
-Ringer con lactato de sodio (solucion Hartmann), fue estable durante una semana.

-Dextrosa 5%, fue estable por tres semanas.

Casiopeina® lll-ia (35).

Fue disuelta en soluciones compatibles fisiolégicamente, las cuales fueron:
-Cloruro de sodio al 0.9%, fue estable por nueve dias.

-Ringer con lactato de sodio (solucion Hartmann), fue estable por tres semanas.

-Dextrosa 5%, fue estable por cuatro dias.
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Capitulo Il. Actividad biolégica

La actividad biologica es importante para el desarrollo de un nuevo farmaco. Si ésta es demostrada sera

posible continuar con otras investigaciones para su conocimiento y posterior desarrollo. En el caso particular

de las Casiopeinas®, la actividad bioldgica demostrada ha sido la antineoplasica en sus dos posibles

vertientes: In Vitro (que ocurre dentro de un ambiente artificial, como tubo de ensayo, cajas Petri, etc.) e In

Vivo (que ocurre dentro de un ambiente natural, como un animal o el cuerpo humano).

A continuacion se describen algunas de las lineas tumorales que se han utilizado para comprobar la actividad

antineoplasica de las Casiopeinas®.

Tabla 7. Descripcion de varias lineas tumorales humanas (36).

Cédigo Descripcion del Tumor
HL60 Leucemia promielocitica
SiHa Carcinoma cérvico-uterino
Hela Carcinoma cérvico-uterino
CalLo Carcinoma cérvico-uterino
InBlI Carcinoma cérvico-uterino
CH1 Carcinoma ovarico
CaSki Carcinoma epidermoide de cérvix
C33 Carcinoma epidermoide de cérvix
PC-3 Carcinoma de prostate

HCT-15 Carcinoma de colon

MCF-7 Carcinoma mamario
U-373 Glioma maligno (SNC)

SK-LU-1 Adenocarcinoma de pulmén
A 549 Adenocarcinoma de pulmén

HTB-186 Meduloblastoma

Tabla 8. Descripcion de varias lineas tumorales murinas (36).

Cddigo Descripcion del Tumor
AS-30D Hepatoma
S180 Sarcoma
B16 Melanoma
L1210 Leucemia linfocitica

35



2.1 Actividad antineoplasica In Vitro

Tabla 9. Actividad antineoplasica In Vitro en diferentes lineas tumorales humanas con las

Casiopeinas® llgly y lll-ia y el Cisplatino (37).

Lineas tumorales humanas
Carcinoma cérvico-uterino Prostata Colon Mama
HelLa SiHa InBI PC-3 HCT-15 MCF-7

pg/ml | pM | pg/ml | UM | pg/ml | pM | pg/ml | pM | pg/ml MM Hg/ml MM
ligly 033 | 074 046 | 1.03| 095 | 214 | 162 | 346 | 1.10 253 203 458

lll-ia 077 | 182 | 619 | 145 | 1298 | 304 | 162 | 379 | 2040 | 47.78 | 6.78 | 15.88

cisPt 1.56 5.2 149 | 49 | 562 | 186 | >15 | >50 | 1.38 46 1.68 5.6

2.1.1 Actividad antineoplasica In Vitro de la Casiopeina® ligly sobre las células de
carcinoma de colon HCT-15.
La Cas llgly demostré alterar estadisticamente la viabilidad a partir de la primera dosis utilizada
(P=0.008) en las células no tratadas con N-acetil cisteina, comportamiento que se repitié con todas
las otras dosis con respecto al testigo (Figura 8). Aunado a lo anterior, al aumentar la concentracion
de Cas ligly, no se observan diferencias entre los tratamientos (P>0.05) con el calculo de intervalos

de confianza (31).

P=0,043
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Figura 8. Caja de valores extremos que representa la viabilidad de HCT-15 con y sin tratamiento previo con
N-Acetil cisteina después de 24 horas de exposicidn a Cas ligly en las distintas dosis. (*P<0.05)
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No obstante, al incubar las células dos horas antes de la aplicacién del farmaco con 10 mM de N-
acetil cisteina (NAC), éste demostro proteger a las células de la muerte hasta en un 50% en la dosis
de 1.25 ug/mL. Sin embargo, no ejercié efecto alguno sobre las otras concentraciones (Figura 8).
Aunado a lo anterior, existe una diferencia estadisticamente significativa (P=0.043) entre la dosis de
1.25 pg/mL sin 'y con NAC (Figura 8).

Alteraciones ultraestructurales observadas tras el tratamiento con Cas ligly en concentraciones

ascendentes:

Figura 9. A. Células HCT-15 sin tratamiento. B. Células con alteraciones compatibles con oncosis. La flecha muestra
vacuola electrolicida en citoplasma. C. Células con alteraciones compatibles con apoptosis. La flecha rellena muestra
condensacién de la cromatina con “forma de medialuna” en la cara interna de la membrana nuclear. La flecha abierta
exhibe bleb (burbuja) de membrana. D. Cuerpo electrodenso, compatible con cuerpo apoptético, rodeado por una doble
membrana.

Apoptosis

La apoptosis consiste en una serie de acontecimientos que conducen a la muerte celular
ordenadamente .Existen para las células dos formas de morir: por accidentes (dafios mecanicos,
exposicion a agentes tdxicos, etc) que producen necrosis, y por apoptosis, la célula inicia una serie
de acontecimientos ordenados (por lo que también se denomina muerte celular programada) que
estan controlados por un mecanismo intrinseco en la célula .La apoptosis, a diferencia de la
necrosis, consume ATP, cuya energia es utilizada para la activacion de unos enzimas llamados
caspasas, cuya activacion en cascada producen los efectos que podemos ver en la célula. El

concepto es simple: las células del organismo mueren para que sobreviva el resto (38).
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Figura 10. El grafico muestra células HCT-15 vivas, en apoptosis temprana o en apoptosis tardia/necrosis después de
24 horas de tratamiento con Cas ligly, medidas por citometria de flujo. Los datos estan representados como porcentaje,
graficandose la media + error estandar de 10,000 células por tratamiento. (*P <0.05)

Con estos datos se puede concluir que en dosis bajas, Cas llgly induce muerte a través de la
generacion de especies reactivas de oxigeno. Ademas, induce apoptosis, la que esta relacionada

con la activacion de caspasas (enzimas inductoras de apoptosis) (32).

2.1.2 Actividad antineoplasica In Vitro de la Casiopeina® lll-ia sobre las células de

carcinoma de colon HCT-15.

Para caracterizar los efectos de este farmaco en la viabilidad celular, las células fueron tratadas con
concentraciones de 0, 2.5, 5, 10, 15y 20 pg/mL por un periodo de 24 horas. Cas lll-ia disminuy6 la
viabilidad de manera proporcional a la dosis, siendo esta disminucion estadisticamente significativa
(P <0.0001). Al realizar la determinacién de los intervalos de confianza, Cas lll-ia no mostrd
diferencias entre los grupos tratados con 0, 2.5 y 5 yg/mL. Sin embargo, a partir de la dosis de 10
Mg/mL, la viabilidad se hace estadisticamente menor, con respecto a los grupos antes mencionados.
Asimismo, la viabilidad con 20 ug/mL es diferente a aquella con 10 ug/mL, pero no con la dosis de
15 pg/mL (Figura 11) Aunado a lo anterior, la aplicacion de 10 mM de N-acetil cisteina (molécula
que atrapa especies reactivas de oxigeno) 2 horas previas al tratamiento con las distintas
concentraciones de Cas lll-ia no demostré alterar la viabilidad, descartandose asi que en este

modelo, la muerte sea inducida a través de la produccion de especies reactivas de oxigeno (32,39).
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Figura 11. Cajas de valores extremos que representan la viabilidad de HCT-15 después de 24 horas de
exposicion a Cas lll-ia en las distintas dosis. (*P<0.05)

Hallazgos ultraestructurales:

Figura 12. (A) Célula HCT-15 sin tratamiento (B) Mitocondria tumefacta de célula tratada con 2.5 pug/mL de Cas lll-ia,
con moderada pérdida de arquitectura de las crestas. (C) Célula tumefacta con pérdida de estructura de organelos,
caracteristico de una célula necrética. (D) Condensacion de la cromatina en la membrana nuclear, con ligeros cambios
en el citoplasma, caracteristico de apoptosis.
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Figura 13. Células vivas, en apoptosis temprana o en apoptosis tardia/necrosis después de 24 horas de tratamiento con
Cas lll-ia, medidas por citometria de flujo. El grafico de barras muestra los datos obtenidos desde el diagrama de puntos,
representados como porcentaje, graficandose la media + error estandar de 10,000 células por tratamiento. (*P <0.05)

La Casiopeina lll-ia disminuye la viabilidad e induce apoptosis de manera dosis dependiente, lo que
se relaciona al aumento de los niveles de Bax y la activacidén de caspasas. No obstante, no influye

en la duracién de las distintas etapas del ciclo celular. (32,39).

2.1.3 Actividad antineoplasica In Vitro de la Casiopeina® ligly en dos lineas celulares
(L1210 y CH1).

La actividad de la Casiopeina® llgly fue probada en dos lineas celulares, resistentes y sensibles al
cisplatino, L1210 y en CH1. La exposicién de estas células a diferentes concentraciones de
Casiopeina® llgly indicé que este complejo de cobre provoca la muerte celular a través de apoptosis
y necrosis. Se observd en las células el nucleo fragmentado y la cromatina condensada después de
la exposicion a este compuesto. La fragmentacion del ADN se observo en la linea celular L1210 pero
no en CH1. En este caso las caspasas son las que activan la via apoptdtica.

La Casiopeina® ligly es altamente activa contra las lineas celulares L1210 y CH1, incluyendo a las
resistentes al cisplatino (42).
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2.1.4 Efecto In Vitro de las Casiopeinas® ligly y lll-ia en el meduloblastoma humano.

En estos estudios se investigd el efecto apoptotico en el meduloblastoma y el neuroblastoma
humanos por efecto de las Casiopeinas® ligly y lll-ia. También se determiné la via apoptotica dada
por estas dos Casiopeinas® en las lineas celulares mencionadas. Estas determinaciones también

contemplaron al cisplatino para compararlo con las Casiopeinas®.

Se determin6 que las Clso fueron: 25ug/ml para el cisplatino y 16 y 10ug/ml para las Casiopeinas®

ligly y lll-ia respectivamente (40).

Células HTB-186

Control Cisplatino
Ca=iopeina aziopeina lllia
lighy

Figura 14. Imagen de microscopia por contraste de fases, de células de meduloblastoma sin tratamiento (control) y con
24 horas de tratamiento: cisplatino (25 pg/ml), Casiopeina®ligly (16 pg/ml) y 10 ug/ml.

Se observo que la viabilidad celular (FDA), disminuyd en el caso de las células tratadas con

cisplatino; en tanto que para las células tratadas con Casiopeinas®, este decremento fue mayor,

principalmente en las que recibieron la Casiopeina® llgly comparada contra la Casiopeina®|ll-ia (40).
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Sobrevivencia y muerte en células HTH-186
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Figura 15. Sobrevivencia y necrosis en las células HTB-186. Las células tratadas con Casiopeina® ligly (16 ug/ml),
mostraron reduccién en el nimero de células (al 50%), en tanto que las células tratadas con Casiopeina®lll-ia (10ug/ml),
no mostraron disminucion en el nimero celular (las determinaciones se hicieron por triplicado).

Condenzacion de niicleos en célulaz HTH-186

Control Cisplatino Casziopeina ligly Casiopeina lllia

Hoechst

Figura 16. Se observa la condensacion de nlcleos principalmente en células tratadas con Casiopeina®ligly.
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Figura 17. Imagenes de microscopia confocal para actina (verde) y B-tubulina (rojo) en células de meduloblastoma.
Células sin tratamiento (A); células con cisplatino (25 ug/ml) a diferentes tiempos (B) y células tratadas con Casiopeina®
ligly (16 pg/ml) también a diferentes tiempos (C).

Con los resultados obtenidos hasta el momento, podemos concluir que las Casiopeinas® ligly y lll-ia,
son mas efectivas que el cisplatino para alcanzar la muerte celular, ya que se utilizaron
concentraciones menores de estos compuestos. Asi mismo, en ésta célula podemos decir que
logramos el establecimiento de un modelo de apoptosis en el meduloblastoma humano, por efecto

de las Casiopeinas® ligly (16 pg/ml) y lll-ia (10 pg/ml) (40).

2.1.5 Evaluacion In Vitro de la sinergia de las Casiopeinas® ligly y lll-ia y otros

farmacos comerciales en lineas tumorales humanas.

Se realiz6 un ensayo In Vitro, para determinar la inhibicion de la proliferacion celular de ocho lineas
tumorales humanas (Calo, InBl, HeLa, HCT-15, SiHa, MCF-7, U-373 y SK-LU-1), evaluando si las
Casiopeinas® lll-ia y ligly combinadas con cuatro farmacos comerciales (cisplatino, carboplatino,

oxaliplatino y busulfan) muestran una actividad sinérgica.

La actividad con respecto al % de viabilidad es:
HelLa > CaLo > HCT-15 > MCF-7 > U-373 > SiHa > InBl > SK-LU-1
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Se observa que en Hela el % de viabilidad baja hasta 25 con la mezcla de carboPt / ligly (50:50,

75:25, 25:75); mientras que U-373 presenta buena actividad con todas las mezclas. Y por el
contrario, SK-LU-1 no muestra actividad con ninguna mezcla (41).

A continuacion se presentan los resultados de las combinaciones més activas (41):

Tabla 10. Porcentaje de viabilidad de la linea HeLa para la mezcla (carboplatino/Casiopeina®ligly).

[ug/mL] [ 5050 | 7525 |25 75| cisPt|carboPt| bus |oxaliPt| IIgly|IIl-ia
0 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
0.01 89 100 | 100 | 88 89 80 [ 100 | 91 | 100
0.1 87 100 | 100 | 68 73 80 [ 100 | 83 | 100

1 38 57 47 | 61 72 80 | 100 | 39 [ 96

10 26 25 29 | 29 27 69 | 100 | 31 | 49

Figura 18. Ensayo de proliferacion celular en HeLa (carboplatino/Casiopeina® ligly).

carboplatino / casiopeina ligly
120 +
100 ——5050
80 —= 7525
§ 2575
= 60 cisPt
=
S 40 A —x— carboPt
N —e—busulfan
20 1 —+— oxaliPt
0 ——ligly
0 0.01 0.1 1 10 lil-ia
[ng/mL]

La concentracion inhibitoria media (Clso) menor se observd para la mezcla en la proporcion (1:1), con

un valor de 0.93 pg/mL, mientras en la proporcién (3:1), es de 2.26 pg/mL y carboplatino 2.11,
cisplatino 1.39, Casiopeina® ligly 3.22 ug/mL (41).
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Tabla 11. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza]q=0.0s en HeLa.

Compuestos Proporciones HeLa (pg/ml)
50:50 2.97[2.07-4.43]
Cas lll-ia/Cas llgly 75:25 3.34 [1.79-7.28]
25:75 3.08 [2.21-4.42)
cisPt/Cas lll-ia 7525 4.45[1.61-20.36]
50:50 7.74 [5.15-12.9]
cisPt/Cas llgly 75:25 6.86 [4.33-12.17]
25:75 2.20 [1.54-3.24]
bus/Cas llgly 50:50 2.01[1.44-2.86]
25:75 1.13[0.77-1.70]
oxaliPt/Cas lll-ia 50:50 7.56 [3.37-23.11]
oxaliPt/Cas lll-ia 75:25 16.14 [9.02-36.53]
50:50 0.9310.59-1.51]
carboPt/Cas llgly 75:25 2.26 [1.66-3.12]
25:75 2.04[1.47-2.88]
Cisplatino 1.39[0.76-2.83]
Carboplatino 2.11]1.16-4.34]
Cas ligly 3.22 [1.59-8.16]
Cas lll-ia 13.17 [8.22-16.74]

Tabla 12. Porcentaje de viabilidad de la linea Calo para la mezcla busulfan/Casiopeina® ligly.

[pg/mL] |50 S0 7525 |25 75]cisPt|carboPt| bus | oxaliPt|Ilgly|IIl-ia

0l 100 100| 100 100 100| 100 100| 100| 100
0.01| 100 87 85 76 99| 86 98| 100( 100
0.1 97 83 82 71 95| 82 98| 100( 100
1 85 78 56 68 93| 81 97 64 100

10 40 31 31 56 79| 74 80 23 64




Figura 19. Ensayo de proliferacion celular en CaLo (busulfan/Casiopeina® ligly).
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La (Clso) mezcla en la proporcion (1:3) 1.74 pg/mL, la (Clso) Casiopeina® ligly 2.48 ug/mL.

