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1. Introduccion

“Toxicidad aguda y evaluacion de la actividad antineoplasica en un
modelo murino de isotrasplantacion (Melanoma B16) de la Casiopeina® lll-La”

La palabra cancer se utiliza para agrupar 200 enfermedades aproximadamente, que se
caracterizan por un crecimiento anormal de células, situacion que es transmitida a células hijasy
que se manifiesta por una reduccion en el control del crecimiento y la funcién celular. @

El cancer constituye hoy en dia un problema de salud publica no s6lo en México, sino en todo el
mundo. En nuestro pais, ocupa desde 2002 el 3¢ lugar como causa de mortalidad, siendo el
responsable del 12.7% del total de defunciones registradas.

Entre los esfuerzos desarrollados para encontrar mejores tratamientos contra el cancer se
cuenta con la sintesis de nuevas moléculas, el aislamiento de compuestos de productos
naturales y en general la bisqueda de nuevos farmacos que mejoren la eficacia, la seguridad y
el costo en el tratamiento de neoplasias malignas.

Como parte de este esfuerzo se ha desarrollado una nueva serie de compuestos de
coordinacion, llamados Casiopeinas® (), los cuales contienen como centro metalico al cobre (11)
), cuya formula general es [Cu(N-N)(X-X)]NOs, en donde N-N es un donador diimina aromatico
sustituido o no (1,10-fenantrolina o 2,2" bipiridina) y X-X puede ser un donador N-O
(aminoacidato) o un donador O-O [acetilacetonato (acac) o salicialdehidato (salal)]. ¢ Cabe
mencionar que estos compuestos han demostrado una excelente actividad citotoxica sobre
lineas celulares in vitro e in vivo. (.9.10)

El presente trabajo de tesis propuso la evaluacion de la potencial actividad antineoplasica de la
Casiopeina® lll-La mediante el empleo de los ensayos exigidos dentro del panel de evaluacion
primaria sugerido por el National Cancer Institute y que contemplan el uso de lineas tumorales
murinas (Melanoma B16) transplantables en cepas singénicas.

La mayoria de los farmacos antitumorales se han ensayado en ratones singénicos, en los cuales
es posible trasplantar un tumor de un animal a otro ya que, como son genéticamente idénticos,
no rechazan el implante, siempre y cuando posean el mismo haplotipo.

Debido a que los modelos de tumores transplantables establecidos estan bien caracterizados y
son reproducibles, estos han sido tradicionalmente la base del desarrollo de farmacos contra el
cancer. ©

Facultad de Quimica, UNAM.
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2. Justificacion

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 economica 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.

Al igual que en el mundo, en México existe una necesidad creciente por dar servicio a la
demanda de salud en pacientes con cancer. Entre los esfuerzos desarrollados para combatir el
cancer se tienen el tratamiento con cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal,
inmunoterapia y/o la combinacion de estos.

Dentro de las formas de tratamiento contra el cancer se puede mencionar a la quimioterapia
como una opcion clave y a menudo exitosa; no obstante, en nuestro pais, la necesidad de
importacion de estos productos y su costo muy elevado hace inaccesible esta opcidn a un gran
numero de pacientes, ademas de que todavia existe un gran nimero de tipos de cancer que se
consideran incurables y otros tantos se tornan refractarios a los tratamientos quimioterapéuticos,
por lo que el desarrollo y la incorporacion de nuevos farmacos adquiere prioridad.

El origen y desarrollo de estos nuevos farmacos puede ser a partir de productos naturales o bien
de la sintesis de nuevas moléculas, las cuales pueden clasificarse a su vez en compuestos
organicos y compuestos inorganicos. ()

Estos dltimos son un numero muy reducido de farmacos. En la actualidad en la quimioterapia del
cancer, sélo existen dos farmacos de utilizacion mundial y los cuales son de origen inorganico a
base de platino, el cisplatino y el carboplatino.

Debido a esto, a finales de la década de los 70’s, en la Facultad de Quimica (UNAM) y en
especifico a cargo de la Dra. Lena Ruiz Azuara, se inicié un proyecto encaminado al desarrollo
de farmacos antineoplasicos a base de metales de transicion, preferentemente biolégicamente
esenciales, con la finalidad de disminuir los efectos toxicos y los elevados costos de los farmacos
existentes.

De esta forma se disefio la familia de compuestos llamados Casiopeinas® cuyo centro metélico
es el cobre. Algunos compuestos de esta familia han demostrado tener actividad antineoplasica
en ensayos basados en protocolos internacionales @ 2.10), por lo cual es necesario y justificado el
seguir evaluando su actividad y selectividad tumoral, para continuar asi con el desarrollo de
farmacos antineoplasicos con tecnologia mexicana.

Facultad de Quimica, UNAM.
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ANTECEDENTES

En los paises desarrollados las principales amenazas contra la vida son las enfermedades
cardiovasculares, la diabetes, el cancer, la artereoesclerosis, la artritis y la combinacion de
bronquitis y enfisema pulmonar, las cuales no discriminan entre la edad, sexo, raza, situacion
economica ni condicion fisica. Existen caracteristicas particulares del modo de vida urbano e

industrial que favorecen dichas enfermedades. (1)

Pero debido a la longevidad que esta alcanzado el hombre y quizd en funcién de los
contaminantes a los que se enfrenta, se ha encontrado que la incidencia del cancer presenta una

alarmante tendencia a ocupar los primeros lugares de morbilidad y mortalidad en el mundo. 12)

Sin embargo aun con el notable progreso en el conocimiento de las bases biologicas y
bioquimicas del cancer, asi como de su diagndstico 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.

Es por eso que el desarrollar tratamientos efectivos y poco riesgosos a los cuales pueda tener
acceso la poblacion es siempre un esfuerzo justificado dada la importancia de este grupo de

enfermedades no sélo en México si no en el mundo entero.

1. El cancer.

El cancer o neoplasias malignas, constituyen un grupo de enfermedades relacionadas que
pueden ocurrir en cualquier tejido corporal y que se caracterizan por una multiplicacion
desordenada de células anormales que no son susceptibles a las sefiales de control de las

demas células normales del organismo.

Facultad de Quimica, UNAM.
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Este crecimiento sin restricciones como la diferenciacion, limitacion del tamafio del érgano,
regulacion hormonal, etc., permite que las células se infiltren a los tejidos adyacentes

destruyéndolos y frecuentemente sean capaces de inducir metastasis regionales y/o a distancia.

Actualmente no se conocen las causas que originan este grupo de padecimientos; sin embargo
se han propuesto diversos factores que solos 0 en combinacion, pudieran iniciar dicho proceso;

estos factores se pueden agrupar de la siguiente manera:

predisposicion genética.
factores ambientales (ocupacionales, dieta, farmacos, contaminantes).
factores ambientales interaccionando con predisposiciones genéticas.

factores desconocidos. 13

Hoy se sabe que el cancer es un fendmeno que se lleva a cabo en dos tiempos, la conversion y
el desarrollo neoplasico, mismos que a su vez abarcan tres etapas: la iniciacion, la promocion y

la progresion.

La iniciacion se puede entender como el conjunto de eventos que da lugar a la pérdida de la
inhibicion del crecimiento celular por contacto con células contiguas. (14 La secuencia exacta en
que esto ocurre aln esta muy lejos de ser esclarecida pero se han generado algunas teorias que
pretenden explicar el fendmeno desde 2 perspectivas, la genética y la relacionada con las

glicoproteinas de la superficie celular. (15

La promocion se refiere a la perpetuacion del dafio celular, probablemente por la activacion de
oncogenes 0 inactivacion de los llamados “genes supresores del tumor.”® A su vez se ha
postulado que porciones del genoma, proteinas y enzimas son los oncogenes supresores de

tumor (antioncogenes).

Facultad de Quimica, UNAM
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La progresion requiere escape de la célula tumoral a los factores inmunes de defensa del

organismo lo que implica una libertad mittica sin limite. (16)

Exposicidn Iniciacidn Promacidn Progresidn
o5
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Figura 1. Cambios fisiol6gicos de una célula normal

que se transforma en una célula neoplasica. @

La razon por la cual no se ha podido encontrar una linea terapéutica general y eficaz contra el
cancer radica en la naturaleza de la enfermedad y su forma de presentacion. El organismo
puede detectar por medio del sistema inmune agentes extrafios como bacterias, virus o
parasitos. Sin embargo estos mecanismos de vigilancia no siempre pueden reconocer células

propias que han sufrido transformacion. 7

Por tal motivo el cancer exige cada vez estructuras hospitalarias mas complejas, tecnologias de
diagndstico avanzadas y tratamientos cuyos costos no sean tan elevados. (8) Los datos sobre la
frecuencia de casos nuevos diagnosticados y mortalidad por cancer son esenciales, porque
representan los instrumentos fundamentales para la planeacion de las decisiones politico-

administrativas que daran como resultado una mejor prevencion y asistencia médica. (19

Facultad de Quimica, UNAM.
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La informacion disponible confirma que el ndmero de neoplasias malignas se esta
incrementando significativamente. En México, el cancer es la tercera causa de muerte. @ Segin
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2005, 64,000 personas murieron a causa del

cancer, de éstas 37,000 eran menores a los 70 afios. (20

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.

Encéfalo 3.0

f 2 4 Encéfalo

Traguea, bronguios y pulman 156 = 6.8 Traquea, bronquios y puiman

13.1 Mama
7.8 Estomago
Estomago 9.1 7.9 Higado y vias biliares
Higado y vias biliares 7.5 52 Pancreas
Pancreas 49 46 Owvarios
Vias urinarias 3.0
Prostata 155 ;C:S gulello ted ttern
Colon 44 : olon
a——
5.5 Leucemia
Leucemia 6.3 26 Linfoma no hodkin
Linforma no Hodkin 3.6 26.3 Otros
Ctros 271

La distribucion s para cada sexo
Fuente: INEGI. Estadisticas Vitales. Base de datos 2005

Figura 2. Distribucion porcentual de las principales causas de muerte
por tumores malignos para cada sexo. @
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2. Tratamientos antineoplasicos.