Tabla 13. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza] «=0.05 en Cal.o.

Compuestos proporciones CaLo (ug/ml)
50:50 3.75[2.36-6.49]
Cas lll-ia/Cas ligly 75:25 7.77[4.39-16.22]
25:75 2.92 [2.11-4.17]
50:50 4.16 [2.30-8.74]
cisPt/Cas lll-ia 75:25 13.65 [7.65-30.08]
25:75 3.58 [2.49-5.40]
bus/Cas lll-ia 25:75 12.45 [3.65-91.74]
50:50 6.46 [4.39-10.31]
bus/Cas ligly 75:25 4.14[2.09-10]
25:75 1.74 [0.96-3.54]
oxaliPt/Cas lll-ia 75:25 7.73[3.67-21.16]
50:50 4.80 [3.44-7.03]
oxaliPt/Cas ligly 75:25 7.69[4.77-14.05]
25:75 8.84 [4.56-21.26]
50:50 7.79[5.61-11.63]
carboPt/Cas ligly 75:25 6.08 [3.89-10.49]
25:75 5.52[3.77-8.70]
Cas ligly 2.48 [1.82-3.37]

Tabla 14. Porcentaje de viabilidad de la linea HCT-15 para la mezcla busulfan/Casiopeina® ligly.

[pg/mL] |50 S0 7525 |25 75]cisPt|carboPt| bus | oxaliPt|Ilgly|IIl-ia
0 100 100 100 | 100 | 100 |100| 100 | 100 | 100
0.01 100 100 100 | 100 | 92 100 100 | 86 | 74
0.1 95 100 100 | 100 &3 100 99 86 | 72
1 84 88 62 | 96 91 100 92 53| 72
10 31 30 36 | 45 73 [100| 91 42 | 49




Figura 20. Ensayo de proliferacion celular en HCT-15 (busulfan/Casiopeina® ligly).
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La Clso de mezcla en proporcion (3:1) 4.92 pug/mL, mientras que para la proporcion (1:3) es de 3.49

Mg/mL y para la Casiopeina® ligly es de 3.24 y del cisplatino es 8.56 pg/mL.

Tabla 15. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza] q=0.0s en HCT-15.

Compuestos Proporciones HCT-15 (ug/ml)
50:50 4.59 [2.76-8.54]

Cas lll-ia/Cas ligly 75:25 2.2310.95-7.03]
25:75 2.66 [1.77-4.22)

50:50 9.56 [2.88-66.92]

cisPt/Cas lll-ia 75:25 9.99[7.72-13.72]
25:75 6.59 [2.28-332]

cisPt/Cas ligly 75:25 9.93 [7.18-15.03]
25:75 1.62 [0.94-3.09]

50:50 4.49[3.15-6.75]

bus/Cas ligly 75:25 4.92[3.77-6.57]
25:75 3.49 [2.46-5.18]

50:50 5.66 [3.13-11.98]

oxaliPt/Cas ligly 75:25 14.50 [7.84-33.76]

25:75 4 [2.63-6.56]

carboPt/Cas lll-ia 25:75 11.79[5.94-29.79]
50:50 6.21[4.79-8.23]

carboPt/Cas llgly 75:25 6.04 [4.68-7.98]
25:75 6.31[4.44-9.62)

Cisplatino 8.56 [6.54-11.76]

Cas ligly 3.24 [1.59-8.16]
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Tabla 16. Porcentaje de viabilidad de la linea MCF-7 para la mezcla busulfan/Casiopeina® ligly.

[ug/mL]| 5050 |7525|2575|cisPt|carboPt| bus | oxaliPt | IIgly | IIl-ia
0 100 100 | 100 | 100 [ 100 | 100 100 | 100 [ 100
0.01 100 100 | 100 | 100 92 1100| 91 100 | 58
0.1 95 100 | 100 | 100 83 [100] 91 100 | 58
1 84 8 | 62 | 96 91 100] 91 84 | 58
10 31 30 | 36 | 45 73 [100] 65 46 | 50

Figura 21. Ensayo de proliferacion celular en MCF-7 (busulfan/Casiopeina® ligly).
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La Clso de mezcla en proporcion (3:1) es de 4.92 pg/mL, en tanto que para la proporcién (1:3) es de

3.49 pg/mL, igual que en HCT-15. Mientras para la Casiopeina® ligly es de 7.72 pg/mL y para el

cisplatino es de 8.56 ug/mL.
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Tabla 17. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza] =0.0s en MCF-7.

Tabla 18. Porcentaje de viabilidad de U-373 para la mezcla carboplatino/Casiopeina® ligly.

Compuestos Proporciones MCF-7 (pg/ml)
50:50 4,59 [2.7-8.5]
Cas lll-ia/Cas llgly 75:25 2.2 [0.95-7.03]
25:75 2.6[1.7-4.2]
50:50 9.56 [2.88-66.92]
cisPt/Cas lll-ia 75:25 9.99 [7.72-13.72]
25:75 6.5[2.2-33.2]
cisPt/Cas ligly 75:25 9.93[7.18-15.03]
25:75 1.6 [0.94-3.09]
50:50 4.49[3.15-6.79]
bus/Cas llgly 75:25 4,92 [3.77-6.57]
25:75 3.49 [2.46-5.18]
50:50 4.39[2.9-7.14]
oxaliPt/Cas llgly 75:25 13.65 [7.65-30.08]
25:75 2.28 [1.4-4.04]
carboPt/Cas lll-ia 25:75 11.79[5.94-29.79]
carboPt/Cas llgly 50:50 6.21[4.79-8.23
25:75 6.31[4.44-9.62]
Cisplatino 8.56 [6.54-11.76]
Cas ligly 7.72[5.32-12.21]

[pg/mL] 50 50 7525 25175 cisPt carboPt bus oxaliPt Igly II-ia
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
0.01 100 99 100 100 100 100 99 100 94
0.1 93 93 90 97 96 100 99 100 90
1 93 93 68 81 92 100 98 90 88
10 34 38 32 69 50 86 67 63 50
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Figura 22. Ensayo de proliferacion celular en U-373 (carboplatino/Casiopeina® ligly).
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La Clso de la mezcla es de 3.06 ug/mL (41).

Tabla 19. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza] o=0.05 en U-373.

Compuestos Proporciones U-373 (ug/ml)
50:50 2.78 [1.42-6.53]
Cas lll-ia/Cas ligly 75:25 8.74 [3.75-28.72]
25:75 2.92[1.64-5.94]
50:50 6.28 [1.98-39.66]
cisPt/Cas lll-ia 75:25 20.05 [9.97-54.36]
50:50 8.91[3.55-33.52]
cisPt/Cas llgly 75:25 2.20[1.47-3.47]
25:75 2.20 [1.47-3.4]
bus/Cas ligly 25:75 5.33[3.25-9.78]
carboPt/Cas ligly 25:75 3.06 [2.05-4.85]
carboPt/Cas lll-ia 25:75 12.69 [7.50-25.87]
Cas lll-ia 22.81[8.88-91.29]

Tabla 20. Porcentaje de viabilidad de SiHa para la mezcla oxaliplatino/Casiopeina® lll-ia.

[pg/mL] 5050 |7525(2575] cisPt|carboPt| bus | oxaliPt | IIgly | ITI-ia
0 100 100 | 100 | 100 100 |100| 100 | 100 | 100
0.01 91 100 | 85 99 98 [100] 99 95 | 100
0.1 82 95 83 97 98 97 | 99 91 | 95
1 75 95 78 90 97 971 90 70 | 95
10 36 47 41 77 97 97 1 50 45 | 42
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Figura 23. Ensayo de proliferacion celular en SiHa (oxaliplatino/Casiopeina® lll-ia).
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La Clso de la mezcla en la proporcion (1:1), tiene un valor de 4.71 mg/mL, mientras que le siguen la

Casiopeina® lll-ia con 8.76, Casiopeina® ligly con 6.89 y el oxaliplatino con un valor de 11.82 mg/mL

(41).

Tabla 21. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza] «=0.05 en SiHa.

Tabla 22. Porcentaje de viabilidad de InBl para la mezcla busulfan/Casiopeina® ligly.

Compuestos Proporciones SiHa (ug/ml)
50:50 7.24 [2.26-46.52]
cisPt/Cas ligly 75:25 12.23 [5.88-33.4]
bus/Cas llgly 75:25 7.60 [5.98-9.89]
50:50 4.71[2.40-11.29]
oxaliPt/Cas lll-ia 75:25 11.17 [6.92-21.11]
50:50 16.14 [7.75-44.82]
oxaliPt/Cas llgly 75:25 13.23 [71.75-27.43]
25:75 30.12[8.70-279.77]
carboPt/Cas ligly 50:50 17.72 [8.20-52.50]
Oxaliplatino 11.82 [7.23-22.83]
Cas ligly 6.89 [3.62-15.96]
Cas lll-ia 8.76 [5.74-15]

50 50

7525 2575

| [pg/mL] cis Pt carboPt bus oxaliPt Igly III-ia
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
0.01 90 100 100 100 100 100 98 99 99
0.1 89 98 100 100 100 100 96 98 90
1 84 89 89 100 100 94 93 90 85
10 63 38 50 89 100 92 74 50 50
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Figura 24. Ensayo de proliferacion celular en InBI (busulfan/Casiopeina® ligly).
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La Clso de la mezcla en la proporcién (3:1) tiene el valor de 1.13 pg/mL, mientras que las

Casiopeinas® llgly y lll-ia presentan los valores de 12.27 y 12.98 pg/mL respectivamente (41).

Tabla 23. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza] «=0.05 en InBlI.

Compuestos Proporciones InBlI (g/ml)

Cas lll-ia/Cas ligly 50:50 19.76 [8.37-67.89]
75:25 19.76 [8.37-67.89]
cisPt/Cas ligly 25:75 14.86 [8.27-33.36)

50:50 6.40 [4.55-9.60]

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

Tabla 24. Porcentaje de viabilidad de SK-LU-1.

[pg/mL]| cisPt |carboPt| bus | oxaliPt| Ilgly [III-ia
0 100 100 | 100 | 100 [ 100 | 100
0.01 100 100 | 100 98 99 99
0.1 100 100 | 100| 98 98 90
1 100 100 | 100| 93 90 85
10 89 100 | 100| 84 50 50
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Figura 25. Ensayo de proliferacion celular para la linea SK-LU-1.
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La Clso para las Casiopeinas® ligly y lll-ia es de 14.62 y 15.03 pg/mL respectivamente (41).

Tabla 25. Concentraciones Inhibitorias 50 [intervalo de confianza] =0.05 €n SK-LU-1.

Compuestos Mg/mL
ligly 14.62[8.29-31.96]
ll-ia 15.03[7.33-40.61]

Las Casiopeinas® llgly y lll-ia, resultaron ser los compuestos con actividad en todas las lineas

actuando con eficacia atin sin combinar.

Sin embargo podemos decir que existe sinergia en todas las combinaciones de las Casiopeinas®,

entre si y con los farmacos comerciales utilizados.

Los cuatro farmacos comerciales utilizados tienen mecanismo de accion ligados a dafio al material

genético y todos éstos, son ciclo especifico (actuan en la fase G1) sin embargo presentan resultados
distintos en sus diferentes combinaciones (41).
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2.2 Actividad Antineoplasica In Vivo.

Conforme a los protocolos del Nacional Cancer Institute (NCI), Bethesda, Maryland, E.UA. el
cernimiento de actividad In Vivo debe llevarse a cabo de acuerdo a la Tabla 26 y siguiendo los
criterios de evaluacion sefialados en la Tabla 27, vale la pena sefialar que se considera a un nuevo
farmaco como candidato para pasar a los ensayos toxicoldgicos y clinicos cuando muestra actividad

en al menos uno de los tumores del panel de cernimiento:

Tabla 26. Panel de cernimiento In Vivo de acuerdo al NCI

TUMORES DE RATON
Colon C38
Mama CD8F1
Pulmon de Lewis
Leucemia L1210

Entrada a
Cernimiento Melanoma B16 J A Toxicolgglia y
Primario TUMORES HUMANOS Ensayos Clinicos
Colon CX-1
Mama MX-1
Pulmon LX-1

Tabla 27. Criterios de actividad para compuestos sintéticos.

Criterio de actividad Enfermedad % ILS % ILS
confirmado
Fase | Leucemia L1210 20
Fases Il ylll Leucemia L1210 25 (promedio)
Leucemia P388 25 (promedio)
Melanoma B16 40 (promedio)
Carcinoma de pulmén de | 40 (promedio)
Lewis
Requerido para Leucemia L1210 50
candidato para DN Leucemia P388 75
(decision network)-Il Melanoma B16 50
(uno) Carcinoma de pulmén de 50
Lewis
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2.2.1 Actividad Antineoplasica In Vivo en tumores murinos isotransplantados.

Tabla 28. indices de sobrevida de la Casiopeina®ligly en diferentes lineas tumorales murinas (44).

FARMACO TUMOR ESQUEMA/DOSIS ILS
ligly L1210 C=1-5y 11-15/4 mg/kg 16.0
ligly L1210 1=1,5,9,13/6 mg/kg 36.0
ligly L1210 | =1,5,9/6 mg/kg 17.0
ligly B16 | =1,5,9/6 mg/kg 15
ligly B16 C =1-9/2 mgkg 4
ligly B16 | =1,5,9/6 mg/kg 30
ligly B16 | =1,4,7,10/4 mg/kg 25
ligly B16 C = 1-9/2 mg/kg 26
ligly S180 C = 1-9/2 mg/kg 180.0
ligly S180 | =1,5,9/6 mg/kg 131.0
ligly S180 | =1,4,7,10/4 mg/kg 96.0

Figura 26. Grafica del indice de sobrevida de Casiopeina®ligly en diferentes lineas tumorales (44).
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Casiopeina Ilgly intraperitoneal
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EC=1-9 2mg/kg

55



Tabla 29. indices de sobrevida de la Casiopeina®ll-ia en diferentes lineas tumorales murinas (44).

FARMACO TUMOR ESQUEMA/DOSIS ILS
lll-ia LL I =1,5,9/6 mg/kg -3.0
lll-ia LL C = 1-11/3 mg/kg 19.9
lll-ia B16 | =1,5,9/6 mg/kg -21.0
lll-ia B16 C = 1-11/3 mg/kg 482
lll-ia B16 C =1-9/1.37 mg/kg 13.3
lll-ia B16 | =1,4,7,10/3.08 mg/kg 316
lll-ia B16 1 =1,5,9/4.11 mg/kg 13.0
[ll-ia S180 C =1-9/2 mg/kg 8.0
lll-ia S180 | =1,4,7,10/4 mg/kg 434
lll-ia S180 | =1,5,9/6 mg/kg 17.7
lll-ia S180 | =1,5,9/6 mg/kg 2238
lll-ia S180 | =1,4,7,10/4 mg/kg 50
lll-ia S$180 C =1-9/2 mg/kg 11.6
lll-ia S$180 | =1,4,7,10/4 mg/kg 50
lll-ia L1210 | =1,5,9/4 mg/kg 7.0
lll-ia L1210 I =1,5,9/6 mglkg 95.0
lll-ia L1210 I =1,5,9/8 mg/kg 49.0
lll-ia L1210 I =1,5,9/10 mg/kg 9.4
lll-ia L1210 1=1,5,9/12 mg/kg 4.7
lll-ia L1210 | =1,5,9/4 mg/kg 11.86
lll-ia L1210 I =1,5,9/10 mg/kg 9.33
lll-ia L1210 | =1,5,9/4 mg/kg 12,5
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[l-ia L1210 [ =1,5,9/6 mglkg 97.6

[l-ia L1210 [ =1,5,9/8 mglkg 15.0

Figura 27. Grafica del indice de sobrevida de Casiopeina®|ll-ia en diferentes lineas tumorales (44).
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Tanto la Casiopeina llgly como la Ill-ia cumplen con los requisitos de actividad exigidos por el panel

de cernimiento establecido por el National Cancer Institute.

2.2.2 Actividad antineoplasica In Vivo de la Casiopeina® ligly en ratones

xenotransplantados subcutaneamente con células de carcinoma de colon humano HCT-15.

Para determinar si la Cas ligly ejercia accion antitumoral, se procedié a analizar los volumenes
relativos tumorales (VRT) en los dias 7, 14 y 21, ademas de los dias en doblar el tamafio (D) de
HCT-15 transplantado en 25 ratones desnudos y tratados intraperitonealmente con los esquemas y
dosis mencionadas en material y métodos. Solo la dosis de 1 mg/kg mostro diferencias
estadisticamente significativas con respecto al VRT en los dias 7 (P=0.027), 14 (P=0.019) y 21
(P=0.039) al ser comparado con el testigo (Figura 28), alcanzando al final de la experimentacion, un

tamafio promedio correspondiente al 10.58% del tamafio observado en el grupo testigo (31,39).
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Figura 28. Cajas de valores extremos que representan el Volumen Relativo Tumoral (VRT) de los tumores originados del
transplante de HCT-15 en los dias 7, 14 y 21 de experimentacion y tratados con 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas ligly
0.5 mg/kg (n=5) y Cas ligly 1 mg/kg (n=5). *Valor alejado mas de 3 desviaciones estandar respecto a la media.

Ademas, fue este mismo esquema de tratamiento (1 mg/kg) el que demostrd retardar
significativamente (P=0.01) los dias en doblar el tamafio tumoral. Dicho efecto fue proporcional a la
dosis (Figura 29) (31,39).

30

P=0.01
Q
. =
£
E 20
o
O
g R
o
5 10
(7]
o
| .
0
CDDP Iligli ligli
(mg/kg) o 4 05 10

Figura 29. Cajas de valores extremos que representan los dias en doblar el tamafio de los tumores originados del
transplante de HCT-15 y tratados con 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas llgly 0.5 mg/kg (n=5) y Cas ligly 1 mg/kg (n=5).

Al analizar los indices de Funcion antitumoral y Retraso del crecimiento, Se aprecié que solo la dosis

de 1 mg/kg alcanzé ambos requerimientos, comprobandose asi su accién antitumoral (Tabla 30).
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Tabla 30. Efectos antitumorales In Vivo de Cas llgly. Funcion antitumoral (FA) y retraso especifico
del crecimiento (REC) determinado para los tumores de los distintos tratamientos al dia 21 de
experimentacion (31,39).

Tratamientos n FA REC
Testigo 10 — -
{Agua destilada)

CDDP 5 843 01
4 mg/kg

Casiopeina ll-gli 5 1459 03
0.5 mg/kg

Casiopeina ll-gli 5 265 2
1 mg/kg

Cas llgly inhibe la proliferacion y alcanza todos los requerimientos de actividad antitumoral

evaluados. Sin embargo se observo que es irritante en la administracion intraperitoneal (31,39).

2.2.3 Actividad antineoplasica In Vivo de la Casiopeina® lll-ia en ratones

xenotransplantados subcutaneamente con células de carcinoma de colon humano HCT-15.

Para determinar si la Cas lll-ia aplicada intraperitonealmente ejercia una actividad antitumoral, se
calculé el volumen relativo tumoral (VRT), la funcién antitumoral, los dias en doblar el tamafio, el

retraso especifico del crecimiento y el indice mitético de los tumores y apoptotico de los tumores.

Con respecto al VRT, este indice demostro ser menor de una manera estadisticamente significativa
en los animales tratados con Cas lll-ia 6 mg/kg con relacion al testigo, a partir del dia 7 de
tratamiento (p=0.039), manteniéndose esta diferencia constante al dia 14 (p=0.016) y 21 (p=0.037)
de tratamiento. No hubo diferencias entre los otros grupos de tratamiento y el grupo testigo (Figura
30) (31,39).
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Figura 30. Cajas de valores extremos que representan el Volumen Relativo Tumoral (VRT) de los tumores originados del
transplante de HCT-15 en los dias 7, 14 y 21 de experimentacién y tratados con 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas lll-ia
3 (n=5) y Cas lll-ia 6 mg/kg (n=5). "Valor alejado mas de 3 desviaciones estandar respecto a la media.

Sumado a lo anterior, al analizar los dias que demora el tumor en doblar su tamafio con respecto al
testigo en los distintos grupos, el tratamiento con Cas lll-ia 6.0 mg/kg aumento estadisticamente este
indice (p=0.023). Por otra parte, ni CDDP ni Cas lll-ia 3.0 mg/kg mostraron retardar estadisticamente

el crecimiento tumoral (Figura 31) (31,39).
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Figura 31. Cajas de valores extremos que representan los dias en doblar el tamafio de los tumores originados del
transplante de HCT-15 y tratados con 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas lll-ia 3 (n=5) y Cas lll-ia 6 mg/kg (n=5).

Con respecto a la funcidn antitumoral, que debe ser menor a 42%, el unico tratamiento que alcanza
el requerimiento para este indice es Cas lll-ia 6.0 mg/kg, cuyo valor fue de 20.3. No obstante lo
anterior, ni uno de los grupos tratados alcanzé los requerimientos de retraso especifico de

crecimiento, que debia ser mayor o igual a 2 (Tabla 31) (31,39).
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Tabla 31. Efectos antitumorales In Vivo de Cas lll-ia. Funcién antitumoral (FA) y retraso especifico
del crecimiento (REC) determinado para los tumores de los distintos tratamientos al dia 21 de
experimentacion (31,39).

Tratamientos n FA REC
Testigo 10 - -
(Agua destilada)

CDDP 5 843 041
4.0 mg/kg

Casiopeina lll-ia 5 829 089
3 mg/kg

Casiopeina lll-ia 5 203 145
6 mg/kg

Cas lll-ia inhibe la proliferacion y dispara apoptosis en células HCT-15 transplantadas al raton
desnudo. No obstante, demostrd inducir peritonitis de manera dosis dependiente en la serosa
parietal y visceral (31,39).

2.2.4 Actividad antineoplasica In Vivo de las Casiopeinas® lll-ia, ligly y lll-La contra las
lineas tumorales humanas de préstata PC-3 y cérvico uterino HelLa transplantadas al raton

desnudo.

HelLa
Para determinar si la Cas lll-ia, ligly y lll-La aplicadas intraperitonealmente ejercian una actividad
antitumoral sobre Hela transplantada al ratén desnudo, se calculé el volumen relativo tumoral

(VRT), la funcién antitumoral, los dias en doblar el tamafio y el retraso especifico del crecimiento
(31).

Con respecto al VRT en los dias 8, 16 y 24 (Figura 32), s6lo se obtuvo diferencia estadisticamente
significativa en el dia 16 (P=0.028). Ademas, al realizar el célculo de intervalo de confianza, se
observé que esta diferencia sélo se manifestaba entre los distintos grupos de tratamiento con el

testigo, sin embargo, no se observaron diferencias estadisticas entre CDDP, ligly, lll-ia y Ill-La.
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Figura 32. Cajas de valores extremos que representan el Volumen Relativo Tumoral (VRT) de los tumores originados del
transplante de HelLa en los dias 8, 16 y 24 de experimentacion y tratados cada cuarto dia con agua destilada (n=5),
CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas lll-ia 6 mg/kg (n=5), Cas ligly 1 mg/kg (n=5), Cas lll-La 1.8 mg/kg (n=5). *Valor alejado entre
1.5y 3 desviaciones estandar respecto a la media. *Valor alejado mas de 3 desviaciones estandar respecto a la media.

Sumado a lo anterior, al analizar los dias que demora el tumor en doblar su tamafio en los distintos
grupos (Figura 33), ningun tratamiento demostrd aumentar este indicador de manera significativa
(P=0.11).
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Figura 33. Cajas de valores extremos que representan los dias en doblar el tamafio de los tumores originados del
transplante de Hela y tratados cada cuarto dia con agua destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas lll-ia 6 mg/kg
(n=5), Cas ligly 1 mg/kg (n=5), Cas lll-La 1.8 mg/kg (n=5). *Valor alejado entre 1.5 y 3 desviaciones estandar respecto a
la media.

Sin embargo y a pesar de los resultados estadisticos obtenidos con el volumen relativo tumoral y los
dias en doblar el tamafio, al calcular los indices de funcién antitumoral y retraso especifico de

crecimiento, se observo actividad antitumoral. El requerimiento de funcion antitumoral, que debe ser
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menor a 42%, fue cubierto por las Cas lll-ia y la Cas lll-La. Por otra parte, el requerimiento de
retraso especifico de crecimiento, que debe ser mayor o igual a 2, fue alcanzado por la Cas ligly y la
Cas lll-La (Tabla 32). Estos datos postulan a la Cas lll-La como la més activa sobre Hela, en este

modelo y esquema de tratamiento (31).

Tabla 32. Efectos antitumorales In Vivo de Cisplatino (CDDP), Casiopeinas® Ill-ia, ligly y lll-La. Funcién
antitumoral (FA) y retraso especifico del crecimiento (REC) determinado para los tumores de los distintos
tratamientos al dia 24 de experimentacion (31).

Tratamientos n FA REC

Testigo 5 - -
{Agua destilada)

CDDP 5 501 028
2.5 mg/kg

Casiopeina ll-gli 5 489 203
1 mg/kg

Casiopeina lll-ia 5 388 077
6 mg/kg

Casiopeina lll-La 5 338 27
1.8 mg/kg

Las Cas ligly, Ill-ia y lll-La tiene actividad antitumoral parcial sobre Hela transplantado al ratén
desnudo en las dosis utilizadas, siendo la Cas lll-La la droga que demuestra la mayor actividad,

hecho que se ve opacado por una ligera toxicidad (31).

PC-3
Para determinar si la Cas lll-ia, llgly y lll-La aplicadas intraperitonealmente ejercian una actividad
antitumoral sobre PC-3 transplantada al ratén desnudo, se calculd el volumen relativo tumoral (VRT),

la funcion antitumoral, los dias en doblar el tamafio y el retraso especifico del crecimiento.

Con respecto al VRT en los dias 8, 16 y 24 (Figura 34), y a los dias en doblar el tamafio (Figura 35)
no hay diferencias estadisticas entre los distintos tratamientos (P>0.05) (31).
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Figura 34. Cajas de valores extremos que representan el Volumen Relativo Tumoral (VRT) de los tumores originados del
transplante de PC-3 en los dias 8, 16 y 24 de experimentacién y tratados cada cuarto dia con agua destilada (n=>5),
CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas lll-ia 6 mg/kg (n=5), Cas llgly 1 mg/kg (n=5), Cas lll-La 1.8 mg/kg (n=5).
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Figura 35. Cajas de valores extremos que representan los dias en doblar el tamafio de los tumores originados del
transplante de PC-3 y tratados cada cuarto dia con agua destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas lll-ia 6 mg/kg
(n=5), Cas ligly 1 mg/kg (n=5), Cas Ill-La 1.8 mg/kg (n=5). Valor alejado mas de 3 desviaciones estandar respecto a la

media.

Sin embargo y a pesar de los resultados estadisticos obtenidos con el volumen relativo tumoral y los

dias en doblar el tamafio, al calcular el indice de Funcién antitumoral se observé que CDDP tenia

actividad antitumoral. El requerimiento de funcion antitumoral, que debe ser menor a 42%, fue

cubierto por la CDDP. Sin embargo, el requerimiento de retraso especifico de crecimiento, que debe

ser mayor o igual a 2, no fue alcanzado por ninguno de los tratamientos (Tabla 33) (31).
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Tabla 33. Efectos antitumorales In Vivo de Cisplatino (CDDP), Casiopeinas® lll-ia, ligly y lll-La. Funcion
antitumoral (FA) y retraso especifico del crecimiento (REC) determinado para los tumores de los distintos
tratamientos al dia 24 de experimentacion (31).

Tratamientos n FA REC
Testigo 5 - -
{Agua destilada)

CDDP 5 179 11
2.5 mglkg

Casiopeina ll-gli 5 581 06
1 mg/kg

Casiopeina lll-ia 5 717 14
6 mg/kg

Casiopeina lll-La 5 1907 1.2
1.8 mg/kg

Las Casiopeinas® no son activas sobre PC-3 transplantado al ratén desnudo (31).

2.3 Efecto antineoplasico y mecanismos de accion de la Casiopeina® ligly sobre el glioma C6

In Vitro e In Vivo.

El proposito de este estudio fue identificar agentes terapéuticos potenciales contra el glioma maligno.
Se investigo el efecto antineoplasico de la Casiopeina® ligly sobre el crecimiento del glioma C6 In
Vitro e In Vivo. La Casiopeina® ligly a bajas dosis inhibié la proliferacion celular del glioma C6,
induciendo muerte celular y la formacion de vacuolas autofagicas, también como la sobreexpresion
de las proteinas LC3, Beclin 1, Bax y Bid. Ademas de aumentar la actividad de caspasa 3 y la
translocacion nuclear de AlF y Endo G, sin afectar la fragmentacion endonucleosomal del ADN. In
Vivo la Casiopeina® lll-ia reduce el volumen tumoral también como los indices proliferativos y
mitoticos, aumentando el indice apoptotico. La toxicidad del farmaco sobre el higado, rifion y
corazon no fue evidente a las dosis ensayadas. Estos resultados soportan la hipotesis que la
Casiopeina® llgly puede ser un fuerte candidato para el tratamiento de glioma malignos en humanos
(45).
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Figura 36. Volumen del Glioma C6 Subcutaneo (Dia 21 de tratamiento) (45).
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Figura 37. Efecto antitumoral de Cas ligly In Vivo (45).
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2.4 Tumores espontaneos. Evaluacion clinica de la Casiopeina® lll-ia de un tumor mamario en

rata Wistar con la ayuda de la técnica PET.

El principal objetivo de este estudio fue la determinacién del efecto antitumoral de la Casiopeina® lll-
ia en un tumor espontaneo en una rata, con la ayuda de la técnica PET-['8F]-FDG. La diferencia en
la biodistribucién del trazador posterior al tratamiento intermitente con la Casiopeina® lll-ia es
evaluada al dia 20 y después de tres dias de tratamiento los dias 1, 5, 9 del experimento

considerando el dia “0” al dia de la primera tomografia (46).

En la Figura 38 se encuentran los tres estudios PET-['8F]-FDG realizados a la rata. En el primer
estudio (Figura 38a) se observa una zona hipermetabdlica localizada en la region axilar en su
porcion posterior que abarca tejidos blandos. Posterior al esquema de tratamiento (quimioterapia) se
observa una remision total de la lesion tumoral (Figura 38b). En la imagen de control (7 dias
después a la quimioterapia) existe un ligero incremento de la actividad metabdlica en el sitio de la
lesion tumoral (Figura 38¢). Los resultados obtenidos demuestran que el esquema de tratamiento

empleado (qd4 x 3) fue el adecuado, observandose una completa remisidn del tumor (46).

Figura 38. Estudios PET-['®F]-FDG realizados a la rata. a) lesién tumoral, b) estudio Post-tratamiento y c)
Imagen de control.

Los logros alcanzados hasta este instante son muy alentadores ya que demuestran la gran
efectividad que posee la Casiopeina®lll-ia frente a tumores mamarios espontaneos en ratas. Aunado
a esto se logré con éxito la adecuacion de la cdmara PET para su uso en animales de laboratorio

mediante un protocolo de cerebro humano para adquisicién de datos (46).
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Capitulo lll. Mecanismos de Accioén

3.1 Modelos

Las Casiopeinas® ligly y Ill-ia han mostrado actividad antiproliferativa In Vivo e In Vitro. Muchos de

estos efectos estan relacionados con alteraciones en el ADN. A continuacién se presentan dos

modelos para el mecanismo de accién de las Casiopeinas®:

Tabla 34. Propuestas de modelos para los mecanismo de accién de dos Casiopeinas®.

Modelo

Casiopeinas

lll-ia

Interaccion con adenina y
DNA

1. Interaccionar con dos moléculas de adenina, a través de apilamiento 1 entre
los sustituyentes bipiridina y/o fenantrolina del complejo metalico. Mediante la
formacién de complejos por apilamiento.

Modelo

ll-gly | lll-ia

Produccion de radicales
libres

Estos farmacos, pueden intervenir en reacciones de 6xido-reduccion de tipo
Fenton y Haber-Weiss en las que el cobre puede participar por lo que muy
probablemente provocan dafio por radicales libres.

La Casiopeina® ligly posee actividad nucleasa relacionada con la generacion
de especies reactivas de oxigeno (OH)

3.2 Evaluaciéon de los rompimientos en el ADN inducidos por la Casiopeina® ligly en

leucocitos humanos de sangre periférica.

En el siguiente trabajo se evalu el efecto de la Casiopeina® ligly sobre la viabilidad celular, dafio y

reparacion al ADN, en leucocitos humanos tratados con diferentes concentraciones de este

compuesto.