En la actualidad existen diferentes procedimientos en el tratamiento del cancer, los cuales son: la
cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal, inmunoterapia y/o la combinacion de
estos. La estrategia terapéutica dependera del tipo y ubicacion del cancer, de si la enfermedad

se ha extendido, de la edad y salud general del paciente, entre otros factores. (2%

La cirugia es el tratamiento méas antiguo contra el cancer y hasta hace poco tiempo era la Gnica
modalidad para curar esta enfermedad. En la actualidad esta via es util solamente cuando el

tumor es sélido y depende del sitio anatdmico donde se encuentre.

La radioterapia usa rayos de alta energia para destruir las células cancerosas en un area
determinada. Esta puede causar la disminucion del nimero de glébulos blancos en la sangre, los
cuales ayudan a proteger el cuerpo contra la infeccion. Con radiacion externa, es comdn perder
el pelo temporalmente en el area tratada y que la piel se ponga roja, reseca, sensible y con

comezén. 22

La quimioterapia consiste en el uso de farmacos de tipo organico e inorganico. (2 Este tipo de
terapia presenta resultados alentadores dado que los compuestos quimicos pueden influir en
todos los sitios de una enfermedad metastasica después de ser administrados. Siendo esto
ultimo la principal ventaja y a la vez desventaja de este tipo de terapia; ya que estos compuestos

no discriminan entre células neoplasicas y células normales con alto indice reproductivo. 23

La terapia hormonal se usa para tratar ciertos tipos de cancer que dependen de hormonas para
su crecimiento. Esta terapia impide que las células cancerosas utilicen las hormonas que

necesitan para crecer.

Facultad de Quimica, UNAM.


http://www.alientools.com/

Capitulo | Antecedentes

El tratamiento puede incluir el uso de farmacos que detienen la produccion de ciertas hormonas
0 que cambian la forma de cémo funcionan las hormonas. Otro tipo de terapia hormonal es la

cirugia para extirpar los 6rganos que producen hormonas. (22)

La inmunoterapia consiste en utilizar al sistema inmune o a sus componentes para controlar o
destruir a las células cancerigenas a través de su estimulacion. 4 Esta terapia se divide en
activa y pasiva. La primera actua por estimulacion de la inmunidad antitumoral del huésped, ya
sea celular o humoral. La inmunoterapia pasiva consiste en la administracion de agentes

bioldgicos activos con propiedades antitumorales como los anticuerpos. 2%

No obstante como la estrategia terapéutica moderna es multidisciplinaria se vislumbran nuevas

alternativas como son; (26)

Cirugia como tratamiento coadyuvante. La reduccion tumoral prequirGrgica posibilita luego
una cirugia menos agresiva. También puede ser (til para extirpar masas residuales tras
radioterapia o quimioterapia.

Cirugia como inmunoterapia. La inmunodepresion depende de la masa tumoral. Su
extirpacion, aun en casos avanzados, puede ser el mejor medio para posibilitar la
inmunocompetencia.

Cirugia radioinmunoguiada. La administracion de anticuerpos monoclonales antes de la
cirugia permitird que el cirujano localice, mediante un detector gamma portétil, focos que
hayan escapado a las técnicas radioldgicas prequirtrgicas. Este procedimiento se halla

aln en sus inicios, pero ofrece posibilidades para el futuro.
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3. Quimioterapia del cancer

La busqueda de nuevos farmacos que presenten un efecto positivo en el tratamiento

anticancerigeno ha llevado al desarrollo de una amplia variedad de compuestos. 27)

Desde hace 500 afios ya existia el concepto del tratamiento con farmacos, se sabe que se
empleaban preparaciones de plata, zinc o mercurio para el tratamiento del cancer. @8 Sin
embargo, no se documentd sino hasta 1865 el uso de un tratamiento sistematico en neoplasias
malignas cuando Lissauer () administrd arseniato de potasio a pacientes con leucemias y

observo efectos positivos.

A pesar de que varios compuestos de origen inorganico con diferente centro metalico han

demostrado actividad citostatica, aquellos que son de platino han tenido los mejores resultados.

(30)

A partir de la demostracion realizada por el Dr. Rosenberg en 1965 de que una corriente eléctrica
transmitida por electrodos del platino inhibia el crecimiento de Escherichia coli en un medio de
cultivo liquido, se ensayo la actividad antiproliferativa celular de varios derivados. El mas efectivo
fue el cis-diamino-dicloroplatino (CDDP). (26) En 1972 el cisplatino fue sometido por el National
Cancer Institute a pruebas clinicas, @1 32 y finalmente en 1983 el CDDP se convirtié en uno de

los compuestos anticancerigenos mas utilizados. 43

Aunque el cisplatino ha encontrado un lugar importante en la quimioterapia del cancer, muchos

tumores son totalmente refractarios a él. (19

Por lo anterior, es necesaria la bisqueda y desarrollo de nuevos agentes que tengan mejores

caracteristicas que las de los existentes.

10
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De manera ideal la blusqueda pretende encontrar farmacos de origen inorganico con las

siguientes caracteristicas: 19

Ausencia de resistencia-cruzada al cisplatino.

Un espectro mas amplio de actividad, particularmente en areas clinicas donde el cisplatino
no ha demostrado efectos terapéuticos significativos.

Disminucion de efectos eméticos, nefrotoxicidad, ototoxicidad y anemia. (26)

Sinergismo en terapias combinadas. ¢4

Bajo potencial oncogénico.

Para seleccionar compuestos con actividad farmacologica especifica, se utilizan modelos

animales con un valor predictivo conocido.

4. Métodos para evaluar actividad antineoplasica (19

En general los métodos para evaluar la actividad antineoplasica pueden dividirse en modelos

espontaneos y trasplantables.

Los modelos de tumoracion espontanea o inducida, probablemente nunca seran capaces de
reemplazar a los modelos con tumores trasplantables debido al tiempo que involucra su
produccion, su biologia individual y su heterogeneidad interna; ademas de que en los modelos
de tumoracion espontanea sélo una fraccion de los tumores inducidos se desarrollan, estos son
medibles s6lo en la etapa tardia y su patron metastatico no es uniforme, por lo que la respuesta

que muestran a la terapia generalmente es pobre.

Lo anterior hace que los modelos de tumoracion espontanea carezcan de un valor cuantitativo

cuando se intenta establecer una respuesta terapéutica frente a la dosificacion de un compuesto.

11
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Es por eso que el uso preferencial de tumores trasplantables en el sentido de bioguimica tumoral
y quimioterapia experimental sea debido a la factibilidad de eleccién del material; ya que es
relativamente facil obtener muestras razonablemente homogéneas de tejido maligno, creciendo a
tasas suficientemente predecibles y disponibles en grandes cantidades, limitado so6lo por el

abasto apropiado de animales hospederos.

Sin embargo, obtener el maximo de utilidad de tumores transplantados requiere la apreciacion de
ciertos principios bioldgicos béasicos de transplantacion, como son los mecanismos simples de
las técnicas involucradas en el transplante de tumores de un hospedero a otro, asi como la
interpretacion de los resultados y el cdmo se aplican a la etiologia y crecimiento de una

neoplasia.

5. Uso de modelos de isotrasplantacion en ratén

Nunca un animal como el ratdn ha prestado tantos servicios a la humanidad dentro del area de la
Ciencia. Las ventajas del raton sobre otros animales experimentales incluyen la capacidad para
manipular la informacion genética dentro de la célula y de transmitirla a la linea germinal, tiene

un ciclo reproductivo muy corto y los tamafios de las camadas son muy grandes.

Ademas de que la mayoria de los grandes avances en medicina, incluyendo los logrados para
tratar el cancer, han involucrado la investigacion en este animal, por mencionar sélo algunos
ejemplos podemos citar al cis-diaminodicloroplatino (11, la ciclofosfamida, y la doxorrubicina. Por
otro lado estos animales han ayudado a predecir la toxicidad, el metabolismo, la distribucion en
tejidos y compartimientos, siendo utilizados cada vez mas para escalar la dosis en estudios de

Fase | y proporcionar microambientes tumorales que imiten situaciones clinicas.

12
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Por lo anterior el disefio de modelos apropiados es necesario para el descubrimiento de la nueva
generacion de farmacos anticancerigenos y el valor de estos dependerd de su éxito para

predecir una respuesta clinica. (%

Para que los experimentos sean reproducibles, es necesario contar con animales idénticos
desde el punto de vista genético; es por esto que la obtencion de animales singénicos significa

un avance importante en el estudio de multiples patologias y procesos bioldgicos.

El término singénico o isogénico, implica la cruza de los animales entre hermanos o con sus
progenitores durante mas de 20 generaciones, con el propdsito de obtener animales
genéticamente similares, a los que se denominan cepas. La utilidad de contar con animales

idénticos entre si radica en que los experimentos que se realizan con ellos son reproducibles.

Las cepas singénicas han sido de invalorable utilidad en el avance del estudio del cancer y en
inmunologia. La mayoria de los farmacos antitumorales se han ensayado en ratones singénicos,
en los cuales es posible trasplantar un tumor de un animal a otro ya que, como son

genéticamente idénticos, no rechazan el implante, siempre y cuando posean el mismo haplotipo.

Es por eso que la seleccion de un modelo experimental apropiado es critico para el
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos anticancerosos. El valor del modelo depende de
su validacion, selectividad, predictibilidad y reproducibilidad. ©8.37) En el desarrollo de farmacos
anticancerosos, el modelo de animal es seleccionado para demostrar el efecto citotoxico del

farmaco o agente bioldgico sobre el tumor transplantado en el sistema modelo.

En general, los modelos animales de tumoracion pueden ser divididos en espontaneos o

sistemas transplantados.

13
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Los modelos de uso méas amplio en la terapéutica experimental son los transplantables y los
tumores humanos xenotransplantados. En este caso so6lo se hablara del modelo tumoral

transplantable en animales también llamado modelo de isotrasplantacion.

En este modelo los pases iniciales de los tumores transplantables se asemejan mucho més
cercanamente al cancer espontaneo aunque durante los primeros estadios muestran una
heterogeneidad significativa en histologia y cinética celular. ©8.39 A pesar de estas limitaciones,
dichos modelos han sido usados para la seleccion de farmacos. Debido a que los modelos de
tumores transplantables establecidos estan bien caracterizados y son reproducibles, estos han

sido tradicionalmente la base del desarrollo de farmacos contra el cancer. (4041

Ademas existen una variedad de métodos que pueden ser usados para evaluar el efecto de
farmacos sobre tumores en modelos animales de isotrasplantacion. El tamafio, peso del tumor,
cambio de volumen o sobrevida son parametros simples y facilmente reproducibles. Cambios
morfoldgicos y alteraciones en la inmunogenicidad o invasividad del tumor son otros marcadores

de respuesta. (42)

6. Casiopeinas®

Actualmente, existe un nimero 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 70's, un grupo de trabajo encabezado por la Dra. Lena Ruiz Azuara
inici6 un proyecto encaminado al desarrollo de antineoplasicos a partir de metales de transicion,
de preferencia esenciales biolégicamente, con el propésito de disminuir la toxicidad y el costo de

los ya existentes.

14
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Se sintetizd una familia de compuestos de coordinacion con Cu (Il) como centro metalico, los
cuales en la esfera de coordinacion presentan un ligante bidentado del tipo diimina (N-N) y otro
que puede ser aminoacidato (N-O) o donador por oxigeno (O-0);® a esta familia de compuestos

se les ha registrado con el nombre de Casiopeinas®.()

Estos compuestos han demostrado tener actividad citostatica, citotoxica y antineoplasica en
modelos tanto in vitro como in vivo. Debido al centro metalico, un probable mecanismo de accion

de estas sustancias es la generacion de radicales libres que causarian dafio oxidativo.

Esto se debe a que el cobre es un metal que puede intervenir en reacciones de Oxido-reduccion
tipo Fenton y Haber-Weiss (Figura 3) en condiciones bioldgicas dando como resultado la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) capaces de inducir toxicidad celular. 60

s - + o +

YO, + Cu*” a 0O, + Cu

Cu’ + H,0, a Cu®" + OH + OHY
Figura 3. Reacciones de 6xido-reduccidn involucradas en la generacién de ROS.
Reacciones de Fenton / Haber Weiss.

En presencia del ion superdxido (JO2') o de agentes reductores tales como el acido ascorbico 0 GSH, el Cu?* puede ser reducido
a Cu, el cual es capaz de catalizar la formacion de radicales hidroxilo (OH§) a partir de peréxido de hidrégeno (H202). €0

El cobre es un metal esencial en los sistemas bioldgicos. En el ser humano se encuentra
distribuido principalmente en el cerebro, rifion, higado y corazén. “3 44 Sus propiedades
quimicas le permiten la participacion en procesos fundamentales que involucran la transferencia

de electrones asociada a enzimas oxidativas.

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 el tratamiento del cancer.

El 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 O-O para coordinarse directamente con los donadores por nitrégeno de las bases. ()

15
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Existen mas de 100 Casiopeinas® que han sido sintetizadas y caracterizadas. En el presente
trabajo solo se evaluard la Casiopeina lll-La, cuya formula es [Cu(5,6-dimetil-1,10-

fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs, y cuya estructura es:

35

7. Protocolo de evaluacion del National Cancer Institute (NCI) (“6)

El interés y la necesidad de encontrar nuevas moléculas con actividad antineoplasica que
puedan tener mejores caracteristicas a las ya existentes, dio origen a la regulacion del
cernimiento y pruebas de evaluacion de actividad antineoplasica por parte de organismos
internacionales como el Cancer Chemotherapy National Service Center perteneciente al National

Cancer Institute, Bethesda, Maryland, E.U.A.

Los modelos animales de enfermedades neoplasicas son el punto inicial para la evaluacion de

nuevos farmacos sin poner en riesgo a pacientes humanos.

El NCI ha realizado numerosos estudios para seleccionar y adecuar modelos animales de
experimentacion para las evaluaciones antineoplasicas de nuevos agentes que sean altamente
predictivos y correlacionables con la actividad terapéutica en humanos, estableciendo las

siguientes lineas celulares como adecuadas para estos ensayos:
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Modelos con alta predectibilidad en tumores sélidos: Carcinoma de pulmoén de Lewis,
Carcinoma RL (67, 173, 49), Carcinoma AKATOL, Sarcoma 37, Miosarcoma ISM,
Sarcoma osteogénico de Ridway, Melanoma B16.

Modelos con buena analogia con tumores de tipo linforeticular: Leucemia linfoide L1210,
Leucemia linfocitica P388.

Modelos con especificidad directa para tumores humanos: Adenocarcinoma 755,
Adenocarcinoma de Walker 256, Sarcoma ascitico de Yoshida, Carcinoma ascitico de
Ehrlich, Plasmocitoma MOPC406, Plasmocitoma ADJ/PC6.

El protocolo del NCI evolucioné hasta establecer una etapa previa |, en la cual el compuesto a
prueba se evalta in vitro en un panel de lineas tumorales adultas humanas para pasar

posteriormente a una etapa Il donde los modelos murinos toman lugar.

Para tal efecto se llegd a la eleccion de cepas isogénicas para el establecimiento de lineas
tumorales murinas, que permitieran una evaluacion primaria de actividad antineoplasica de
nuevos farmacos. De hallarse actividad en este primer cernimiento, se sugiere continuar con

ratones atimicos que permitan el implante de tumores humanos en una evaluacion secundaria.

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

Entrada a Melanoma B16
Cernimiento

Primario TUMORES HUMANOS
Colon CX-1
Mama MX-1
Pulmén LX-1

» A Toxicologia y
Ensayos Clinicos

Figura 4. Panel de cernicimento in vivo de acuerdo al NCI 6)
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8. Linea tumoral murina Melanoma B16

La linea tumoral empleada en este trabajo fue Melanoma B16, la cual es tumorogénica y
metastasica en ratones singénicos CB6F1/Hsd. Esta linea tiene caracteristicas ectodérmicas y

endodérmicas, y su haplotipo es H-2b, (47.48)

El melanoma crece de células pigmentadas (melanocitos) en la capa exterior de la piel y en
membranas mucosas (epidermis). En el humano usualmente inicia como una lesion en la piel,

ocasionalmente aparece en otras partes del cuerpo como el 0jo, boca o vagina.“. 50)

Es una neoplasia poco frecuente, si bien su incidencia se ha incrementado en las Udltimas 2
décadas. Suele aparecer entre los 40 y los 70 afios. Es mas frecuente entre los individuos de

raza blanca y, en especial, entre los de pelo rubio, ojos azules y piel blanca. (26)

En experimentos previos con esta linea tumoral, se encontr6 que en los ratones machos
C57BL/6 inoculados subcutaneamente con Melanoma B16 (1 x 106 células) tienen un promedio
de vida de 25 dias despueés de la inoculacion, y un porcentaje de incremento en peso al dia de la

muerte alrededor del 20%. ¢

9. Cepa murina CB6F1/Hsd

Esta cepa de ratones tiene la caracteristica de ser singénica. Para obtener animales de este tipo
genético es necesaria la cruza de individuos emparentados entre si al menos por 20
generaciones volviéndolos homocigoticos en un 98.7% de su genoma, incluyendo la region del

complejo mayor de histocompatibilidad (HLA en el humano y H-2 en el ratén). (47. 52)
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La longevidad de esta cepa murina es de 1000 dias como maximo, con un promedio de 827 dias

para machos y 818 dias para hembras. Su haplotipo es H-2b, (47)

El empleo de esta cepa murina que son genéticamente idénticos ofrece la ventaja de reducir al
méaximo la variabilidad genética entre individuos dandole mayor confiabilidad a los experimentos
en los cuales sean usados. Ademas, dado su haplotipo H-25, se garantiza el crecimiento de la
linea tumoral Melanoma B16, de esta manera el efecto antineoplasico esta restringido solamente

al farmaco evaluado. @7
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HIPOTESIS

Si la Casiopeina® lll-La es un compuesto de coordinacion que pertenece a una familia de
farmacos que han mostrado propiedades citostaticas y antineoplasicas, entonces se espera que
este compuesto mostrara la actividad antineoplasica exigida por los protocolos del National
Cancer Institute contra tumores murinos.
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo General

Evaluar la potencial actividad antineoplasica de este compuesto perteneciente a la
familia de las Casiopeinas® (compuestos de coordinacion de cobre) in vivo en el modelo
tumoral murino Melanoma B16 siguiendo el protocolo internacional establecido por el
National Cancer Institute.

1.2 Objetivos Particulares

Determinar la toxicidad aguda (Dosis Letal Media) de la Casiopeina® lll-La en
ratones de ambos sexos por via intravenosa e intraperitoneal.