Los resultados en los cuatro donadores muestran un comportamiento similar. A las tres horas

después de haber dado el tratamiento, hay una disminucién gradual en la viabilidad celular a medida

que aumenta la concentracién (Tabla 35) (47). Un efecto parecido se ha reportado en células de

carcinoma ovarico CH1 y células de leucemia murina L1210 y concuerda también con estudios

realizados con otros compuestos quimicos que inducen muerte celular (42).
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La electroforesis unicelular en gel muestra que la exposicion a la Casiopeina® induce dafio al ADN,
que se refleja en el incremento de la longitud de los cometas, asi como en la aparicion de células
con dafio total, ambos con un comportamiento dependiente de la concentracion (Figura 39). Lo
anterior indica que este compuesto ejerce un efecto citotdxico y puede inducir rompimientos de
cadena sencilla producidas por lesiones que bajo condiciones alcalinas son transformados a
rompimientos o bien, sitios donde una lesion se repara. Al comparar el grupo testigo (sin
Casiopeina®) con el tratado (prueba de U de Mann-Whitney) se observa un incremento en la
magnitud del dafio cuando las concentraciones también se incrementan. Se ha reportado que
comportamientos de este tipo pueden estar relacionados con un efecto directo del compuesto con el

ADN para inducir rompimientos (47).

Tabla 35. Viabilidad celular (%) de leucocitos tratados 3 horas con Casiopeina®.

D1 = Hombre 24 afios, D2 = Mujer 23 afios, D3 = Hombre 58 afios, D4 = Mujer 50 afios.

Casiopeina®llgly D1 D2 D3 D4
Testigo 100 100 100 100
1.43 pg/ml 95 98 99 98
2.75 ug/ml 94 93 98 98
417 pg/ml 86 93 93 96
8.35 ug/ml 45 85 91 89
16.00 pg/ml 44 75 88 86
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Figura 39. Distribucion de la longitud de los cometas de los 4 donadores tratados con diferentes
concentraciones de Casiopeina®ligly durante 3 horas. (a) P<0.05, (b) P<0.01, (c) P<0.001

Cuando las células fueron expuestas de 10 a 60 minutos, se observa que hay diferencias
estadisticas a partir de 20 minutos de exposicion (Figura 40), con comportamiento dependiente del
tiempo. Con respecto a la cinética de reparacion los resultados no muestran disminucién en la

longitud de los cometas (Figura 41).

Rlo. de
coOMmetas

Rhlo. de cometas

&0

050 30
50 -
Mgy T 10 aa Tiempo
Longitud del [miutes] . 5T (minutas]
cometa (pm) Longitud del cometa
{pm)

Figura 40. Distribucién de la longitud de los cometas de 2 donadores tratados con 8.35 ug/ml de Casiopeina®
llgly con respecto al tiempo. (a)P<0.001
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Figura 41. Distribucion de la longitud de los cometas de leucocitos humanos tratados con 8.35 pg/ml durante
1 hora a diferentes tiempos de reparacion. (a) P<0.001

Los resultados de viabilidad indican que la Casiopeina® ligly ejerce un efecto citotdxico. Por otro
lado, el incremento en la longitud de los cometas muestra un efecto dependiente de la concentracion
y del tiempo donde, el dafio en el ADN no es reparado por completo cuando se dan 180 minutos de

recuperacion después del tratamiento (47).

3.3 Mecanismo de citotoxicidad de la Casiopeina® ligly.

En esta investigacion se observé que las Casiopeinas® se unen al ADN, con una alta afinidad, para
degradar a los acidos nucléicos ADN y ARN, en presencia de agentes reductores como el &cido
ascorbico. Aun en condiciones severas de lavado la unién permanece. La Casiopeina® ligly en
presencia de ascorbato fue capaz de degradar al ARN, al ADN genémico y plasmico y al material
genético de tipo cromatico e intranuclear.

También fue posible observar la formacion de la proteina 8-oxodG en células que estuvieron
expuestas a la Casiopeina® ligly, esto sugiere que la generacion de especies reactivas de oxigeno
son la causa mayor de la citotoxicidad de estos compuestos. También fue posible reafirmar su alta

toxicidad y su actividad antineoplasica (48).

En otro trabajo, se demostrd que la Casiopeina® ligly es capaz de provocar dafio oxidativo citosolico.
El dafio oxidativo fue evaludado en células HelLa de acuerdo al protocolo desarrollado por Goossens
y sus colaboradores en 1995. Se monitorearon las células con el colorante dihidrorodamina 123 en

sus formas oxidada y reducida, asi como la disminucion de defensas antioxidantes endogenas
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reducidas como el glutation (encargado de proteger a la célula de cualquier dafio oxidativo) y el rol
protector del antioxidante exdgeno, dimetil sulfoxido DMSO. Para evaluar la capacidad de éste
farmaco a inducir dafio oxidativo, la Casiopeina® ligly se administré a las células en sus dos posibles
formas, oxidada (Cu(ll)) y reducida (Cu(l)) estas ultimas en presencia de &cido ascérbico. Se
observé una reaccion redox similar a la de Fenton y Haber-Weiss. La Casiopeina® fue capaz de

provocar un agotamiento de glutation enddgeno reducido lo que provocd un dafio oxidativo (49).

La informacion acerca de la quimica redox de las Casiopeinas® aun no es del todo clara, por lo que
no ha sido posible saber si estos compuestos son realmente capaces de generar radicales hidroxilo
In Vivo, sin embargo, los ensayos realizados en este trabajo sugieren que el mecanismo de
citotoxicidad de la Casiopeina® llgly, esta relacionado con la generacion de especies reactivas de
oxigeno. Uno de estos ensayos demuestra que éste farmaco inhibe fuertemente la proliferacion de
las células Hela.; este efecto se observd a través de la reduccion del cobre, atomo central de la
Casiopeina®, mediado por el acido ascérbico. Por otro lado la presencia del DMSO, contribuye a la
prevencion de la citotoxicidad por parte de la Casiopeina®, por ello se propuso que este farmaco
provoca la muerte celular a través de un mecanismo que involucra la produccion de radicales
hidroxilo (49).

3.4 Mecanismo de toxicidad de las Casiopeinas® en las funciones mitocondriales.

Para elucidar los mecanismos de toxicidad subcelular y bioquimico de las Casiopeinas®, se
expusieron mitocondrias aisladas de varias células de rata (Wistar) de higado, rifién, corazén y
hepatoma AS-30D a estos farmacos para medir los indices de respiracion, gradiente de H* y las
actividades del succinato, la 2-oxoglutarato deshidrogenasa y la ATP-asa. Los resultados mostraron
que las mitocondrias del higado, rifién y hepatoma fueron sensibles a la Cas ligly; en cambio las de
corazén fueron mas resistentes. También fue posible observar que las Casiopeinas® pueden
interactuar directamente con la mitocondria aislada o intacta en las células provocando efectos como
inhibicion de la fosforilacion oxidativa y eventualmente una diminucion en ATP. El problema que
surge a partir de estos estudios es que se observé que las Casiopeinas® no fueron solo especificas

para las mitocondrias tumorales sino que también afectaron a las mitocondrias sanas.
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La administracion intraperitoneal o intravenosa de las Casiopeinas® en ratas provocd una
acumulacién de estos farmacos en diversos érganos, principalmente en higado, rifién y corazon. La
microscopia electrénica de estos drganos demostrd alteraciones morfologicas severas a la

mitocondria (50).

En otro trabajo se evalud la relacion entre la proliferacion celular, las tasas de glicdlisis y la
fosforilacion oxidativa en células tumorales humanas, Hela y de raton, AS-30D. Se observo en un
medio con glutamina mas glucosa, que ambas lineas celulares crecieron Optimamente. La
mitocondria fue la fuente predominante del ATP en ambos tipos de células (66-75%) a pesar de la
glicolisis activa. En un medio de glutamina libre de glucosa la proliferacion de ambas lineas celulares
disminuy6 un 30% pero la fosforilacion oxidativa y el nivel de ATP citosélico aumentaron un 50%. En
un medio de glucosa libre de glutamina, la proliferacion celular, la fosforilacién oxidativa y la
concentracién de ATP disminuyeron drasticamente, aunque las células eran viables. La oligomicina
en un medio con glutamina mas glucosa, abolié el crecimiento de ambas lineas celulares, indicando
asi un rol esencial del ATP mitocondrial para un avance tumoral. Los supuestos inhibidores
mitocondriales: rodaminas 123 y 6G, asi como Casiopeina® ligly inhibieron la proliferacién celular del
tumor, la fosforilacion oxidativa y la gliclisis. El crecimiento de ambas lineas tumorales fue
altamente sensible a las rodaminas y a la Cas ligly con valores de Clso para células HeLa menores a
0.5 uM, lo que nos dice que estos farmacos no afectan la viabilidad y la proliferacién de los linfocitos
humanos (Clso » 30uM). Ademas las rodaminas 6G y la Cas ligly a dosis micromolares prolongaron
la sobreviviencia de animales inyectados peritonealmente con AS-30D. Concluimos que el rapido
crecimiento de las células tumorales tiene un metabolismo predominantemente de tipo oxidativo, el

cual puede ser un blanco terapéutico muy eficaz (51).

En ofras investigaciones se estudio el dafio mitocondrial sobre la linea celular humana A549
(adenocarcinoma de pulmén) después de un tratamiento de 6 horas con 5 uM de Casiopeina® ligly.
Los resultados obtenidos sugieren que el principal mecanismo de accién contra A549 es el dafio al
ADN mitocondrial, seguido de un desbalance en la expresién de apoproteinas de la cadena

respiratoria y la sobreproduccion mitocondrial de Oy-.
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El cisplatino induce un pequefio decremento en los niveles de glutation intracelular reducido (GSH)
contra A549, mientras que la Cas llgly consume drasticamente el glutation reducido (GSH) a su

forma oxidada (GSSG) en muy pocas horas de tratamiento.

La eficacia de la Cas ligly fue notablemente potenciada cuando esta se combiné con inductores de
la disminucion de GSH, como BSO (L-butionina sulfoximina) y 2',5’-DHC (2',5-dihidroxicalcona) (43).

3.5 Influencia del metabolismo en la actividad antiproliferativa y apoptética del quelato mixto

de cobre Casiopeina® lll-ia en tres lineas tumorales y en linfocitos humanos.

A fin de evaluar la influencia del metabolismo en la actividad antiproliferativa se empleé la adicion de

factor microsomal y se lograron los siguientes objetivos:

+¢ Evaluar la influencia del metabolismo en la actividad antiproliferativa de la Casiopeina® Ill-ia
utilizando la técnica de Sulforrodamina B en las tres lineas tumorales SK-LU-1, HeLa, MCF7
y linfocitos humanos aislados.

+¢ Evaluar la influencia del metabolismo en la capacidad apoptotica de la Casiopeina® lll-ia
comparando por medio de dos técnicas Inmunohistoquimicas (proteinas anti/pro-apoptéticas
y TUNEL) en tres lineas tumorales SK-LU-1, HeLa, MCF?7 y linfocitos humanos aislados.

+¢ Evaluar si la Casiopeina® lll-ia produce efectos diferentes sobre la actividad antiproliferativa

de lineas de células tumorales y células sanas (linfocitos) (68).

Se concluyo lo siguiente:

+«¢+ La viabilidad celular determinada por Ki67 y por Sulforrodamina B, muestra que la
Casiopeina® lll-ia es mas activa que el Cisplatino en las tres lineas evaluadas (p<0.01).

+¢+ La adicion de la fraccion microsomal influye en la actividad de los dos farmacos, en el caso
de la Casiopeina® lll-ia, disminuye la viabilidad de forma significativa (p<0.01) a las
concentraciones mas altas (1.0 y 10 mg/mL) de estas mismas concentraciones sin

activacion metabdlica.
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En la evaluacién inmunohistoquimica, tanto el cisplatino como la Casiopeina® lll-ia
produjeron la expresién de Bcl2 y Bax solo en las primeras dosis (0.01 y 0.1 mg/mL), lo cual
probablemente implique una respuesta de defensa en la células desencadenando la via
apoptdtica mitocondrial.

La presencia de activacién metabolica hace que esta expresion se produzca desde la dosis
mas baja en concordancia con los ensayos de viabilidad.

La activacion de Caspasa 3 se produce a partir de las dosis 1y 10 mg/mL, lo que sugiere la
ejecucion de la apoptosis.

Debido a que esta Caspasa puede ser activada por diversas vias no se descartan la
participacion de vias alternas, por lo que se sugiere medir citocromo C y otros marcadores
para dilucidar las vias involucradas.

Con éstas técnicas y usando la Clso se confirma de modo contundente la apoptosis inducida
por la Casiopeina® Ill-ia.

La mayor actividad apoptética y antiprolifarativa en orden decreciente fue: HeLa>SK-LU-
1>MCF-7 >Linfocitos (68).
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Capitulo IV. Toxicidad

Actualmente los estudios de toxicidad constituyen una parte muy importante dentro del desarrollo de
un nuevo farmaco. El objetivo de éstos es evaluar el riesgo o peligro potencial que un agente
quimico o fisico puede ocasionar sobre la salud humana cuando es objeto de exposiciones agudas o
cronicas. Los estudios preclinicos de toxicidad, son necesarios y tienen gran importancia en los
programas de identificacion y eleccién de los farmacos a desarrollar, por tal razén, deben ser

aplicados a todos los compuestos quimicos que presenten algun interés de tipo bioldgico.

Los estudios de toxicidad aguda se pueden definir como el analisis de los efectos adversos
ocurridos después de la administracidn o exposicion de una sola dosis de alguna sustancia.

Los ensayos agudos implican la administracion de la sustancia a evaluar en una sola ocasién para la
determinacion de la DLso (ensayo de 24 hrs. y control de sobrevivientes durante 7-15 dias), dos

especies (normalmente ratas y ratones), dos vias de administracion (una es la via de uso prevista).

Estos estudios, se realizan con el fin de caracterizar los efectos bioldgicos agudos de un compuesto
quimico; no sdlo su letalidad, sino también los 6rganos principalmente afectados y los signos
clinicos, de tal manera que los pacientes intoxicados puedan ser diagnosticados y tratados de
manera adecuada, ademas, proporcionan informacion de utilidad para el disefio y seleccion de las
dosis en estudios méas prolongados. Los estudios preclinicos de toxicidad, son necesarios y tienen
gran importancia en los programas de identificacion y eleccion de los farmacos a desarrollar, por tal
razén, deben ser aplicados a todos los compuestos quimicos que presenten algun interés de tipo

bioldgico.

4.1 Toxicidad aguda en rata y raton de la Casiopeina®ligly y lll-ia.
Los animales inyectados se mantuvieron durante 15 dias en observacion para evaluar su signologia,
la determinacion de la Dosis Letal 50 (DLso) se llevo a cabo considerando so6lo a aquellos animales

que murieron durante las 24 hrs. postadministracion de la Casiopeina® lll-ia los resultados fueron

evaluados mediante el programa Log Probit Analysis (52).
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Tabla 36. Determinacion de la dosis letal (DLso y DLeo) de la Casiopeina®lll-ia en raton (52).

Raton ICRJ ICR?

Via de IP v IP v
administracion mo/Kg mo/Kg mg/Kg mo/Kg
DLso 24.68 12.78 32.33 12.82
Limite superior 27.14 13.83 33.81 14.21
Limite inferior 17.63 11.83 30.74 1145
DLgo 27.68 14.87 34.61 15.84
Limite superior 53.42 18.76 41.64 20.47
Limite inferior 25.01 13.61 33.02 14.12

Tabla 37. Determinacion de la dosis letal (DLso y DLgo) de la Casiopeina® lll-ia en rata (52).

Rata Wistar & Wistar

Via de IP v IP v
administracion ma/Kg maiKg maiKg maiKg
DLso 14.36 5.51 19.93 5.96
Limite superior 14.94 6.85 21.25 7.31
Limite inferior 13.41 4.02 18.43 4.7
DLso 15.44 7.73 22.53 8.07
Limite superior 18.36 13.34 2711 15.27
Limite inferior 14.76 6.21 20.99 6.57




Tabla 38. Determinacion de la dosis letal (DLso y DLeo) de la Casiopeina®ligly en rata (52).

Rata Wistar & Wistar

Via de IP v IP v
administracion mo/Kg mo/Kg ma/Kg mo/Kg
DLso 8.46 7.83 8.83 8.89
Limite superior 9.95 8.69 9.8 7.47
Limite inferior 7.16 6.91 7.94 10.41
DLgo 11.61 8.88 10.69 12.1
Limite superior 17.64 13.28 14.13 18.78
Limite inferior 9.7 8.05 9.55 10.15

Tabla 39. Determinacion de la dosis letal (DLso y DLgo) de la Casiopeina®ligly en raton (52).

Raton ICRJ ICR?