Evaluar si la Casiopeina® lll-La es capaz de producir sobrevida estadisticamente

significativa en los modelos tumorales murinos de isotrasplantacion aceptados
internacionalmente.
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MATERIAL Y METODO

1. Farmaco.

Se determind la toxicidad aguda (DLso) por via intravenosa (iv) e intraperitoneal (ip) en ratones

ICR de ambos sexos y se evaluo la actividad antineoplasica del siguiente compuesto:

Casiopeina® lll-La [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]JNOz

Lote 193MBG050907

Sintetizada en el laboratorio 210 del Departamento de Quimica Inorgénica y Nuclear de la
Facultad de Quimica, UNAM.

2. Animales.

Para el ensayo de toxicidad aguda (DLso) se emplearon ratones Hsd:ICR de ambos sexos con
peso promedio de 20g + 3g y de 5 semanas de edad. Por otra parte para el ensayo de actividad
antineoplasica se emplearon ratones machos de la cepa singénica CB6F1/Hsd con peso

promedio de 20g + 3g y de 5 semanas de edad.

Los animales permanecieron en la Unidad de Experimentacion Animal (UNEXA) del conjunto E
de la Facultad de Quimica, UNAM, en donde se mantuvieron en condiciones ambientales
controladas: extraccion e inyeccion de aire con 18 recambios por hora; éste se realiza mediante
filtros HEPA filtrandose particulas hasta de 3 pm en el aire de inyeccion; la temperatura se
mantuvo a 23°C + 1°C y la humedad relativa entre 50%-60%, ciclos luz-oscuridad 12/12 hrs. Se
les proporciono alimento esterilizable para raton/rata Harlan Teklad 2018 S y agua filtrada por
osmosis inversa hasta 0.22 um y clorada hasta 10 ppm ad libitum. Las jaulas para su alojamiento
fueron de polisulfonato con dimensiones de 19 x 10.5 x 8 cm, la cama usada fue Aspen Pine
Shaving esterilizada, el cambio de jaulas se realizo cada tercer dia, los bebederos se lavaron un
dia a la semana y se esterilizaron.
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3. Determinacion de la Dosis Letal 50 (DLso).

La Dosis Letal 50 hizo posible el disefio de la evaluacién antineoplasica empleando dosis

iniciales que no comprometieran el ensayo por toxicidad aguda del compuesto. (5

Se seleccionaron de 5 a 6 dosis cercanas entre si para cada via de administracion (iv e ip)
dentro de un intervalo donde se esperaba encontrar la DLso, y se administraron a grupos de 5
ratones Hsd:ICR de ambos sexos. La mortalidad de los animales se evalu a las 24 h de la

administracion y posteriormente, se mantuvieron en observacion durante 14 dias.

Al finalizar este periodo se hizo un recuento del nimero de individuos muertos y vivos en cada
uno de los grupos. Con estos resultados se calcul6 la DLso exacta mediante el método grafico
correlacionandolos en una grafica dosis-respuesta cuantal, donde la respuesta se consider6

como el nimero de individuos muertos y vivos por cada dosis. (6)

4, Linea tumoral murina Melanoma B16 y transplante tumoral.

Para la evaluacion antineoplasica se emple¢ la linea tumoral murina Melanoma B16. Esta linea
tumoral después de adquirida comercialmente permanecié congelada en medio minimo esencial
Eagle’s con 10% de suero fetal bovino y 5% DMSO (dimetilsulfoxido) en criotubos a -70°C
(ultracongelador Revco).

i.  Descongelamiento de la linea tumoral murina (Melanoma B16)

La linea tumoral murina (Melanoma B16) almacenada en un criotubo a -70°C (ultracongelador

Revco) fue descongelada en un bafio Maria a 37°C.
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Posteriormente, bajo condiciones estériles, en la campana de flujo laminar se vertid el contenido
del criotubo en un tubo estéril de propileno (forma conica con capacidad para 15mL) preparado
previamente con 10 mL de medio de cultivo DMEM y se centrifug6 por cinco minutos a 1500 rpm.
El sobrenadante se desecho y el paquete celular se resuspendié en 1 mL de medio DMEM
suplementado con suero fetal bovino al 10%, aminoacidos esenciales, antibioticos y antifungicos
al 1%.

ii.  Cuantificacion de células

En un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, se colocaron 80uL de azul tripano, y se adicionaron
20uL de la suspension celular se mezclé perfectamente y se transfirié una alicuota de 20uL a
una de las secciones de la Camara de Neubauer, después se colocé la camara sobre la platina
del microscopio dptico (Olympus) y se observaron las células con el objetivo de 10x. Se contaron
las células que habia en cada uno de los cuatro cuadrantes grandes de la cdmara de Neubauer y
se calculo el promedio por cuadrante, la cantidad de células por mililitro de suspension celular se

calculé empleando la siguiente relacion:

Cantidad de células = X*5*10000 = células/mL

Donde X, es el promedio de células en los cuatro cuadrantes, 5 es el factor de dilucion y 10000

es el volumen de la cdmara en L.
iii.  Incubacion
Bajo condiciones estériles se adicionaron 15 mL de medio de cultivo RPMI suplementado en una

caja de cultivo estéril de 25 mL; posteriormente se adicioné una alicuota de la suspension de

células que contenia 500 000 células. La caja se incubd a 37°C, y una atmdsfera de 5% de CO..
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El medio de cultivo se cambi6 cada 48 horas hasta que el cultivo celular alcanz6 el 80% de
confluencia, momento en que el cultivo expresa sus aspectos mas caracteristicos y es en este
momento cuando el parecido morfoldgico y fisiolégico es mayor al modelo celular de origen. En
éste momento se debe detener el crecimiento y se hace necesario dividir, replaguear o propagar

las células por medio de la tripsinizacion de los cultivos celulares de cada caja de cultivo.

iv.  Tripsinizacion

Alcanzado el 80% de confluencia, bajo condiciones estériles, se aspiro el medio de cultivo y se
adicionaron 3mL de la solucién de tripsina EDTA. Posteriormente se incubd la caja por 5 minutos
en las condiciones antes descritas para que la tripsina destruyera la matriz extracelular.
Transcurridos los 5 minutos se agitd suavemente la caja de cultivo para facilitar el
desprendimiento de las células y se adicionaron 9 mL de mezcla nutritiva F-12 (HAM) con el
objetivo de detener la actividad de la tripsina. La suspension de células se transfirié a un tubo
conico estéril de 15 mL y se centrifugd por 5 minutos a 15000 rpm. Después se aspird el
sobrenadante y se adicion6 1 mL de medio RPMI no suplementado para resuspender las células

y asi continuar con la propagacion.

v.  Propagacion
Este paso consiste en replaquear, es decir, las células resuspendidas en el paso anterior se
incubaron en cajas de cultivo nuevas (cada caja recibié el numero adecuado de células, inciso ii),
hasta observar confluencia, posteriormente se repitio el proceso de tripsinizacion y

cuantificacion.

Una vez conocido el nimero de células por ml se llevo a cabo una dilucién con solucién HAM

para obtener una concentracion de 2*106 celulas/ml.
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vi.  Implante

El implante celular se realizé de forma subcutanea en la regién inguinal de ratones CB6F1/Hsd,
se tuvo especial cuidado en que la dosis recibida por individuo fuera de 1*10% células, la
administracion de la suspension celular se llevé a cabo utilizando jeringas estériles de insulina.
Los animales receptores del indculo permanecieron en observacion hasta transcurrido un
periodo de entre 7 y 15 dias ya que es el tiempo en el que el tumor se hace visible y es posible
llevar a cabo el primer transplante de raton a raton, pues los protocolos indican que para dar
comienzo a la evaluacion antineoplasica del compuesto es necesario dos pases previos de raton

araton
A partir de este momento la linea celular se mantuvo in vivo. Para su adecuada preservacion
cada 14 dias se sacrifico al raton portador, se extrajo la masa tumoral y se inocul a otro raton

de la misma cepa y edad. 67 (ver metodologia para trasplante de tumor)

Segun los protocolos mediante este método de preservacion la linea celular tiene una viabilidad

en condiciones genéticas adecuadas para experimentar de 3-4 meses. (8

4.1 Transplante tumoral

El transplante de la linea tumoral murina Melanoma B16 se llevd a cabo por inoculacion

subcutanea en la region inguinal de los individuos de experimentacion y preservacion.
El indculo se prepard de la siguiente forma:
Se extrajo la masa tumoral cuidadosamente tratando de evitar los bordes (con la finalidad

de obtener células viables) de un raton portador, se lavé con PBS estéril, se pesé 1 g de

tumor y se coloco en una caja de Petri con 10 mL de PBS.
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El tumor fue disgregado con bisturi estéril, esta suspension celular se filtrd y se

homogeneiz6 mediante agitacion en vortex. (46)

Con pruebas hechas con anterioridad se ha logrado estandarizar este paso de la

preparacion del indculo y se sabe que este contiene 2.0 x 106 células/mL. 7

A cada raton utilizado en el ensayo de actividad antineoplasica se le administré un inculo

equivalente a 1.0 x 108 células (0.5 mL) por via subcutanea en la region inguinal. (46)

Cabe mencionar que el proceso se desarrollé bajo una campana de flujo laminar utilizando

material esteril.

5. Evaluacion antineoplésica.

La evaluacion de la potencial actividad antineoplasica del compuesto se realizé siguiendo los

protocolos de evaluacion internacionales del National Cancer Institute. (46)

Para llevar a cabo esta evaluacion se realizaron 2 ensayos independientes empleando diferentes

dosis de Casiopeina® lll-La.

Para realizar el primer ensayo se emplearon 30 ratones machos CB6F1/Hsd, los cuales se
distribuyeron de forma aleatoria en grupos de 5 animales cada uno, bajo los siguientes

esquemas de tratamiento:

Grupo control negativo: Este grupo experimental se integré por 5 individuos que
recibieron el indculo tumoral y no recibieron tratamiento alguno. De esta forma se pudo
evaluar la duracién del tiempo de vida y el incremento en peso de condiciones normales

de desarrollo tumoral.
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Grupo control positivo: Este grupo experimental se integré por 5 individuos que recibieron
el inéculo tumoral y tratamiento con Ciclofosfamida en su presentacion comercial
(Genoxal®) en una dosis de 50 mg/Kg siguiendo un esquema de tratamiento cronico
durante 9 dias, el cual inici6 a las 24 horas después de la inoculacion del tumor. Este
farmaco tiene actividad antineoplasica conocida, y sirve para validar el método de

evaluacion.

Tratamiento | Este grupo experimental se integré por 5 individuos que recibieron el
indculo tumoral y tratamiento con Casiopeina® lll-La, empleando una dosis de 0.8 mg/Kg
(equivalente a 1/20 de la DLso previamente determinada) bajo un esquema de tratamiento

crénico durante 21 dias iniciando 24 horas después de la inoculacion del tumor.

Tratamiento II: Este grupo experimental se integré por 5 individuos que recibieron el
indculo tumoral y tratamiento con Casiopeina® lll-La, empleando una dosis de 0.8 mg/Kg
(equivalente a 1/20 de la DLso previamente determinada) bajo un esquema de tratamiento
intermitente durante los dias 1, 5y 9 tomando como dia 0 el dia de la implantacion del

tumor.

Tratamiento Ill: Este grupo experimental se integré por 5 individuos que recibieron el
indculo tumoral y tratamiento con Casiopeina® lll-La, empleando una dosis de 0.4 mg/Kg
(equivalente a 1/39 de la DLso previamente determinada) bajo un esquema de tratamiento

crénico durante 21 dias iniciando 24 horas después de la inoculacion del tumor.

Tratamiento 1V: Este grupo experimental se integro por 5 individuos que recibieron el
indculo tumoral y tratamiento con Casiopeina® lll-La, empleando una dosis de 0.4 mg/Kg
(equivalente a 1/39 de la DLso previamente determinada) bajo un esquema de tratamiento
intermitente durante los dias 1, 5y 9 tomando como dia 0 el dia de la implantacion del

tumor.
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Para realizar el segundo ensayo se emplearon 25 ratones machos CB6F1/Hsd, los cuales se
distribuyeron de forma aleatoria en grupos de 5 animales cada uno, bajo los siguientes

esquemas de tratamiento:

Grupo control negativo: Este grupo experimental se integré por 5 individuos que
recibieron el indculo tumoral y no recibieron tratamiento alguno. De esta forma se pudo
evaluar la duracién del tiempo de vida y el incremento en peso de condiciones normales

de desarrollo tumoral.

Grupo control positivo: Este grupo experimental se integré por 5 individuos que recibieron
el inéculo tumoral y tratamiento con Ciclofosfamida en su presentacion comercial
(Genoxal®) en una dosis de 50 mg/Kg siguiendo un esquema de tratamiento cronico
durante 9 dias, el cual inici6 a las 24 horas después de la inoculacion del tumor. Este
farmaco tiene actividad antineoplasica conocida, y sirve para validar el método de

evaluacion.

Tratamiento |: Este grupo experimental se integré por 5 individuos que recibieron el
indculo tumoral y tratamiento con Casiopeina® lll-La, empleando una dosis de 0.4 mg/Kg
(equivalente a 1/39 de la DLso previamente determinada) bajo un esquema de tratamiento
intermitente durante los dias 1, 5y 9 tomando como dia 0 el dia de la implantacion del

tumor.

Tratamiento II: Este grupo experimental se integré por 5 individuos que recibieron el
indculo tumoral y tratamiento con Casiopeina® Ill-La, empleando una dosis de 0.25 mg/Kg
(equivalente a 1/63 de la DLso previamente determinada) bajo un esquema de tratamiento

crénico durante 21 dias iniciando 24 horas después de la inoculacion del tumor.
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Tratamiento Ill: Este grupo experimental se integré por 5 individuos que recibieron el
indculo tumoral y tratamiento con Casiopeina® Ill-La, empleando una dosis de 0.25 mg/Kg
(equivalente a 1/63 de la DLso previamente determinada) bajo un esquema de tratamiento
intermitente durante los dias 1, 5y 9 tomando como dia 0 el dia de la implantacion del

tumor.

Con estos tratamientos evaluamos si la Casiopeina® lll-La tiene alguna accion que altere el
crecimiento tumoral y por tanto en el retraso del dia de muerte con respecto al grupo control
negativo, ademas de que esta distribucion de los grupos nos permite evaluar de manera

confiable la potencial actividad antineoplasica de la Casiopeina® lll-La.

En los dos ensayos las soluciones para administrar se prepararon a temperatura ambiente
empleando como disolvente agua grado inyectable, la cual fue adquirida de los Laboratorios

PiSA Farmacéutica.

Las soluciones se prepararon a una concentracion adecuada para cada uno de los tratamientos,
de tal forma que la dosis administrada a cada raton estuviese contenida en un volumen de 0.2-

0.5 mL como méaximo.

Después de los dias de administracion de cada tratamiento los ratones permanecieron en

observacion hasta su muerte, esto se realizd para ambos ensayos.

Las variables de respuesta que se registraron a lo largo de la evaluacion fueron peso corporal
(diario) y dia de muerte. Con estos dos datos se evalud la potencial actividad de la Casiopeina®
lll-La mediante calculos matematicos que permitieron evaluar estadisticamente los datos y

conocer otros parametros derivados de los evaluados. (Ver tratamiento de resultados).
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6. TRATAMIENTO DE RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Los datos registrados durante los experimentos no tienen por si solos significado (til para
evaluar la actividad de los tratamientos con Casiopeina® lll-La, por lo cual debe emplearse la
estadistica, para poder concluir con cierto grado de confianza si los tratamientos empleados
fueron eficaces o no. A continuacion se describe el tratamiento matematico efectuado a cada uno

de los datos obtenidos.

i.  Porcentaje de incremento en peso (%lP) “6)

Este parametro es calculado con el peso corporal diario de los individuos pertenecientes a cada
grupo. Se considera que todo incremento en el peso corporal de los individuos con respecto a su
peso inicial es debido al incremento de la masa tumoral. El incremento en peso es definido de la

siguiente forma:

Xy - Xo
Xy

%IP = *100%

Donde:
Xo = peso corporal promedio al dia 0
Xy = peso corporal promedio al dia 'y

y =cualquiera de los dias durante el tiempo de ensayo

ii.  Indice de sobrevida (Icreased Life Span, ILS) 46

Llamamos sobrevida al retardo en el dia de muerte con respecto al grupo control negativo de al

menos un dia. El indice de sobrevida se calcula de acuerdo a la siguiente definicion:
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ILS = 2'100* Media del tiempo de vida del grupo T
& Media del tiempo de vida del grupo C

u
- 100y
u

Donde:
T =grupo X (X puede ser cualquiera de los grupos)

C = grupo control positivo

El criterio de aceptacion para considerar la evaluacion efectiva en cuanto a actividad

antineoplasica para esta linea celular es obtener un ILS ~ 20%.
iii.  Andlisis estadistico en funcion del incremento en peso (%IP) 9

Para analizar los resultados en funcion del porcentaje de incremento en peso se emplea una
prueba de Andlisis de Varianza (ANDEVA) para el dia 5 y el dia 15 del experimento, se escogen
estos dias debido a que posterior a estas fechas ya no se cuenta con la poblacion muestral

completa.

Ya que se considera al porcentaje de incremento en peso como un indice para evaluar el
crecimiento tumoral y la toxicidad de dicho compuesto, esta prueba se hace con el objeto de
analizar si existen diferencias significativas entre el crecimiento tumoral de un grupo con
respecto a otro a un dia en especifico, de esta forma también se puede evaluar si el tratamiento

esta dando resultado.
Se trabaja bajo las siguientes hipotesis:

Ha : al menos una | es diferente

Ho 1= [2 =3 = |la
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Para realizar la ANDEVA se construye la siguiente tabla:

Fuente de Suma de cuadrados | Grados de libertad Cuadrado de la Razon de varianza
variacion (SC) (al) media (CM) (F calculada)
Tratamientos O‘j:l ni(X.-X..)2 k-1 SCrat/glrat CMrat/ CMerror
Error O‘j:l @ji=1(Xij-X.j)2 N-k SCerror/g|error
Total O=1 Oi=a(Xi-X..)2 N-1

El valor critico de F se obtiene de tablas empleando los grados de libertad calculados y un nivel
de confianza de 0.95, la hip6tesis nula se rechazara si el valor calculado de F es mayor que el

valor obtenido de tablas.

ANDEVA nos dice si al menos uno de los tratamientos es diferente, sin embargo para saber cual
de ellos es el diferente es necesario realizar un andlisis de comparaciones multiples mediante la
prueba de diferencia verdaderamente significativa de Tukey, por medio de la cual se comparan
todas las parejas de grupos posibles y se determina cual de ellas presentan diferencias

estadisticamente significativas en sus medias de incremento en peso.

La prueba de Tukey utiliza un solo valor con el cual se comparan todas las diferencias. Este valor

llamado DVS (diferencia verdaderamente significativa), esta dado por la expresion:

CMerror
n

DVS =Qa,k,N - k

Donde & es el nivel de significacion elegido, k el nimero de medias en el experimento, N el
ndmero total de observaciones en el experimento, n el nimero de observaciones en el
tratamiento, CMeror €l cuadrado medio del error de la tabla de ANDEVA y g, que se obtiene

consultando las tablas de Tukey con &, k y N-k.
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Se calculan todas las diferencias posibles entre las parejas de medias y cualquier diferencia que

proporcione un valor absoluto que exceda de la DVS se considera como significativa.

iv.  Analisis estadistico en funcion de sobrevida (9

Esta prueba estadistica se emplea cuando hay datos “censurados” para comparar dos
tratamientos en funcion de sobrevida. El procedimiento para realizarla incluye la construccion de
una tabla en donde se puede apreciar claramente las fechas de deceso de los individuos

pertenecientes a cada grupo.