Via de IP v IP v
administracion mo/Kg mo/Kg mg/Kg mg/Kg
DLso 15.59 15.5 15.67 15.3
Limite superior 17.43 16.82 17.29 16.01
Limite inferior 13.53 13.51 14.13 14.59
DLgo 19.79 17.95 17.71 16.18
Limite superior 26.64 22.61 24.07 18.37
Limite inferior 17.44 16.46 16.16 15.51




4.2 Hematotoxicidad en ratas por la Casiopeina®ligly.

Este trabajo consistié en observar los efectos hematotoxicos de la Casiopeina® ligly en ratas. Se
utilizaron ratas de la cepa Wistar, utilizando esquemas de aplicacion de dosis de 1,3 y 5 mg/Kg a 12
horas para evaluar la respuesta hematol6gica posterior a la administracion de la Casiopeina® ligly.
El mayor efecto toxico observado, atribuido a la administracion de una dosis simple intravenosa de
éste farmaco (5mg/Kg) en la rata Wistar, fue una anemia hemolitica debida a un dafio directo de
eritrocitos. Probablemente esta anemia se deba al estrés oxidativo causado por las especies
reactivas de oxigeno (ERO) generadas a partir de la reduccién del cobre de la Casiopeina®. Se
observo que una de las estructuras mas sensibles a las ERO es la membrana celular de los

eritrocitos (53).

(B) &

Figura 42. Microscopia electronica. (A) Eritrocitos (E) y células de endotelio (EC) normales, con diferentes formas (B)
Doce horas después de la administracion, se observa el dafio en EC y E (C) Cinco dias después de la administracion,
dafio en E y linfocitos (L) pueden observarse (D) Quince dias después de la administracion las células dafiadas de E y
EC se pueden observar muy densas.
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4.3 Estudios de los efectos toxicos de las Casiopeinas® ligly y lil-ia en perros.

Se realizaron estudios preclinicos para evaluar los efectos toxicos agudos en perros de las
Casiopeinas® llgly y lll-ia. Se estudiaron los efectos tdxicos agudos que pueden ser producidos por
diferentes dosis de Casiopeinas® ligly y lll-ia administradas en perros clinicamente sanos, los cuales
se evaluaron a través de un monitor fisiolégico, hemograma, bioquimica sanguinea, urianélisis,

equilibrio acido-base, necropsia, histopatologia y microscopia electrénica

Después de la administracion de dosis altas de Casiopeinas®, la muerte del perro sucede en un
lapso de 20 a 40 min. Los resultados observados en el fisiografo con respecto a la funcion
cardiovascular, indican disminucion repentina de la frecuencia cardiaca (figura 43), presion arterial
(figura 44), y en el electrocardiograma se observa inversion de la onda T, lo cual nos esta indicando
hipoxia al miocardio. Con respecto a la funcion respiratoria se aprecia disminucion del CO2 expirado
(figura 47), aumento en la frecuencia respiratoria inicial seguida de la disminucién abrupta (figura
45) y disminucion de la saturacion de oxigeno (figura 46), lo cual nos indica insuficiencia
respiratoria. Los signos clinicos que muestra el perro minutos antes de morir corresponden a disnea,
cianosis y edema pulmonar marcado con expulsion de liquido por la sonda endotraqueal. En el
hemograma, el hallazgo més frecuente es una disminucién en los leucocitos (figura 48) circulantes
en comparacion con la muestra control, esta leucopenia puede estar asociada a la marginacion de
los neutréfilos secundaria a la activacion del endotelio capilar o a la liberaciéon de factores
endoteliales quimiotacticos. En la bioquimica sanguinea y el urianélisis no se encontraron diferencias
Los gases sanguineos nos indican una ligera acidosis respiratoria determinada por la disminucion
del pH (figura 49) y aumento de la PCO; (figura 50). (53-55).

Los hallazgos méas importantes en la necropsia se localizan en aparato respiratorio, observandose
en traquea, bronquios primarios y secundarios abundante espuma blanquecina. Los I6bulos
pulmonares no colapsan y tienen aspecto edematoso, a la superficie de corte se aprecia material
transparente gelatinoso alrededor de los vasos sanguineos. Histopatoldgicamente los hallazgos més
relevantes se aprecian en aparato respiratorio, encontrandose en todos los l6bulos pulmonares a
nivel de las arteriolas separacion marcada de la tinica adventicia y de la capa media, asi como

desarreglo de las fibras de colageno. En algunas areas los espacios alveolares tienen en su interior

80



material ligeramente eosinofilico dichos hallazgos pueden indicarnos que el edema pulmonar es
provocado por incremento en la presién hidrostatica secundario a insuficiencia cardiaca.

Ultraestructuralmente se aprecia marcado desarreglo de las miofibrillas, las mitocondrias estan
aumentadas de tamafio y hay pérdida de las crestas mitocondriales. Esto nos indica probablemente
que las Casiopeinas® estan afectando directamente a las mitocondrias de las células musculares,
desencadenando asi insuficiencia cardiaca aguda (53-55). El mecanismo por el cual las
Casiopeinas® pueden dafiar las mitocondrias del corazén no se conoce con precisién, sin embargo,

estudios publicados sugieren que la produccion de radicales libres puede jugar un papel importante
(50).

Figura 43. Gréfica Disminucion de la frecuencia cardiaca.
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Figura 44. Grafica Disminucion de la presion arterial.

200 4
180 —

160

140 4 /IJ_

120 I““—I_L-ﬂ‘j_l. L ﬁ
100 T
I CAZ Nclo CAZ R w

&0 o

60 o

0~ l

20 o —

04 J— \\\l

=0
T T T T T T
1] 20 4o G0 g0 100

Figura 45. Gréfica Disminucion de la frecuencia respiratoria.
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Figura 46. Gréafica Oximetria. Disminucién en la saturacion de oxigeno.
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Figura 47. Grafica Capnografia. Disminucion en la PCO> expiatoria.
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Figura 48. Gréafica Hemograma. Disminucion en la cantidad de leucocitos.
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Figura 49. Gréfica Gasometria. Disminucion del pH, acidemia.
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Figura 50. Aumento de la PCO; arterial. Acidosis respiratoria.
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Los resultados sugieren que las Casiopeinas® afectan directamente a mitocondrias del musculo
cardiaco, lo cual disminuye el aporte energético produciendo asi insuficiencia cardiaca aguda. El
edema pulmonar se presenta de manera secundaria por incremento en la presion hidrostatica en el
lecho capilar pulmonar. Finalmente la muerte ocurre por insuficiencia cardio-respiratoria (53-55).
También se pudo observar que el carvedilol puede ser utilizado para evitar los severos efectos
adversos a altas dosis de Casiopeinas®.

La dosis letal 99 calculada fue de 200 mg/m2 y 160 mg/m2 para las Casiopeinas® lll-ia y ligly

respectivamente (53-55).

4.4 Cardiotoxicidad de las Casiopeinas®.

En este trabajo se estudio el dafio al corazén que pueden provocar las dos Casiopeinas® mas
importantes hasta ahora (llgly y lll-ia). Se utilizaron corazones de ratas, los cuales fueron
perfundidos con glucosa, octanoato o glucosa mas octanoato a diferentes concentraciones de
ambas Casiopeinas®. En los corazones perfundidos con glucosa mas octanoato, sendas
Casiopeinas® disminuyen el trabajo cardiaco y el consumo de oxigeno con concentraciones
inhibitorias (Clso) de 4 para la ligly y 4.6 uM para la lll-ia, después de una hora de perfusion. Las

Casiopeinas® fueron considerablemente menos toxicas que el adriamycin (Clsp=2.6 M) (un
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cardiotoxcio y antineoplasico muy conocido, con uso clinico. En un pecho abierto de un animal, el
cual es un mejor modelo fisioldgico que un corazén aislado, se administrd 1 uM de Casiopeina® ligly
y se observd que es inocuo en comparacion al adriamicin que induce un efecto cardiotoxico fuerte
(56).

4.5 Reprotoxicidad y teratogenicidad.

4.5.1 Toxicidad reproductiva masculina de la Casiopeina®ligly.

El objetivo en el presente trabajo fue determinar el efecto toxico reproductivo de la administracion
intraperitoneal (i.p.) de la Casiopeina®ligly en el raton.

El peso testicular mostrd una disminucién significativa en la dosis de 0.55 mg/kg; el peso de la
vesicula seminal y epididimo aumentaron en la dosis 1.1 mg/kg; el peso de glandulas adrenales
disminuyeron significativamente en las dosis de 0.55 y 1.1 mg/kg; el peso de la glandula coagulante
disminuy¢ significativamente en la dosis de 2.2 mg/kg; finalmente con respecto al peso de la prostata
en la dosis de 0.55 mg/kg disminuy6 y en la de 1.1 mg/kg aumenta significativamente. Para la dosis
de 2.2 mg/kg, no se obtuvieron prostata, vesicula seminal ni tampoco glandulas coagulantes como
adrenales, debido a que todos los 6rganos se encontraban pegados lo cual imposibilité su diseccion
(57).

Tabla 40. Efecto de la Casiopeina® ligly sobre el peso de o6rganos después de 60 dias de
tratamiento (media + E.E) (57).

Dosis (mg/kg) 0.0 0.55 1.1 2.2

N 8 9 9 4
(F;SSO Testiculo promedio 1343+ 47 1094+91* | 130.0+96 | 1144+ 200
(F;SSO Epididimo promedio 574+ 24 1.7+ 17 686+35 | 562+96
Peso Vesicula seminal (g) 123.6 £ 10.81 152.6 £ 16.2 163.1 £ 15.6*

Peso Prostata (g) 614+7.1 456 £ 5.0 83.8+12.1*

Peso  glandula  adrenal 6.3+ 0.5 42+ 0.1 47+ 02

promedio (g)

(F;SSO Glandula coagulante 834+35 60.9+ 7.6 $14+113 | 329+47"

*P<0.05 Vs. testigo con “t” de Student
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La viabilidad espermatica disminuy® significativamente en las dosis 1.1y 2.2 mg/kg de Casiopeina®
lIgly. La movilidad disminuy6 en las dosis 0.55, 1.1y 2.2 mg/kg sin ser significativas, mientras que la
concentracion espermatica aumenté en la dosis 0.55 mg/kg pero no es significativa, disminuyendo

en las dosis de 1.1y 2.2 mg/kg sin ser significativa (57).
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Figura 51. Gréfica del porcentaje de Figura 52. Grafica de conteo de
espermatozoides viables y méviles de ratones espermatozoides en ratones tratados con
tratados con diferentes concentraciones de Cas diferentes concentraciones de Cas ligly
ligly durante 60 dias. durante 60 dias

Tabla 41. Efecto de la Casiopeina® ligly sobre las concentraciones de Testosterona y Progesterona
en ratones tratados durante 60 dias (los datos representan la media * el error estandar). Las
concentraciones de testosterona y progesterona no presentaron diferencias significativas (57).

Hormona esteroide Dosis (mg/Kg) Casiopeina®ligly
0.0 0.55 1.1 2.2
Progesterona (ng/ml) 2.168 + 1.046 0.712 £ 0.355 0.326 £ 0.072 1.01 £ 0.608
Testosterona (ng/ml) 0.885+0.38 0.889 + 0.181 0.554 £0.123 | 0.379+0.085
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La produccion de espermatozoides en los ratones no se vio afectada por el tratamiento con
Casiopeina® ligly, sin embargo si se vio afectada la calidad (viabilidad y movilidad). La disminucion
en la movilidad espermatica puede deberse a dafio en las mitocondrias que se encuentran en la
parte media del espermatozoide y que son las responsables producir la energia para el movimiento
del flagelo. Se sabe que la Casiopeina® ligly puede inducir dafio mitocondrial (50). De igual manera
el dafio a las mitocondrias pudo ser lo suficientemente grande como para matar al espermatozoide.
Con relacion a las variaciones hormonales observadas se puede sospechar que la Casiopeina® ligly
puede estar actuando como un disruptor endocrino, sin embargo habria que realizar mas estudios

para comprobarlo (57).

4.5.2 Efecto teratogénico causado por la Casiopeina®lll-ia en embriones y fetos de

raton de la cepa CD-1

La Tabla 42 muestra los resultados de las alteraciones en el desarrollo de las camadas de las
hembras tratadas con la Casiopeina®|ll-ia. En ésta, es notorio que en el grupo al cual se le aplico la
dosis de 7 mg/kg, el parto en las gestantes se anticipd y ademas el numero de implantaciones
disminuyé considerablemente. Por otro lado se observo que a proporcion de fetos hembra respecto
a los machos fue mayor en todos los grupos. Al analizar el nimero de reabsorciones se encontrd
que estas aumentaron conforme se incrementé la dosis de Casiopeina® lll-ia, mientras que el peso

por camada y feto disminuyd, teniendo que una camada se reabsorbi6 en su totalidad (58).

88



Tabla 42. Datos de la reproduccién materna y fetal para ratones hembra CD-1 tratadas con

diferentes dosis de Casiopeina®lll-ia durante los dias 6 a 15 de gestacion (58).

Dosis en los dias 6-15 de gestacién (mg/kg)

Testigo (-) 1.75 3.5 7.0
Hembras prefiadas 6 10 8 10
Hembras con parto adelantado 0/6 0/10 0/8 5/10*
No. Hembras con fetos vivos 6/6 10/10 8/8 5/10
No. de implantaciones 83 139 110 74
Implantes / camada (mediazt d.e.) 13.83 £2.67 13.9+1.81 13.75+1.4 123+£1.9
Total de fetos vivos 44738 76/ 59 67/ 39 44/ 15
(hembra/macho) (1.15/1) (1.3/1) (1.7/1) (2.9/1)*
Fetos vivos/camada (%) 98.80 97.12 96.36 79.72
No. de reabsorciones 1 4 4 15
Camada con reabsorciones (%) 1/6(16.6) 3/10(33.3) 3/8((37.3) 4/10 (40.0)*
Camadas totalmente reabsorbidas 0 0 0 1/10
Reabsorciones tempranas/camada 1/6 4/10 4/8 5/ 10%
Reabsorciones tardias / camada 0 0 0 10/ 4*
Peso/camada (g) 17.94 + 3.09 18.05+2.9 16.9 +3.19 11.11 +4.8*%
Peso/feto (g) 1.42+0.35 1.33 £0.18 1.27+0.25 0.87 £0.21*

*P<0.05 Vs. el testigo.

En la Tabla 43 se muestran las malformaciones esqueléticas detectadas. Estas muestran un efecto
dosis-respuesta. La osificacion tardia en craneo es muy alta en la dosis de 7 mg/kg, ademas de ser
el unico grupo que la presentd. En extremidades delanteras (falanges proximales) se encontraron 11
de 110 fetos con osificacion tardia en el grupo tratado con 3.5 mg/kg al igual que en extremidades
traseras (falanges proximales) con 6 de 110. La ausencia de puntos de osificacion en las
extremidades delanteras y traseras (falanges distales y proximales) fue vista Unicamente en el grupo
de 7 mg/kg.

Los fetos con esternebras asimétricas fueron encontrados en todos los grupos aumentando al igual
que la dosis, las esternebras en forma de pesa fueron mayores en la dosis de 3.5 mgl/kg, las
asimétricas/forma de pesa sélo se vieron en la dosis mas alta, las esternebras desplazadas fue un
solo caso en las dosis de 1.75 y 3.5 mg/kg, las esternebras rudimentarias se encontraron en los 3
grupos tratados aumentando conforme a la dosis aplicada, las esternebras bifurcadas sélo se
encontraron en la dosis de 3.5y 7 mg/kg, las esternebras con grieta/doble-apariencia se vieron en la
dosis de 7 mg/kg el porcentaje fue elevado (36.4%), mientras que el segmento extra fue visto en las
dosis de 3.5y 7 mg/kg, en 2 casos, y la ausencia de esternebras fue mayor en la dosis de 3.5 mg/kg.
El craneo aplastado sélo fue anormal en fetos del grupo tratado con la dosis més alta. Hubo

vértebras desplazadas sélo en la dosis de 3.5 mg/kg, las costillas cortas fueron vistas en las dosis de
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3.5 mg/kg y con mayor frecuencia en la dosis de 7 mglkg, las costillas extra se encontraron en la
dosis de 3.5 mg/kg, costillas corta/extra fueron més frecuentes en la dosis de 7 mg/kg y costillas

ausentes sélo en las dosis de 3.5 mg/kg (58).

Tabla 43. Malformaciones esqueléticas en fetos de ratones hembra CD-1 tratadas con diferentes
concentraciones de Casiopeina® lll-ia durante los dias 6 a 15 de gestacion (58).