La tabla se construye de la siguiente forma:

Donde:

t = tiempo de ensayo en dias (periodo en que se realiza)

Individuos totales = sumatoria de los individuos sobrevivientes de todos los grupos al dia t
durante el periodo que se realiza.

Evento = se califica como (+) si ocurrid algin evento el dia t y como negativo si no ocurrio (-)

e = # de eventos ocurridos durante el periodo t

Individuos de A, B, C = # de individuos en riesgo del grupo A, B 6 C al dia t

PA, PB, PC =Calculo de la probabilidad de muerte (A, B 6 C*(evento/individuoStotaies))

Una vez construida esta tabla se debe obtener la sumatoria de las columnas PA, PB y PC, con
este resultado final se realiza una prueba de ji-cuadrada (X2), donde se compara pareja de
resultados con el objeto de analizar si la diferencia de sobrevida de dos grupos es

estadisticamente significativa. Las hipotesis se plantean de la siguiente manera:
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Ha = Existe diferencia entre las sobrevidas de los grupos con diferentes tratamientos.

Ho = No existe diferencia entre las sobrevidas de los grupos con diferentes tratamientos.

La X2 se calcula mediante la siguiente formula:

v O TEHF5 15.629 Tf 1 0 0 1 325.9
V¢ U

e Ei u

Donde:
O; = valor observado.

Ei = valor de probabilidad esperado el cual se considera como la sumatoria obtenida para cada

grupo.
El valor critico de X2 se obtiene de tablas considerando un nivel de de confianza del 0.90, ya que
al estar comparando datos obtenidos a partir de sistemas biol6gicos estos pueden tener cierta
variabilidad biolégica.
La hip6tesis nula se rechaza si X2 caiculada > X2 tablas

v.  Tratados/Control (T/C)
Este pardmetro se puede evaluar tanto en peso como en sobrevida. Definido como:

TIC = Xi/Xc

Donde:

Xt = Promedio en peso o sobrevida del grupo t (t puede ser cualquiera de los grupos).

Xc = Promedio en peso corporal o duracion de vida del grupo control negativo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Determinacion de las Dosis Letales 50 (DLso)

En la siguiente tabla se muestran los resultados de las dosis letales obtenidas para la
Casiopeina® lll-La por via intraperitoneal (ip) e intravenosa (iv) en ratones Hsd:ICR de ambos

SEX0s.

DLso (mg/Kg de peso)
Intervalo de Confianza (a = 0.05)
Via de Machos Hembras
administracion

ip 15.7 17.9
(13.4-17.7) (16.3-19.5)

, 10.6 10.9
v (9.3-11.9) (9.9-11.9)

Tabla 1. Dosis Letales de la Casiopeina® lll-La

Las gréficas Dosis-Respuesta Cuantal sobre las cuales fueron calculados estos datos se

muestran a continuacion:

¢ 100.0 . — T 100.0
2 AN // o\°
T 800 A . ¢ +800 5
s \ / s
\ / -
60.0 1 \ _ ot T 600 =
§ \p DL =10 g
S 400 - /. +400 3
> / \ <
= / \ s,
2 2001 ’ \ 1200 S
(S (7]
< 00 — — . — 0.0
05 0.7 0.9 11 13 15 17

Logwo Dosis (mg/Kg)

Gréfica 1. Toxicidad aguda en machos via intraperitoneal
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Gréfica 2. Toxicidad aguda en machos via intravenosa
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Gréfica 3. Toxicidad aguda en hembras via intraperitoneal
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Gréfica 4. Toxicidad aguda en hembras via intravenosa
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Es posible observar que la administracion iv es ligeramente mas toxica que la administracion ip
en ambos sexos, esto se debe a que la distribucion en sangre de la Casiopeina® Ill-La es méas
rapida por via iv, ya que por esta via no se lleva acabo el proceso de absorcion; de igual forma

es importante sefialar que ambas vias al ser parenterales no sufren metabolismo de primer paso.

Por otro lado, la DLso por via intraperitoneal resulté ser mas elevada en hembras, esto es debido
posiblemente a que la Casiopeina® lll-La al ser lipofilica y a que las hembras contienen mayor
tejido adiposo, ésta se deposito en el tejido adiposo y por lo tanto hubo un incremento en la

cantidad de compuesto necesario para provocar toxicidad.

Estos estudios de toxicidad aguda, se realizan con el fin de caracterizar los efectos biologicos
agudos de un compuesto quimico; no sélo su letalidad, sino también los drganos principalmente
afectados y los signos clinicos, ademas de que proporcionan informacion de utilidad para el

disefio y seleccion de las dosis en estudios méas prolongados.

Es por eso que con los resutados obtenidos de la DLsy fue posible calcular las dosis a
administrar de la Casiopeina® lll-La durante la evaluacion antineoplasica, debe observarse que
tanto en el esquema de administracion intermitente como crénico la suma de las dosis

administradas no sobrepasa el valor de DLso encontrado para la Casiopeina® lll-La.
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2. Evaluacion Biologica

Los resultados de esta evaluacion muestran la grafica de incremento en peso, dia promedio de
muerte e indice de sobrevida asi como la discusion de cada una. Los analisis estadisticos que
permitieron evaluar la confiabilidad y relacion de los resultados se anexan en el anexo A y el

anexo B.

2.1 T/C calculado con el peso promedio al dia 1,5y 15

Dia de Control Cronico Cronico Cronico Intermitente Intermitente Intermitente
evaluacién | positivo | 0.25 mg/Kg 0.4 mg/Kg 0.8 mg/Kg 0.25 mg/Kg 0.4 mg/Kg 0.8 mg/Kg
1 99.7 97.9 95.5 98.1 104.3 96.6 97
5 97.8 98.4 95.3 98 105.4 97.9 96.5
15 95 98.9 98.1 99.7 106.8 99.6 98.5

Tabla 2. T/C de la Casiopeina®lll-Laal dia 1, 5y 15

Observamos que los valores de T/C para el dia 1 son cercanos a 100 + 5%, lo cual nos habla de
que los grupos son homogéneos en cuanto al peso al inicio del experimento; esta condicion es
fundamental para considerar que el experimento es confiable, ya que parte del seguimiento del
desarrollo tumoral, y en consecuencia la evaluacion de la actividad antineoplasica, esta basada

en la relacion existente entre el crecimiento tumoral y el incremento de peso corporal.

Conforme el ensayo avanza los valores de T/C van incrementandose, lo cual es interpretable
Como un aumento en peso de mayor proporcion en los grupos tratados con la Casiopeina® Ill-La,
debido a un desarrollo tumoral mas rapido. Sin embargo los valores de T/C para el control
positivo van disminuyendo conforme pasan los dias, lo que indica que de cierta forma es el grupo

en el cual el crecimiento tumoral es mas lento.
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2.2 Porcentaje de incremento en peso

55
50
45
40
35
30
25 1
20 A
15 -
10 -

% de incremento en peso

- 15 1 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

tiempo de ensayo (dias)
—e— Esguema crénico 0.8 mg/Kg —=— Esquema intermitente 0.8 mg/Kg
—a— Esquema crénico 0.4 mg/Kg —@— Esquema intermitente 0.4 mg/Kg
Esquema crénico 0.25 mg/Kg —e— Esquema intermitente 0.25 mg/Kg
—Jl Control positivo

Control negativo

Gréfica 5. Porcentaje de incremento en peso corporal de los diferentes
esquemas de tratamiento de la Casiopeina® lll-La

La gréfica muestra que el incremento de peso del grupo control negativo se da de forma
semejante que en los grupos tratados con Casiopeina® lll-La, por lo que se infiere que el
crecimiento tumoral también es comparable, esta tendencia debe ser comprobada mediante las
pruebas estadisticas adecuadas; por otro lado el peso corporal de los animales que reciben
tratamiento con Ciclofosfamida desciende durante los dias de administracion, posterior al dia 9

empiezan a recuperar peso y a incrementarlo de forma mas gradual.

Como ya se menciono la interpretacion de esta tendencia deja ver que el desarrollo tumoral en el

grupo control positivo es menor a comparacion con todos los tratamientos de Casiopeina® lll-La.
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2.2.1 Andlisis en funcion del incremento en peso
A continuacion se presentan los valores de incremento de peso corporal para cada grupo

evaluado a los dias 5y 15.
18 7 x=11.29

$=4.96
x=10.44

* * * $=5.07

16 - Tukey p<0.05 x=8.87 *
s=6
mDia5 l I

14 x=11.09 x=10.05

l:l Dl'a 15 s=1.57 s=2.59

3 1
x=7.2

10 *

6 - 516 x=2.68 x=2.97 *

x=3. - s=1.25

=1.01 5'1;5 % x=2.32
* x=2.06 s=1.32

4 - s=1.55 *

Promedio % incremento en peso
(e0]
L

Control Control  Crénico Crénico  Cronico Intermitente Intermitente Intermitente
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Gréfica 6. Histograma del promedio del porcentaje
de incremento en peso para los dias 5y 15

Se observa que al dia 5 existe un decremento en el peso corporal promedio en el grupo control
positivo tratado con Ciclofosfamida; las pruebas estadisticas (anexo A) indican que este
decremento es significativo en comparacion con el grupo control negativo y con los grupos
tratados con Casiopeina® lll-La, excepto en los grupos con esquemas de tratamiento cronico e
intermitente, respectivamente a una dosis de 0.25 mg/Kg; éstas diferencias pueden ser
atribuibles a la toxicidad que puede presentar la Cilofosfamida. Ademas puede inferirse que tanto
el grupo control positivo como los grupos con esquemas de tratamiento cronico e intermitente a
una dosis de 0.25 mg/Kg se estan comportando de manera similar en cuanto al crecimiento
tumoral, al menos dentro de los primeros 5 dias de tratamiento al no haber diferencias
significativas entre ellos.
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Para el dia 15 de evaluacion las diferencias entre las medias de porcentaje de incremento en
peso son estadisticamente significativas entre el grupo control positivo y los tratamientos con
Casiopeina® lll-La, incluyendo el grupo control negativo, excepto con el grupo tratado a una
dosis de 0.25 mg/Kg con un esquema de tratamiento intermitente. Asi mismo puede inferirse
nuevamente que ambos grupos (control positivo e intermitente 0.25 mg/Kg) se estan
comportando de manera similar en cuanto el crecimiento tumoral al no haber diferencias

significativas entre ellos.

Ademas se observa (gréafica 5) que a partir del dia 15 tanto el grupo control positivo, asi como el
grupo control negativo y todos los grupos tratados con Casiopeina® lll-La incrementan su peso
corporal rapidamente, incluso los grupos tratados con Casiopeina® Ill-La elevan su peso por

encima del control negativo.

2.3 indice de sobrevida
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Grafica 7. Histograma del dia promedio de muerte
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La grafica 7 muestra que existen diferencias en la fecha promedio de muerte de los diferentes
grupos, asi mismo, se observa que las desviaciones estdndar para estos promedios son
pequefias, a excepcion del grupo con esquema de tratamiento cronico a una dosis 0.4 mg/Kg;
sin embargo se puede decir que es confiable la evaluacion. Con base en estos datos se calcula

el indice de sobrevida (ILS) para cada grupo, los cuales se reportan en la grafica 8.
35 -

30 - 28.7

25 ~

20 +

*
3

a [ - — L3
-5 3.7 -3.7
-5.2
* X p<0.1

-10 -+

-15 - -12.6

Control Crénico Crénico Crénico Intermitente Intermitente Intermitente
positivo 0.25 mg/Kg 0.4 mg/Kg 0.8 mg/Kg 0.25 mg/Kg 0.4 mg/Kg 0.8 mg/Kg

Gréfica 8. Histograma de indices de sobrevida para la
Ciclofosfamida y la Casiopeina® Ill-La

Se observa que los grupos tratados con Casiopeina® lll-La en sus diferentes esquemas de
tratamiento presentan indices de sobrevida negativos, excepto en el grupo con un esquema de
tratamiento intermitente a una dosis de 0.25 mg/Kg; esto nos habla de que este efecto se

presenta probablemente debido por una toxicidad crdnica de la Casiopeina® lll-La.

Ademas se observa que estas sobrevidas negativas son proporcionales a las dosis, dando como

resultado un efecto dosis-respuesta.
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Por otro lado aunque no hay diferencia significativa en el incremento en peso entre el grupo
control negativo y todos los grupos tratados con Casiopeina® lll-La, al hacer la comparacion de
sobrevidas a través del analisis de Logrank (anexo B), éste revela que existe evidencia
estadistica que permite afirmar que la Casiopeina® lll-La produce curvas de sobrevida diferentes
entre si, por lo que las sobrevidas negativas de la Casiopeina® lll-La pueden atribuirse a la

posible toxicidad de dicho compuesto.

Es importante remarcar que el Unico grupo que mostrd una sobrevida positiva es el
correspondiente a el grupo tratado con un esquema de tratamiento intermitente 0.25 mg/Kg, el
cual fue significativamente diferente al control negativo y al control positivo (apéndice B); si bien
éste no cumple con el requisito de los protocolos internacionales (ILS ~ 25) para poder pasar a
una evaluacion secundaria, debe considerarse el realizar evaluaciones posteriores con dosis
menores a 0.25 mg/Kg de la Casiopeina® lll-La y diferentes esquemas de tratamiento
intermitentes, para obtener asi indices de sobrevida aceptables y exigidos por los protocolos

internacionales.
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Mediante los ensayos de toxicidad aguda (DLso) y evaluacion bioldgica realizados a la

Casiopeina llI®-La, se derivaron las siguientes conclusiones y recomendaciones:

»  Se determind la toxicidad aguda (DLso) de la Casiopeina® Ill-La de forma
intraperitoneal e intravenosa en ratones de ambos sexos, y se observo que la
toxicidad de la Casiopeina® lll-La es ligeramente mas elevada en machos, esto se

observa en ambas vias de administracion.

»  Si hien la Casiopeina® lll-La fue capaz de producir sobrevida estadisticamente
significativa en comparacion al grupo control negativo, esta sobrevida es negativa,
debido a que se estan presentando efectos toxicos, lo cual implica que, en caso de
que la Casiopeina® lll-La tenga cierta actividad como antitumoral, esta se vea

opacada por su toxicidad a las dosis evaluadas.

»  Aungue no se cumple con el requisito de los protocolos internacionales (ILS ~ 25)
en ninguno de los grupos tratados con Casiopeina® lll-La, para la evaluacion
bioldgica se observa un posible efecto a una dosis de 0.25 mg/Kg con un esquema

intermitente qd 4x3.

Debe considerarse el evaluar dosis menores a 0.25 mg/Kg en otros esquemas de
tratamiento intermitente y en diferentes modelos murinos de isotasplantacion
(Sarcoma S180 y Leucemia L1210).

2  Si bien se ha demostrado que la presencia de los tres anillos aromaticos de la
fenantrolina es posiblemente una caracteristica necesaria para mantener la
actividad de estos complejos de coordinacion ©7), también se sabe que la presencia
de estos tres anillos arométicos le confieren una toxicidad mas alta a los
compuestos que los contienen, por lo que se sugiere evaluar los analogos de
bipiridina ya que estos son menos toxicos en relacion a las Casiopeinas® que
contienen fenantrolina.
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PRUEBAS ESTADISTICAS

ANEXO A

1. Andlisis estadistico en funcion del incremento en peso (%IP)

Para analizar los resultados en funcion del porcentaje de incremento en peso se emplea una

prueba de Analisis de Varianza (ANDEVA) para el dia 5 y el dia 15 del experimento.

1.1 Andlisis al dia 5

Tabla 3. ANDEVA al dia 5

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado
. : ) F calculada
variacion cuadrados libertad medio
Entre muestras 74.025 7 10.575 4,222
Dentro de las
muestras 80.151 32 2.505
Total 154.176 39
Significancia | Prueba F DECITQ’an
estadistica
hay
0.005 3.69 diferencia
hay
001 3.26 diferencia
hay
0.05 2.31 diferencia
hay
0.1 1.91 diferencia
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Tabla 4. Prueba de Tukey para incremento de peso al dia 5
DIFERENCIA ENTRE LAS MEDIAS DE LAS MUESTRAS
Control Control Crénico Crénico Crénico Intermitente | Intermitente | Intermitente
negiativo positivo 0.25 mg/Kg 0.4 mg/Kg 0.8 mg/Kg 0.25 mg/Kg 0.4 mg/Kg 0.8 mg/Kg
Gnd | E | 421 | 241 | 047 | 018 | 109 | 013 | 083
osiivo E 180 | 373 | 337 | 311 | 407 | 337
oo E | 193 | 222 | 131 | 227 | 157
Cronico -
oo E | 029 | 062 | 033 | 035
08 ks E 091 | 004 | 065
026 maKe E 095 | 0.26
s £ | 089
Intermitente ‘E
0.8 mg/Kg
PRUEBA DE COMPARACIONES MULTIPLES & = 0.05
HIPOTESIS HSD* | DECISION ESTADISTICA
Ho = Jic. Negativo = LIC. Positivo 3.25 hay diferencia
Ho = Jic. Negativo = [UCrénico 0.25 mgikg 3.63 no hay diferencia
Ho = Jc. Negativo = [ACrénico 0.4 mg/Kg 3.25 no hay diferencia
Ho = Jc. Negativo = [ACrénico 0.8 mg/Kg 3.25 no hay diferencia
Ho = |c. Negativo = [intermitente 0.25 mg/Kg 3.25 no hay diferencia
Ho = Jc. Negativo = [intermitente 0.4 mg/Kg 3.25 no hay diferencia
Ho = Jc. Negativo = [intermitente 0.8 mg/Kg 3.25 no hay diferencia
Ho = Lc. positivo = |LCrénico 0.25 mgig 3.63 no hay diferencia
Ho = Lc. positivo = LCrénico 0.4 mgikg 3.25 hay diferencia
Ho = Lc. positivo = LCrénico 0.8 mgikg 3.25 hay diferencia
Ho = [c. positivo = intermitente 0.25 mg/kg 3.25 no hay diferencia
Ho = Lc. positivo = [lintermitente 0.4 mgikg 3.25 hay diferencia
Ho = Lc. positivo = [lintermitente 0.8 mgikg 3.25 hay diferencia
Ho = |crénico 0.25 mgikg = Crénico 0.4 mgikg 3.63 no hay diferencia
Ho = |crénico 0.25 mgikg = Crénico 0.8 mgikg 3.63 no hay diferencia
Ho = Hcrénico 0.25 mgikg = Mintermitente 0.25 mgiKg 3.63 no hay diferencia
Ho = crénico 0.25 mg/kg = intermitente 0.4 mg/Kg 3.63 no hay diferencia
Ho = crénico 0.25 mgikg = intermitente 0.8 mg/Kg 3.63 no hay diferencia
Ho = |Ucrénico 0.4 mgikg = [ACrénico 0.8 mg/Kg 3.25 no hay diferencia
Ho = |crénico 0.4 mgikg = intermitente 0.25 mgikg 3.25 no hay diferencia
Ho = |Ucrénico 0.4 mgikg = [intermitente 0.4 mg/Kg 3.25 no hay diferencia
Ho = |Ucrénico 0.4 mgikg = Wintermitente 0.8 mg/Kg 3.25 no hay diferencia
Ho = |crénico 0.8 mgikg = intermitente 0.25 mgikg 3.25 no hay diferencia
Ho = |Ucrénico 0.8 mgikg = Wintermitente 0.4 mg/Kg 3.25 no hay diferencia
Ho = |Ucrénico 0.8 mgikg = Wintermitente 0.8 mg/Kg 3.25 no hay diferencia
Ho = intermitente 0.25 mg/Kg = [intermitente 0.4 mgikg | 3.25 no hay diferencia
Ho = intermitente 0.25 mg/Kg = [intermitente 0.8 mgikg | 3.25 no hay diferencia
Ho = [intermitente 0.4 mg/kg = Mintermitente 0.8 mgikg | 3.25 no hay diferencia
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1.2 Andlisis al dia 15
Tabla 5. ANDEVA al dia 15