Dosis diarias (mg/kg)

Observacion Testigo (-) 1.75 3.5 7.0
No. de fetos examinados por camada  82/6 135/10 110/8 74/10
No. fetos con osificacion tardia

Craneo - - - 41/74
Extremidades delanteras

Falanges proximales - - 11/110 -
Extremidades traseras

Falanges proximales - - 6/110 -

No. fetos con ausencia
Extremidades delanteras

Falanges distales - - - 30/74
Falanges proximales - - - 30/74
Extremidades traseras

Falanges distales - - - 41/76
Falanges proximales - - - 41/76

Anormalidades esqueléticas
No. fetos con anormalidades (%)

Esternebras

Asimétricas 18.3 38.5 39 39.2
Forma de pesa - - 31 23
Asimétricas/forma de pesa - - - 8.1
Desplazadas - 0.74 0.9 -
Rudimentarias - 1.5 5.5 16.2
Bifurcada - - 8.2 10.8
Grieta/doble apariencia - - - 36.4
Segmento extra - - 2 2.7
Ausencia - - 21 13.5
Craneo

Aplastado - - - 2.7
Vértebras

Desplazadas - - 3.6 -
Costillas

Corta - - 3.6 9.5
Extra - - 2.7 -
Corta/extra - - 2.7 9.5
Ausencia - - 9 -

Como resultado de la investigacion podemos decir que la Casiopeina® Ill-ia mostr6 inducir toxicidad

materna, debido a que en las hembras prefiadas tratadas con la dosis de 7mg/kg durante los dias 6
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a 15 de gestacion hubo una pérdida de peso en la hembra y se adelanto el parto en el 50% de ellas.
La administracion de Casiopeina® lll-ia fue tanto embriotoxica como fetotdxica dado que hubo tanto
reabsorciones tempranas como tardias y hubo una disminucion del peso en los fetos. Finalmente se
puede decir que la Casiopeina® mostro alterar el desarrollo esquelético normal de los fetos. La
relacion dosis-respuesta es totalmente evidente, conforme se aumento la dosis de Casiopeina® lll-ia

se incrementaron los efectos tanto en la madre, embriones asi como en los fetos (58).

4.5.3 Toxicologia reproductiva inducida por Casiopeina® lll-ia en ratones macho de la
cepa CD-1.

La aplicacion de Casiopeina® lll-ia a ratones macho de la cepa CD-1 durante 60 dias, tuvo efecto en
el peso corporal al finalizar el tratamiento. En todos los grupos tratados el incremento de peso fue
menor que en el grupo testigo negativo. Por otro lado, en la dosis mayor de Casiopeina® lll-ia hubo

pérdida de ratones al finalizar el tratamiento (Tabla 44).

Tabla 44. Ratones machos tratados con Casiopeina® lll-ia durante 60 dias segun dosis aplicada y

peso corporal.

Dosis aplicadas (mg/kg)
el 0 1.75 3.5 18
Nimero de machos al inicio 10 10 g 10
Numero de machos al final 10 10 g 5
Peso inicial (g) 35 41 41 35
Peso final (q) 44 46 43 39
Ganancia de peso (g) 9 5 2 4

Se evaluo la movilidad y cantidad de los espermas, revisando una laminilla por cada animal de cada
dosis y encontramos que conforme aumenta la dosis disminuyen ambas caracteristicas

considerablemente. Los resultados se muestran en la Tabla 45.
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Tabla 45. Cantidad y concentracion de espermatozoides segun dosis y movilidad. *P< 0.05 Vs.

Testigo; **P<0.01 Vs. testigo, con prueba de t de Student.

Dosis mg/ky Movilidad Concentracion espermatica
0 480 + 208 348 + 56.8
1.75 270.3 £ 2955 256.5 £ 139.3
3.5 64 + 685" 198.8 + 66.9"
4.8 0 113 +49.8™

La incidencia y tipo de anormalidades espermaticas en ratones macho después del tratamiento se
muestra en la Tabla 46. Se evaluaron cuatro ratones macho por grupo y se examinaron mil
espermatozoides por ratén. En los tres grupos tratados se encontrd un incremento en el niumero de
espermatozoides anormales. Se observd una diferencia significativa en la concentracion de
3.5mg/kg y 4.8 mg/kg. Los espermatozoides sin gancho y doblados en si mismo mantuvieron el
mismo comportamiento, con cabeza de banana, amorfos y dos cabezas fueron mas frecuentes en la

dosis mas alta.

Tabla 46. Porcentaje de espermatozoides segun dosis y presencia e incidencia de anormalidades.
*P< 0.05 Vs. testigo; **P<0.01 Vs. testigo, con prueba de t de Student.

: Dosis (mag/'ka)

Parametros evaluados 0 175 E 18

n (tamafo de la muestra) 4 4 4 4
Mormal (%) 89.77 80.83 88.85 82.98

Tipo de anormalidades (%)
Espermas anormales(x + d.e.) 128+6858 | 1515+877 [14.36 +18.7" [18.29+17.18"™

Sin gancho 1.9 3.05 0.43 2.72
Cabeza de banana 3.5 0.36 1.43 4.28
Amorfo a7 24 8.20 8.37
Doblado en si mismo 0.88 3.2 1.08 1.53
Dos cabezas - - - 0.0456

En la Tabla 47 podemos observar que el comportamiento de la Casiopeina® Ill-ia no tuvo efecto en
la reproduccion materna y fetal, para las ratonas hembra prefiadas por estos machos. En algunos
aspectos evaluados existen diferencias marcadas en cuanto a la dosis testigo (-), en la dosis de 1.75

mg/kg el numero de reabsorciones fue mayor donde las camadas con este factor representan el
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50%, para la dosis de 3.5 mglkg, el porcentaje de fetos vivos fue de 85% las camadas con
reabsorciones fueron 3 de 4 y el peso de los fetos disminuy6 siendo éste el mas bajo con respecto a
las otras dosis. En el grupo de 4.8 mg/kg observamos que la proporcion de fetos hembra fue
totalmente mayor respecto a los machos. En tres de los cuatro grupos (Testigo (-), 1.75 mg/kg y 4.8

mg/kg) hubo un parto adelantado.

En la Tabla 48 se muestran las malformaciones esqueléticas examinadas de los fetos de ratonas
prefiadas por machos tratados con Casiopeina® lll-ia, éstas corresponden a un efecto dosis-
respuesta. La osificacion tardia en la dosis de 4.8 mg/kg afecté al 100% de los fetos. En la dosis de
1.75 mg/kg hubo un 94% de fetos afectados, sin embargo presentan un mayor tipo y nimero de
malformaciones esqueléticas. En el caso de falanges distales y proximales (extremidades
delanteras) y falanges distales, medias y proximales (extremidades traseras) son mayores las
osificaciones tardias. De igual manera la presencia de esternebras en forma de pesa,
asimétricas/forma de pesa y desplazadas; asi como la ausencia de vértebras y costillas fue mayor

en la dosis de 1.75 mg/kg con respecto a los otros tratamientos.

Tabla 47. Efectos materno fetales en las ratonas hembra prefiadas por machos tratados con

Casiopeina® lll-ia durante 60 dias (cada tercer dia)."P<0.05 Vs. testigo; **P<0.01 Vs. testigo, con

prueba de t de Student.
Dosis en los dias 6-15 de gestacion (mg'kg)
1] 1.75 3.5 4.8
Total de hembras 20 20 20 10
Hembras prefadas 11 10 4 2
Mo. Hembras con fetos vivos 11 10 4 2
Mo. de implantaciones 146 138 &6 28
Implantes / camada 133419 | 13.843.9 | 16.5226 | 14+1.41
Total de fetos vivos (5 /7 77/ 51 BE/T0 3725 1471
Fetos vivos [ camada (%) a7 a1 as 100
Mo. de reabsorciones 3] 12 ] -
Camada con reabsorciones (%) 411(36) | 510500 | 2/4(75)
Reabsorciones tempranas / camada 4 12 ]
Reabsorciones tardias / camada 1 - - -
Parto adelantado i 1 s 1
Peso/ camada (g) 15348 | 12.8x4.4 | 14.7+3.8 17
Pesa/ feto (g) 143204 | 1.07+0.3 | 1.02+0.1% 113
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Tabla 48. Malformaciones esqueléticas en fetos de raton aplicando Casiopeina® lll-ia durante 60

dias (cada tercer dia) a ratones macho. (El porcentaje se muestra entre paréntesis).

Dosis diarias (mg / kg)
Observacion Testigo (-) 1.75 3.5 4.8
No. de fetos examinados por a2/ 11 8510 374 101
camada anez BOVAS arar 1010
Mo. fetos con osificacion tardia 11/82(12) 47/85 (52) 231/37 (24) 1010 (100)
Craneo
Extremidades delanteras 26/92 (28) BE/AS (T8) 20037 (54 -
Falanges distales 44/92 (48) TR (93] 3537 (95) 1010 (100)
Falanges medias 29/92 (32) 39/85 (48) 837 (22) B/10 (60}
Falanges proximales 18/92 (20) 13/85 (15) 24/37 (B5) M0 (30)
Metacarpos
Extremidades traseras 16792 (17) 53/85 (B62) 12/37 (32) =
Falanges distales 46/92 (50) a0/as (94) 34/37 (92) 910 (90)
Falanges medias 26/92 (28) 5085 (58] 14/37 (38) 410 (40)
Falanges proximales 11/92 (12) 10085 (12) 14/37 (38) 210 (20)
Metatarsos
Anormalidades esqueléticas
Ma. fetos con anormalidades (%)
Estemebras
Asimétricas 24/92 (28) 40085 (47) 21037 (57) 810 (80)
Foma de pesa 19/82 (21) 57/85 (B7) 15/37 (41) 510 (50)
Asimétricas / forma de pesa - 26/85 (31) 1437 (3) 210 (20)
Desplazadas - 185 (1) - -
Rudimentarias 18/92 (20) 44/85 (52) 23/37 (82) 070
Bifurcada 20192 (22) 53/85 (B2) 33137 (89) &M10 (80)
Grieta/ doble apariencia Traz (&) 12/85 (14) 3137 (8) 210 (20
Ausencia 1592 (18) 11/85 (13) 1137 (3) -
Craneo
Aplastado 3592 (38) 27185 (32) 25/37 (58) -
Veértebras
Ausentes - 9/85(11) = =
Costillas
Cora 11782 (12) 12/85 (14) 437 (1) 210 (20
Extra 11/92 (12) 7/85 (18) 1/37(3) 210 (20)
Alsencia - 285 (6) - -

A partir de los resultados obtenidos concluimos que: la Casiopeina® Ill-ia mostré ser reprotoxica ya
que indujo una disminucion tanto en la cantidad como en la motilidad de los espermatozoides
después del tratamiento, ocasionado por un posible dafio en las mitocondrias espermaticas, las
cuales desempefian una funcién importante encargandose del control de los movimientos en la cola.
Alter6 el desarrollo normal de la espermatogénesis por lo que hubo anormalidades espermaticas. El
hecho de que en los grupos de machos tratados durante 60 dias el nimero de hembras prefiadas
disminuyera, indica que esta Casiopeina® induce infertilidad. El proceso de implantacién no se vio
afectado dado que no hubo diferencia alguna entre el grupo de hembras prefiadas con machos

testigo y los grupos de hembras cruzadas con machos tratados. Ademéas mostr inducir
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malformaciones esqueléticas en la descendencia de los machos tratados, lo que probablemente nos
indica que hubo un desequilibrio en el sistema endocrino a nivel de la glandula tiroides y las
gléandulas paratiroides las cuales se encargan del desarrollo de los huesos. El hecho de observar un
incremento en la frecuencia de reabsorciones tempranas y tardias en mayor nimero en la dosis mas
baja permite concluir que la Casiopeina® Ill-ia estd induciendo mutaciones dominantes. Los efectos

de la Casiopeina lll-ia mostraron una relacién dosis-respuesta en los parametros evaluados (59).

4.6 Genotoxicidad

Dentro de las pruebas preclinicas que son solicitadas para probar la actividad antitumoral de un
nuevo compuesto se encuentran las de genotoxicidad.

A las sustancias que pueden provocar algun tipo de modificacion en la informacion genética se las
denomina genotoxicas. Las sustancias genotoxicas pueden unirse directamente al ADN o actuar
indirectamente mediante la afectacion de las enzimas involucradas en la replicacion del ADN y
causando, en consecuencia, mutaciones que pueden o no desembocar en un cancer. Las sustancias
genotdxicas no son necesariamente cancerigenas, pero la mayor parte de los cancerigenos son
genotoxicos (60).

La genotoxicidad puede ocurrir por interaccion directa Casiopeina®ADN, mediante intercalacion y

dafo oxidativo ulterior.

4.6.1 Estudio de los efectos genotoxicos, citostaticos y citotoxicos de la Casiopeina®

lll-ia, ligly y Igly en médula 6sea y sangre periférica de raton.

El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad citostatica, citotdxica y genotoxica de las
Casiopeinas® Igly, ligly y lll-ia empleando linfocitos humanos en cultivo, médula ¢sea y sangre
periférica de raton, a fin de determinar si el sistema ADME produce diferencias en dichas

capacidades (60).
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Tratamientos

% In Vivo

Tabla 49. Tratamientos utilizados en los experimentos In Vivo.

Testigo ;g:itt'i%% Casiopeina® Casiopeina® Casiopeina®
Negativo (Cisplatino) I gly ligly lll-ia
7.5
Dosis 3.5
1.875 4.42 12.34
mglkg | = ---eeee- 1.78 0.93 2.21 6.17
0.46 1.05 3.085
0.2
0.05
1.30 x 10-5
6.60 x 10-6
3.30x 10-6 9.95x 10-6 2.77 x 10-5
mmolkg | - 5.9710-3 1.65 x 10-6 4,90 x 10-6 1.38 x 10-5
8.25 x 10-7 2.48 x 10-6 6.93 x 10-6
412 x 10-7
1.03 x 10-7
Tejido utilizado M.O.yS M.O.yS M.O.yS M.O.yS M.O.yS
M.O. = médula 6sea
$= Sangre
«» In Vitro
Tabla 50. Tratamientos utilizados en los experimentos In Vitro.
Testigo I;l’-g:ittlig\J/cc)) Casiopeina® | Casiopeina® | Casiopeina®
Negativo (Cisplatino) Igly ligly [ll-ia
Dosis | ug/ml | ------—-- 0.1 0.47 0.33 16.84
mmol/ml | ------m--- 3.4x10-7 8.27x10-7 7.43x10-7 3.78x10-5
Tejido utilizado SPH SPH SPH SPH SPH

SPH = Sangre Periférica Humana

Posterior al anélisis estadistico de los parametros leidos al microscopio, se observa que los Tiempos
Generacionales Promedio (TGP) de los tratamientos no presenta diferencia significativa comparados
con el testigo negativo, observandose un tiempo de proliferacion de 13.8 h (Testigo negativo), 14.78
h (Testigo positivo), 12.44 h (4 DLso) y 12.94 h (V& DLso).
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En resumen se puede decir que los resultados obtenidos en los experimentos In Vitro demuestran
que ninguna de las tres Casiopeinas® probadas causa una disminucién estadisticamente
significativa en el indice mitético en comparacion con el testigo negativo, por lo que se puede decir
que los linfocitos humanos en cultivo no son sensibles a la Casiopeina® expuestos a una
concentracion igual a la DLso de la linea celular de cancer cervicouterino (HelLa), observando este
dato y el hecho de que las Casiopeinas® a esa misma concentracion no son citotoxicas es un dato
de la baja toxicidad del compuesto para las células sanas, lo cual es una de las caracteristicas
importantes para el registro y desarrollo de un nuevo farmaco anticancerigeno, ya que serd mas
seguro en su manejo y administracién que el cisplatino, tanto para los pacientes como para las

personas que lo manejaran (60).

En resumen las Casiopeinas® en un sistema In Vitro como lo son los linfocitos humanos de sangre
periférica, tienen una actividad citostatica, siendo en orden decreciente la Casiopeina® ligly
>Casiopeina® Igly = Casiopeina® lll-ia. Sin embargo la capacidad citotoxica no fue significativa.
Siendo la Casiopeina® ligly la unica en la que se pudo evaluar la actividad genotoxica, ya que las

dosis empleadas de las otras dos Casiopeinas® fueron demasiado citotdxicas o citostaticas (60).

4.6.2 Estudio comparativo del daio genotoéxico inducido por el cisplatino y por la
Casiopeina® lll-ia en ratones machos, hembras, hembras preiadas y fetos de la cepa CD-1.
Se emplearon ratones hembras y machos adultos de la cepa CD-1 de 2 a 3 meses de edad, con un
peso corporal ente 25-32 g. Se analiz6 la frecuencia de EPC, mediante la identificacion de 2000
eritrocitos, distinguiendo los normocromaticos (ENC), de los EPC, con la intencién de darnos una
idea de la citotoxicidad. El dafio genotoxico se establecié mediante la evaluacion de 2000 EPC, de
los cuales se identifico la presencia o ausencia de MN, esto por laminilla, se calcul6 la induccién de
la frecuencia neta (NIF) y la diferencia de la induccion de la frecuencia (DIF). Los resultados fueron
analizados estadisticamente con una ANOVA, mientras que el NIF y el DIF con la prueba F exacta
de Fisher, para lo cual se empled el paquete estadistico SPSS/PC (version 10). El nivel de

significancia usado en todos los casos fue de p<0.05 (61,62).
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Figura 53. Resultados de la frecuencia de la induccién neta (NIF) de MN en (A) hembras, (B)
machos y (C) hembras prefiadas con el tratamiento subcrénico (61,62).
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DIF fetos T. agudo
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Figura 54. Resultados de la diferencia de la induccion de la frecuencia (DIF) de MN en fetos con
tratamiento agudo (61,62).

En los tratamientos agudo y subcronico con cisplatino se observa la mayor induccion de MN a las 48
horas, asi como un descenso estadisticamente significativo en la frecuencia de EPC tanto en
machos, hembras y hembras prefiadas en los dos tratamientos (figura 53 y 55). También se
observa que el cisplatino tiene un efecto genotdxico en los fetos del tratamiento agudo (figura 54).
Tanto el cisplatino como la Casiopeina® poseen un efecto fetoletal en el tratamiento subcrénico, asi

mismo en el grupo de Casiopeina® se observé que el parto se adelanta (61,62).

Por otro lado en los tratamientos agudo y subcrénico con Casiopeina® no se observa ningun cambio
en la inducciéon de MN, tanto en machos, hembras, hembras prefiadas (figura 53 y 55) y fetos
(figura 54). En la frecuencia de EPC se observd un aumento significativo desde la hora 120 hasta el

final del tratamiento subcrdnico en machos (61,62).
Es probable que no se registre dafio genotdxico en los ratones tratados con Casiopeina® debido a

que la dosis es muy baja, esto basado en que se ha modificado la DLso de la Casiopeina® lll-ia. Por

lo que es necesario realizar nuevas pruebas con las nuevas dosis (61,62).
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Figura 55. Resultados de la frecuencia de la induccién neta (NIF) de MN en (A) hembras, (B)
machos y (C) hembras prefiadas con tratamiento agudo (61,62).

La Casiopeina®lll-ia no presenta induccién de MN en dosis de 7 mg/kg en ratones machos, hembras
prefiadas y sin prefiar y fetos en ninguno de los tratamientos, a diferencia de el cisplatino que en

dosis de 8 mg/kg en ratones machos y hembras, y en dosis de 4 mg/kg en hembras prefiadas y
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fetos, ya que tanto en el tratamiento agudo como subcronico presenta una inducciéon de MN
estadisticamente significativa con respecto a la Casiopeina®. La Casiopeina® y el cisplatino poseen
un efecto feto letal en el tratamiento subcronico, en el caso del grupo de Casiopeina® se observd

que se adelanta el parto, por lo que no se pudo evaluar el dafio genotdxico en los fetos (61,62).
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Capitulo V. Farmacocinética

La farmacocinética nos da un enfoque cuantitativo del comportamiento de los farmacos en el

organismo, abarcando los mecanismos por los cuales éste ultimo influye en la concentraciéon de

éstos, sea introduciéndolos y distribuyéndolos por el sistema (absorcion y distribucion),

modificandolos (metabolismo, biotransformacion) o desechandolos (excrecion). Incluye lo que el

organismo le hace a la droga. En general, los farmacos no son capaces de crear funciones en el

organismo, sino que modulan las ya existentes.

Tabla 51. Parametros farmacocinéticos en Rata para la Casiopeina® ligly (63).

Parametro farmacocinético

ligly
(8 mglkg, i.v.)

Area bajo la curva (ABC)

1988.093 g mL -'min-t

Vida media beta 228.148 min (3.80 h)
Cl (depuracion) 1.114 mL/min
Volumen de distribucion (Vss) 0.065L

Ke 0.003 min-

Tabla 52. Parametros farmacocinéticos en tres especies para la Casiopeina® lll-ia (63).

Parametro Rata Perro Conejo
farmacocinética

Dosis 9.0 mg/Kg 3.0 mg/ Kg 9.0 mg/ Kg
Depuracion CI 0.45 mL/min - 1.46 mL/min
Volumen de distribucion 0.462 L - 0.0167 L
Tiempo medio de

residencia TMR 1714 h 2 semanas 86 min
Vida media de eliminacion 12.46 h - 57 min
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Capitulo VI. Estabilidad.

La propiedad de un medicamento contenido en un envase de determinado material, para mantener
durante el tiempo de almacenamiento y uso las caracteristicas fisicas, quimicas, fisicoquimicas,

microbioldgicas y bioldgicas entre los limites especificados. NOM-073-SSA1-1993.

La calidad de los medicamentos es determinada por el contenido de las sustancias activas, su
pureza (limitacion o ausencia de productos de descomposicion) y sus propiedades organolépticas,

fisicoquimicas y microbioldgicas.

El estudio de la estabilidad nos ayuda a determinar como la calidad de los medicamentos varia en
funcién del tiempo bajo la influencia de una variedad de factores ambientales.

El propdsito de estos estudios es establecer recomendaciones, las cuales garanticen el mantener la
calidad de los medicamentos en relacion a su seguridad, eficacia, y aceptabilidad durante la vida dtil

propuesta (durante su almacenaje, distribucion, dispensacion y uso).

Objetivos

1) Evaluar la estabilidad de los nuevos farmacos antineoplasicos (Casiopeina® ligly vy
Casiopeina® lll-ia), como lo indica la NOM-073-SSA1-1993, para la Estabilidad de
Medicamentos.

2) Validacion del método analitico utilizado como indicativo de estabilidad y encontrar la
metodologia mas eficaz con la cual podamos cuantificar la estabilidad de las Casiopeinas®
en caso especifico por la metodologia de UV-Vis.

3) Teniendo los resultados de estabilidad para las Casiopeinas® de los lotes del 2006 a 40°C y
75% de HR, podremos predecir caducidad y tiempo de vida en el anaquel.

4) Con los datos aportados por lotes se podra realizar las estadisticas para predecir su cinética

quimica para las Casiopeinas® y predecir o establecer un periodo de caducidad apropiado.
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Farmacos Nuevos

Tiempo de estudio: 180 dias

Condiciones de almacenamiento: 40°C y 75% HR para formas farmacéuticas sélidas.

Tamafio de muestra: 0.4439mg de Casiopeina® ligly y 0.4449mg Casiopeina® lll-ia.

Nota: las muestras se trabajaran por duplicado de acuerdo con lo establecido en la NOM-073-SSA1-
1993.

Para los lotes de Casiopeina® ligly y Casiopeina® lll-ia. La cantidad de muestra sera de acuerdo a la

siguiente tabla:

Tabla 53. Disefio experimental para toma de muestras.

CASIOPEINA® Iigly CASIOPEINA® |ll-ia
A0.4439 mgy*A 0.4439 mg A0.4449 mgy *A 0.4449 mg
B 0.4439 mgy *B 0.4439 mg B 0.4449 mgy *B 0.4449 mg
C0.4439 mgy *C 0.4439 mg C 0.4449 mgy *C 0.4449 mg
D 0.4439 mgy *D 0.4439 mg D0.4449 mgy *D 0.4449 mg
T cero 0.4439 mg y*Tcero T cero 0.4449 mg y*Tcero

Nota: *es la muestra por duplicado.

Tabla 54. Calendario de trabajo.

FECHA DE SALIDA DE LA CAMARA
ESTUDIO A: CLIMATICA
Tiempo cero o de inicio 02 de junio del 2006
A 30 dias 03 de julio del 2006
B 60 dias 01 de agosto del 2006
C 90 dias 30 de agosto del 2006
D 180 dias 28 de noviembre del 2006

Estudio de Estabilidad Acelerada

1. Se colocd de 15 a 20 mg de muestra en viales con tapa de rosca y se colocan en la camara
climaticaa 40°C £ 2°C/ 75% RH % 6% con un total de 8 muestras.

2. Se analizaron 2 muestras por cada tiempo indicado en la norma (NOM-073-SSA1-1993).

3. Se prepard una curva de calibracién de acuerdo a lo reportado en el control farmacéutico, el dia

de analisis de la muestra de estabilidad por HPLC.
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4. Se aplico el método descrito en la tesis de licenciatura de Fernando Rosas Martinez. (Titulo:
Evaluacion fisicoquimica de nuevos compuestos con actividad antineoplésica Casiopeina® Ill-ia y
Casiopeina® ligly. Afio 2004).

La curva de calibracién cumple con la linealidad para Casiopeina® Ill-ia con un R%= 0.9994 y para la
Casiopeina® ligly con un R? = 0.9977 (Tabla 55).

Tabla 55. Datos de la curva de calibracion.

DIA % DE PUREZA % DE PUREZA
lll-ia ligly
0 100 100
30 74.84 90.00
60 70.38 68.37

Como se observo la pureza de los compuestos va disminuyendo a los 30 dias. Estos datos serviran
para estudios de formulacion (64-65).
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Capitulo VII. Correlaciones Estructura-Actividad

7.1 Actividad antiproliferativa y estudio QSAR de complejos de coordinacion de cobre

(Casiopeinas®) empleando varias lineas tumorales humanas.

Esta familia abarca un grupo muy amplio de compuestos de coordinacion con variantes estructurales
que les proporcionan diferentes caracteristicas fisicoquimicas y por tanto diferentes grados de
actividad biologica. Los estudios QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships) permiten
predecir que moléculas seran las mas prometedoras a través de la evaluacion bioldgica de un
numero estadisticamente representativo de compuestos seleccionados adecuadamente y de la
determinacién de algunos pardmetros que permitan definir sus propiedades fisicoquimicas. Por otra
parte, con base en la descripcion de la actividad biolégica en términos fisicoquimicos es posible
redisefiar racionalmente analogos de estas moléculas optimizando asi sus propiedades bioldgicas
(67).

En el presente trabajo se sintetizaron complejos de cobre del tipo [Cu(N-N)(acetilacetonato)]NO3 y
[Cu(N-N)(glicinato)]NO3 con diferentes sustituyentes en el ligante diimina con el objetivo de evaluar
la actividad antineoplésica In Vitro en diferentes lineas tumorales humanas y la DLso In Vivo para
correlacionarlas con propiedades fisicoquimicas experimentales y tedricas que permitan encontrar

relaciones estructura-actividad (67).

Se encontré que la actividad biologica varia de forma similar en todas las lineas tumorales siguiendo
la misma tendencia, siendo los parametros electrdnicos y estéricos los mas importantes en la
modulacién de la actividad. A continuaciéon se muestran los compuestos hasta la fecha sintetizados,

su caracterizacion quimica (Tabla 56) y las evaluaciones biolégicas (Tabla 57) (67).
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Tabla 56. Caracterizacion quimica (67).

Mo X Secondary  Color UV absorptions® dme (nm); e E A (EN; 2C; ¥H) Formula® FWiEl e Cond.
ligand (M e M) mol) (BMF (us)E
Bipyridinee group (Fig. 14)
1 H Acac Blue Aq 197; 482678 1032;4313; 442 (1008; 4322;459) [ulysNy0:H,2H:0 41654 174 4680
297; 298236
Oct. 205; 34063 .7
300; 24661 5
2 44" diMe Acac Elue Aq 205; 547787 007;4748; 5.07 (0.84; 4783; 496) CuC,,My0:H,oH,0 426852 180 4023
2g5; 2B098.5
Oct. 210; 57396 4
298; 316083
Phenanthroline group (Fig. 18)
3 H Acac Blue Aq. 205; 438098 923;4593; 417 {953; 4631; 434) CulsMy0:H,52H:0 440890 188 3857
272; 321606
Oct. 212; 40813 .5
274; 312898
4 4 Me Acac ndige  Aq. 205; 558435 10.24; 51.1F; 416 (1003; 5161; 4.08) Cul,eMy0:H,» 41350 184 3851
172; 40498.6
Oct. 207; 509810
274; 350292
5 5 he Acac Blue Aq. 205; 563848 9.15; 47.66; 4.82 {0.24; 4752; 4.65) CuCieMalsHi»2Ha0 45481 189 4010
277; 456528
Oct. 209; 58384 .8
279; 45458.4
£ 47 dible Acac Elue Aq 208; 505264 0.30; 50.23; 455 (9.32; 5061; 468) Cul,gMy0:H,oH:0 45084 130 3848
173; 442713
Oct. 2089; 50257 .6
274; 477965
7 55 dible Acac Indige  Aq. 207; 414020 9.03; 4B.82; 4.93 {B.O5; 48.66; 494) Cul,aMy0:H,»2H0 46885 182 38830
282; 361195
Oct. 210; 35629 3
183; 300689
B 3475 tetmMe  Acac [odigs  Aq. 211; 589539 B.O5; 52 7% 541 (B.77; 5266; 526) [ulz NiOsHaaH:O 47899 178 3732
278; 418153
Oct. 213; 551532
280; 477192
9 5 phenyl Acac Elue Aq. 204; 636583 B.46; 37.47; 400({B.74; 5744; 3.98)  CulzaMaOsH, 4 48087 181 3677
181; 42576.6
Oct. 208; 58558 2
285; 41604.0
10 47 diphenyl Acac Blue Aq 205; 556532 722;6043; 472 (731; 6057; 438) CulpNy0:H;3HO0 57506 187 36400
285; 57409.8
Cct. 205; 61186.7
289; 55730.1
11 5 CI Acac [odige  Aq 207; 543853 0.41; 444F; 340 {9.19; 44 F5; 353)  Cul,My0:H, CLH.0 45731 183 3874
176; 425133
Oct. 210; 53848 5
278; 446433
12 5 NOy Acac Dark  Ag.201; 579183 12.62; 44.9%; 3.25 (12.45; 45.38; 3.14) Culq;M04H,, 449837 182 3480
Ereen 280; 331876
Oct. 205; 491241
179;322215
13 H Gly Blue 14.52; 4411; 3.12 (14.75; 4427; 3.18) Culq HN,0:H:0 4064 18 341
14 4 We Gl Blue 13.53; 43.37; 3.68 (13.60; 43.74; 3.88) Cul,sH, MW 0:HT 4115 1.8 405
15 5 ble Cly Blue 1357; 4347 3.75 (13.50; 43.74; 3.88) Cul,;H,MN,0:H,0 4115 185 358
16 47 dible Gly Blue 12 61;4353; 470 (12 62; 4329; 454) [Cul,gHgN,0:2H:0 4438 176 388
17 55 dible Gl Blue 13.78; 47.37; 4.15 (13.73; 47.11; 3.85) Culy4H,MN, 05 HO 4258 171 353
18 3478 tetmlle Gly Blue 12.76; 47.27; 495 (12 34; 47 63; 4.88) Cul,gHogN, g 4358 178 354
19 47 diphenyl Gly Blue 1001; 55.81; 411 {1001; 55.81; 411} CulpgHogW,0s1 58,0 5590 185 376
20 5Ll Gl Blue 13.405; 3B.63; 3.05 (1296; 3B.88; 3.00) Cul, H, W O:CLHO 4320 176 4140
21 5 MO Gly Blue 15.54; 37.48; 3.01 (1581; 37.95; 293) [uly,H, N:0-H,0 4425 171 366
a.  Absorciones UV en solucion acuosa a pH 7.40 +- 0.02, 298 K (Aq.) y octanol (Oct.) a 298 K
b.  E.A. Andlisis Elemental experimental (datos calculados).
c.  Formula por ion metalico.
d.  Momento magéntico efectivo.
e.  Conductividad 1mM en solucién etandlica a 298 K.
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Tabla 57. Evaluaciones biologicas y datos fisicoquimicos (67).

No Log IP Byt pRa® {ref) LOo5ot [C50®
Hela SiHa NICF 7 HCT 15

1 —138 2043 —318 +4 442 {1} 71731653 42431 405+240 1037496 E73+16
2 —{05% +-08% —333 3 534 (2) 31432238 18227 145£15% 1558+18 405+46
3 —1.18 £0.00 =271 1 483 (1) 2818+ 1.63 10708 6B +08 31+05 7307
4 —1.18 £0.06 —280 +4 2321+138 1ex01 3405 56£07 BO+09
5 —1.06 £0.07 —282 2 537{3) 2576174 E2x07 3202 44+05 2604
5] —{.81 £ 006 =318 +2 585 (4} 2282 +182 14+01 496 008 489+06 2101
7 —0.81 20402 —2098 +3 5.60{4) 2638+1.308 3405 17202 30+04 189+03
B —0.48 £ 0.01 =307 £1 B48 {5) 1623263 1902 12£01 2203 1402
] 006 £0.01 —245 +4 4.80 {5} 2B38+333 35103 30203 35204 2503
10 1.06 + 0408 —222 1 484 (7) 2483+1.79 42 +06 32105 22+403 32x04
11 —0.74 £ 006 —236 3 407 (B) 3360+1.84 45+05 BB +0E S8+05 1289+05
12 —0.84 £0.04 322{49) 51.65£0.78 21326 10211 147+14 350+24
13 —-259 13 483 {1) 1358+13 2731232 B6+11 212+25
14 —281 £7 3707 1024140 706 5.1+05
15 273 7 537{3) E2+05 57+06 47+02 37x04
18 —310 x4 585 {4) 552407 22208 46204 2002
17 =282 +3 5.60 (4) 5334401 31403 4.4 +403 2101
18 —302 +5 B4B (5] 18+040 14+02 26x02 1.8+04
il —214 +4 484 (7} 5102 BE+08 41+04 FEx07
2 —221 +4 4407 (B) 143405 135+13 23223 22316
21 322{49) 448+1.5 178422 2864+ 34 473+ 65
Cispt 51x04 54+05 56+08 21B+24

aLog D coeficiente de reparto octanol/agua determinado a pH = 7.4 y 25°C,

bPotencial de media onda E12a pH 7 en 2/5 (v/v) de etanol/agua, 6.25x10-*M buffer BTP, 0.05M KNOs. E12 estd dado en mV.

¢pKa del ligante N-N (HL/H +L)
dDLso (umol/Kg) en ratones machos ICR,
¢Clso (MM) Hela, SiHa, MCF-7, HCT-15

Figura 56. Estructuras de los complejos estudiados. 1A) [Cu(2,2-bipiridina)(acetilacetonato)]* 1B)
[Cu(1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)l* 1C) [Cu(1,10-fenantrolina)(glicinato)](67).
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Una de las variables mas importantes que rige el comportamiento biologico de estos compuestos es

el parametro electronico, para evaluar esto se seleccioné el potencial de media onda (E12) como

descriptor de esta propiedad. El potencial de media onda (E1,2) fue calculado como la semisuma de

los potenciales de pico anddico y pico catodico; los sustituyentes en el ligante diimina afectan los

valores de E12 y la reversibilidad del proceso de transferencia de electrones, sin embargo estos

valores no se ven significativamente afectados debido al cambio de ligante secundario
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(aminoacidatos o donadores O-O). El comportamiento electroquimico del centro metalico de cobre

esta influenciado predominantemente por el ligante diimina en este tipo de complejos (67).

Debido a que existe la hipotesis de que el mecanismo de accién de este tipo de compuestos en
sistemas bioldgicos esta relacionado con la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO’s) a
través de la participacion del centro metalico en la reaccion de Fenton, el E1 fue empleado como
parametro electrénico para analizar la influencia del ambiente electronico alrededor del centro
metalico en la actividad bioldgica evaluada como concentracion inhibitoria 50 (Clso) (datos de

actividad biologica reportados previamente) (67).

En estudios previos se construyeron ecuaciones QSAR para compuestos del tipo [Cu(N-
N)(acac)]NOz donde N-N representa a 2,2-bipiridinas o 1,10-fenantrolinas con diferentes
sustituyentes para diferentes lineas celulares. En este estudio se concluy6 que la presencia del
tercer anillo aromatico es necesaria para incrementar la actividad biolégica en los ensayos de
inhibicion de la proliferacion. Por otra parte, se encontr6 una tendencia importante a incrementar la
actividad biolégica mientras el potencial de media onda (E1o) se desplaza hacia valores mas
negativos, siendo esto una caracteristica asociada a los sustituyentes electro-donadores en el
ligante diimina. Debido a esto en este segundo estudio se seleccionaron complejos del tipo [Cu(N-
N)(glicinato)]NO3 Y [Cu(N-N)(acac)][NO3 donde N-N es una fenantrolina sustituida con el objetivo de
confirmar las tendencias de comportamiento previamente encontradas y estudiar la influencia en el

cambio de ligante secundario de donador O-O a donador N-O (67).

Nuevamente la contribucién mas importante es el valor de E1p2, lo cual sugiere la participacion del
centro metalico en el mecanismo de accién. La actividad biologica se incrementa para aquellos
complejos que son oxidantes mas débiles, tendencia que coincide con lo encontrado en estudios
previos. Por otra parte el cambio en hidrofobicidad en el complejo debido al cambio de ligante
secundario influye positivamente la actividad, los complejos que contienen al ligante méas hidrofébico
(acetilacetonato) en su estructura son ligeramente mas activos que los de glicinato. Este
comportamiento podria estar relacionado con el transporte de cobre no regulado a través de las
membranas el cual se ve facilitado con el cambio de hidrofobicidad. Sin embargo, es necesaria la

realizacion de un estudio mas completo con variaciones estructurales mayores en el ligante
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secundario para confirmar esta hipétesis. Por otra parte, debido a que la actividad biologica esta
fuertemente influenciada por las propiedades electronicas del cobre (E1) y este valor es muy
cercano entre compuestos que comparten el mismo donador N-N, es congruente esperar que no
existan fuertes diferencias en la actividad biolégica al cambiar el ligante secundario.

Se obtuvieron ecuaciones QSAR que describen adecuadamente la actividad biologica In Vitro de un
grupo de complejos de coordinacion. Estas ecuaciones revelan la participacion del centro metélico
directamente en el mecanismo de accion. Por otra parte los sustituyentes en el ligante diimina
modifican fuertemente las propiedades electronicas del cobre y de esta forma la actividad bioldgica.
La participacion del segundo ligante en la actividad biolégica podria estar relacionada con la

modificacidn de las propiedades de transporte a través de membrana (67).
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Conclusiones Finales

De acuerdo con el objetivo principal del presente trabajo, se logro seleccionar, organizar y compilar
la informacién necesaria sobre las Casiopeinas® ligly y lll-ia para su Registro Sanitario y
Autorizacién de Protocolos de Investigacion. Se realizé un Anexo con las principales caracteristicas
fisico-quimicas, cinéticas, toxicas, etc. de ambas Casiopeinas® con el fin de brindar un acceso facil a

dicha informacién para posteriores investigaciones.

Con ésta recopilacion obtenida a partir de tesis de licenciatura, maestria y doctorado, publicaciones
en revistas y libros, congresos, jornadas de trabajo, informes, concursos premiados, etc. podemos
decir que las Casiopeinas® a lo largo de 20 afios de investigacion han logrado ubicarse como
farmacos antineoplasicos muy prometedores. En algunos casos se reportan como mejores
antineoplasicos que el cisplatino (actualmente es el farmaco mas utilizado contra la mayoria de los

casos de cancer) debido a su efecto citotdxico, asi como a sus pequefias dosis de administracion.

Las Casiopeinas® ya cuentan con una labor de investigacion y desarrollo que las respaldan, asi
como sus patentes correspondientes. Estas son un claro ejemplo de que en México si existe el
recurso humano para llevar a cabo investigacion de alta calidad y poder combatir el fuerte problema

de salud publica que es el cancer.
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Compuesto

Casiopeina® ligly

Casiopeina® lll-ia

Formula condensada
general de la familia

[Cu(4,7- dimetil-fen)(O-N)]NO3

[Cu (N-N)(O-O)INO3

Nombre quimico

[Cu*H20(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)]NO3

[Cu(4,4"-dimetil-2,2-bipiridina)(acetilacetonato)] NOs

Formula

Cu C16H16NsOs * 2H.0

CuC17N30sH19 *2H.0

Analisis de elementos (%)

Teorico: 12.6 %N, 43.3 %C, 4.5%H
Experimental:  12.9 %N, 43.0 %C, 4.4 %H

Teorico: 9.4% N, 45.9% C, 5.2 %H
Experimental: 9.4 % N, 46.1 % C,4.9%H

Peso molecular

443,90 g/mol (con dos moléculas de agua)

444.93 g/mol (con dos moléculas de agua)

Estructura

o | T T NO,

[ s

7 N\ N

_/ N\
/
\

HsCMCH

= NO,
\
AN
C
/
0

3

Descripcion del
compuesto

Polvo fino, libre de particulas extrafias, homogéneo, color azul

(intenso).

Polvo fino, libre de particulas extrafias, homogéneo, color azul

(claro).




Compuesto Casiopeina® ligly Casiopeina® lll-ia

Rayos X

qf 90 Al ©) AD (G) q| g O Al @) AD (G)
EPR (MeOH 1x10-*M a 77K)

2.319 2.130 171.42 - 2.3278 2.1351 185.41 8.163
UV-visible Concentracion de 10 pg/ml: se detectan dos picos Concentracion de 5 pg/ml: se detectan picos de absorcion en una

méaximos de absorcion en una longitud de onda de 274.0 | longitud de onda de 295.5 y 208.0 con una absorcion de 229.0 y
nmy 209.0 nm, con una absorbancia de 0.957 y 1.227 0.563 respectivamente.
respectivamente.

En la concentracion de 7ug/ml se presentan maximos de |En la concentracion de 7 pg/ml se presentan maximos de
absorcion con una longitud de onda de 274.0 nm y 208.5 | absorcion a una longitud de onda de 295.5 nm y 208.0 nm con
nm, con una absorbancia de 0.629 y 0.882|una absorbancia de 0.296 nmy 0.817 respectivamente.

respectivamente.




Compuesto

Casiopeina® ligly

Casiopeina® lll-ia

Espectroscopia de IR

Amina secundaria: 3000 - 2850 cm1,
NO3z 1380 cm-1,

C=0:1601cm™,

Fenantrolina: 1429, 871, 726 cm',
C=N:1524 cm-

Amina secundaria: 3464 - 3031 cm™1,
NO3 [11380 cm-,

Aromatico: 1587 cm-,

Bipiridina: 161, 1491, 777, 730 cm,
C=N: 1525 cm"

Analisis Térmico

Sefial en 70°C y 261.5°C

Transiciones en 40 y 220°C, sefial en 128°C y en 250°C

Analisis Térmico Diferencial
(DTA)

Pérdida de materia del 0.63% con respecto al 100%, a
una temperatura de 60°C, pérdida de materia del 17.11%
con respecto al 100%, a una temperatura de 260°C,
pérdida de materia del 31.42% con respecto al 100%, a
una temperatura de 355°C.

Pérdida de materia del 1.18% con respecto al 100%, a una
temperatura de 60°C, pérdida de materia del 3.09% con
respecto al 100%, a una temperatura de 220°C, pérdida de
materia del 36.64% con respecto al 100%, a una temperatura
de 440°C.




Compuesto Casiopeina® ligly Casiopeina® lll-ia

*Muy soluble en metanol, etanol y mezcla de agua- | *Es soluble en agua, metanol y soluciones fisiolégicas a pH 7.4
alcohol (50:50), soluble en agua, poco soluble en

Solubilidad solucion amortiguadora.

Estabilidad *Estable en agua a fuerza ibénica y a temperatura | *En solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4 y 64mM a 37°C
constante, a pH cercano a 7 aproximadamente 7 dias. | no se observé inestabilidad por 12 horas.
*Estable por una semana en solucién dextrosada. *En solucion acuosa con refrigeracion por 16 dias sélo tuvo un
*En solucion salina (NaCl) precipita. 3.8% de degradacion.

Densidad Aparente

0.425g/mL 0.44 g/mL
Velocidad de flujo 1.0 g/seg 0.8 g/seg
Coeficiente de particion - 0.358
pka 54 8.25
Unién a proteinas >90% *En plasma de rata 48.3+7.6% - 57.7+£9.6%

*En plasma de humano 76.3+£0.17% - 89.1£1.9%

Posibles vias de *Via oral, no es posible debido al pH del estdmago *Via intravenosa
administracion cercano a 1, lo que degradaria al compuesto.
*Via intravenosa, ya que es inerte frente al agua
inclusive hasta pH 8




Compuesto Casiopeina® ligly Casiopeina® lll-ia

*In Vitro: activo en las lineas tumorales humanas HelLa, |*In Vitro: activo en las lineas tumorales humanas Hela,
Actividad biolégica SiHa, InB1, CalLo, PC-3, HCT-15, MCF-7, U-373, SKLU- |SiHa, InB1, CalLo, PC-3, HCT-15, MCF-7, U-373, SKLU-1y
1'y meduloblastomas. meduloblastomas.

*In Vivo: activo en lineas murinas de leucemia L1210, *In Vivo: activo en lineas murinas de leucemia L1210, contra
contra los tipos de cancer S180, B16 y LW1; HCT-15, los tipos de cancer S180, B16 y LW1; PC-3, HeLa, HCT-15y

PC-3 y Hela. Induce citotoxicidad y apoptosis. glioma C6. Induce citotoxicidad y apoptosis.
Enfermedades que podran | *Cancer Cérvico-uterino, de mama, de colony *Fuerte candidato para el tratamiento de glioma malignos y
ser atacadas carcinomas. leucemias en humanos.

*Prometedora para casos de leucemia y de neuroblastos
y tumores del sistema nervioso central.

La actividad con respecto al % de viabilidad es:

Actividad sinérgica en HelLa > CaLo > HCT-15 > MCF-7 > U-373 > SiHa > InBI > SK-LU-1
diferentes lineas tumorales
Se observa que en Hela el % de viabilidad baja hasta 25 con la mezcla de carboPt / ligly (50:50, 75:25, 25:75);

(% de viabilidad) mientras que U-373 presenta buena actividad con todas las mezclas. Y por el contrario, SK-LU-1 no muestra actividad
con ninguna mezcla.




Parametros Farmacocinéticos en rata para la Casiopeina® ligly

Parametro farmacocinético ligly .
(8 mglkg, iv)
Area bajo la curva (ABC) 1988.093 mcg/ml.min
Vida media beta 228.148 min (3.80 horas)
Cl (depuracioén) 1.114 ml/min
Volumen de distribucién (Vss) 0.065 litros
Ke 0.003 min-*

Parametros Farmacocinéticas de Casiopeina® lll-ia

Parametro farmacocinético Rata Perro Conejo
Dosis 9.0 mg/Kg 3.0 mg/ Kg 9.0 mg/ Kg
Depuracioén Cl 0.45 mL/min - 1.46 mL/min
Volumen de distribucion 0.462 L - 0.0167 L
Tiempo medio de residencia

TMR 1714 h 2 semanas 86 min
Vida media de eliminacién 12.46 h 57 min




Posibles Mecanismos de accion

Modelo

Casiopeinas®

lll-ia

Interaccién con adenina y DNA

1. Interaccionar con dos moléculas de adenina, a través de apilamiento T entre los sustituyentes
bipiridina y/o fenantrolina del complejo metalico. Mediante la formacion de complejos por
apilamiento.

Modelo

ll-gly | lIl-ia

Produccion de radicales libres

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

La Casiopeina® llgly posee actividad nucleasa relacionada con la generacion de especies reactivas
de oxigeno (OH")




Toxicidad Aguda DLsg y DLgo en rata y raton de la Casiopeina® lll-ia

Ratén ICR ICR ¢

Via de IP v IP 1\
administracion mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
DLso 24.68 12.78 32.33 12.82
Limite superior 27.14 13.83 33.81 14.21
Limite inferior 17.63 11.83 30.74 11.45
DLgo 27.68 14.87 34.61 15.84
Limite superior 53.42 18.76 41.64 20.47
Limite inferior 25.01 13.61 33.02 14.12
Rata Wistar & Wistar Q

Via de IP v IP 1\
administracion mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
DLso 14.36 5.51 19.93 5.96
Limite superior 14.94 6.85 21.25 7.31
Limite inferior 13.41 4.02 18.43 4.7
DLao 15.44 7.73 22.53 8.07
Limite superior 18.36 13.34 27.11 15.27
Limite inferior 14.76 6.21 20.99 6.57




Toxicidad Aguda DLso y DLgg en rata y raton de la Casiopeina® ligly

Ratén ICR ICR ¢

Via de IP v IP '
administracion mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
DLso 15.59 15.5 15.67 15.3
Limite superior 17.43 16.82 17.29 16.01
Limite inferior 13.53 13.51 14.13 14.59
DLgo 19.79 17.95 17.71 16.18
Limite superior 26.64 22.61 24.07 18.37
Limite inferior 17.44 16.46 16.16 15.51
Rata Wistar & Wistar Q

Via de IP v IP 1\
administracion mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
DLso 8.46 7.83 8.83 8.89
Limite superior 9.95 8.69 9.8 1.47
Limite inferior 7.16 6.91 7.94 10.41
DLao 11.61 8.88 10.69 12.1
Limite superior 17.64 13.28 14.13 18.78
Limite inferior 9.71 8.05 9.55 10.15
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