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado

L, . ) F calculada
variacion cuadrados libertad medio

Entre muestras 670.412 7 95.773 6.627

Dentro de las

muestras 462.441 32 14.451

Total 1132.854 39

Significancia | Prueba F egtzziigga
0005 369 | giornca
001 326 | giarenci
005 231 | gionca

01 190 | grerencia
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Tabla 6. Prueba de Tukey para incremento de peso al dia 5
DIFERENCIA ENTRE LAS MEDIAS DE LAS MUESTRAS
Control Control Crénico Crénico Crénico Intermitente | Intermitente | Intermitente
negativo positivo 0.25 mg/Kg 0.4 mg/Kg 0.8 mg/Kg 0.25 mg/Kg 0.4 mg/Kg 0.8 mg/Kg
Gnd | TE 1078 | 409 | 020 | 300 | 242 | 084 | 123
oo E 935 | 1157 | 1478 | 768 | 1093 | 1054
Cronico -
oo E | 388 | 709 | 166 | 324 | 285
Cronico -
oo E | 320 | 222 | 064 | 1.03
Cronico -
(oo E | 542 | 384 | 423
Intermitente -
e E | 157 | 118
Intermitente -
0.4 mg/Kg E 039
Intermitente -
0.8 mg/Kg E
PRUEBA DE COMPARACIONES MULTIPLES & = 0.05
HIPOTESIS HSD* | DECISION ESTADISTICA
Ho = Jic. Negativo = LIC. Positivo 7.8 hay diferencia
Ho = Jic. Negativo = [UCrénico 0.25 mgikg 8.72 no hay diferencia
Ho = Jc. Negativo = [ACrénico 0.4 mg/Kg 7.8 no hay diferencia
Ho = Jc. Negativo = [ACrénico 0.8 mg/Kg 7.8 no hay diferencia
Ho = |c. Negativo = [intermitente 0.25 mg/Kg 7.8 no hay diferencia
Ho = Jc. Negativo = [intermitente 0.4 mg/Kg 7.8 no hay diferencia
Ho = Jc. Negativo = [intermitente 0.8 mg/Kg 7.8 no hay diferencia
Ho = Lc. positivo = |LCrénico 0.25 mgig 8.72 hay diferencia
Ho = Lc. positivo = LCrénico 0.4 mgikg 7.8 hay diferencia
Ho = Lc. positivo = LCrénico 0.8 mgikg 7.8 hay diferencia
Ho = [c. positivo = intermitente 0.25 mg/kg 7.8 no hay diferencia
Ho = Lc. positivo = [lintermitente 0.4 mgikg 7.8 hay diferencia
Ho = Lc. positivo = [lintermitente 0.8 mgikg 7.8 hay diferencia
Ho = |crénico 0.25 mgikg = Crénico 0.4 mgikg 8.72 no hay diferencia
Ho = |crénico 0.25 mgikg = Crénico 0.8 mgikg 8.72 no hay diferencia
Ho = Hcrénico 0.25 mgikg = Mintermitente 0.25 mgiKg 8.72 no hay diferencia
Ho = crénico 0.25 mg/kg = intermitente 0.4 mg/Kg 8.72 no hay diferencia
Ho = crénico 0.25 mgikg = intermitente 0.8 mg/Kg 8.72 no hay diferencia
Ho = |Ucrénico 0.4 mgikg = [ACrénico 0.8 mg/Kg 7.8 no hay diferencia
Ho = |crénico 0.4 mgikg = intermitente 0.25 mgikg 7.8 no hay diferencia
Ho = |Ucrénico 0.4 mgikg = [intermitente 0.4 mg/Kg 7.8 no hay diferencia
Ho = |Ucrénico 0.4 mgikg = Wintermitente 0.8 mg/Kg 7.8 no hay diferencia
Ho = |crénico 0.8 mgikg = intermitente 0.25 mgikg 7.8 no hay diferencia
Ho = |Ucrénico 0.8 mgikg = Wintermitente 0.4 mg/Kg 7.8 no hay diferencia
Ho = |Ucrénico 0.8 mgikg = Wintermitente 0.8 mg/Kg 7.8 no hay diferencia
Ho = intermitente 0.25 mgikg = [intermitente 0.4 mg/Kg 7.8 no hay diferencia
Ho = intermitente 0.25 mgikg = [intermitente 0.8 mg/Kg 7.8 no hay diferencia
Ho = |intermitente 0.4 mg/kg = [intermitente 0.8 mg/Kg 7.8 no hay diferencia
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ANEXO B

2. Anélisis estadistico en funcion de sobrevida (Logrank)

Tabla 7. Resumen del anélisis de Logrank

| | | AlB]l C|D]l E|F
t Irdltctaefeverid e| N A G0d -0 G041=04c0H1I-0 RN P N B FC D) FE A
of @ | 2folsl5] 5]5]5]5]5]5] am 05 05 05 05 05 05 05
W B 1[2l5]5] 5] 5] 5] 4] 4] 5 |o13sed 0135 0131578 0131528 013158 010631 01056316 Q131586
1§ 3 | 1[3[s|5]5]5] 44| 4] 5 [arFEdorEsdosEd a4 a1een 0] a1l 01F1H4
9 b 114]5]5] 5 5 4 4 4 4 101 01 01 Q1 Q11111111) 021111211} 021111111} Q21111111
A v | 2]s5[5]5] 51 5] 4] 4] 4] 3 ]oxmnedaxsned oxsred 0xbriad ozend 02sndd 0264 01714057
2l B | 3]7[s][5] 4] 5] 4al4] 4] 2|omspdosssHoxesd 0aAHH 0330 033653 0656 018181819
2 D 4 110 5|1 5|1 3 5 2| 4 4 2 | Q633333657 06333356, 04 063333357] 0.2603533657] 053333333 053333333 Q255335641
A x| 2]is[s] 2] 4] 2] 3] 3| 2 |o3xasd amueisd a1se1H 03031 01533615 02307623 023076273 015334615
A x| s|gs[s] 2] 3] 23] 3] 1|1cusmiouewsioaess] 065 [o4ewe] 065 | 065 | 083633
H o |alals[s] 2] 1] 2]3] 2] 1 |oesmd 10615 041066 02106637 04210506 0631570 0210553 Q2105560
A | 2|Ad1]s5[ ol 1] 23] 2] 1 odoss] 0 |orsdoxmss] 04 | 02660067 0133333
21 Bl 2]7alslola] 22 111 osmedomear] o0 |ais®Eda Q 01534615 01538615
d n [ 1lda]s[olala]al 1] 1]a o 0 o Q Q0 0 Q
o[ 1[5l ol 1] 1]1] o] 1] m 05 0 01 0l 01 0 01
% 9 | 3lalafsl o] a] afa] o ofomediemms] 0 |o3szsiosseedosess 0 0
H 6 | 1]xAo0]ls5loflol1]olo]o 0 Josd o 0 |amees] 0 0 0
H 5 | 1]|Hol4  o]lol1]oflo]o 0 08 0 0 02 0 0 0
3 4 | 1]Ho]l4l ololo]Jolo]o 0 1 0 0 0 0 0 0
4 3 | 1]3o]l3lololo]lolo]o 0 1 0 0 0 0 0 0
d 2 | 1]"do]l2lololo]lolo]o 0 1 0 0 0 0 0 0
4 1 ] 1]do]l1lololo]Jolo]o 0 1 0 0 0 0 0 0
5' 0 [ ofldololo]loloJo]l o]o 0 0 0 0 0 0 0 0
Q0 O= | 4918122 142315550 269651907 401 39165614 mlsm 229550
Q= )

QQ0RA277 5983848 196773108 Q24045580 020074548 007631271 Q61499 31750355h

Se procede ahora a realizar la prueba de 2

+2 calculada = 12.4038 > +2 (7,090 = 12.017 p<0.1

jcalech

12478359

Existe evidencia estadistica que permite afirmar que las curvas de vida de los grupos

comparados son diferentes.

61

Facultad de Quimica, UNAM.


http://www.alientools.com/

Anexos Estadistica

Ahora se procede a realizar la prueba de <+ para el esquema de tratamiento intermitente 0.25

m/Kg vs el control negativo y el control positivo respectivamente.

Control negativo vs esquema de tratamiento intermitente 0.25 mg/Kg

<2 calculada = 3.175 > +2 (1,090 = 2.706 p<0.1

Control positivo vs esquema de tratamiento intermitente 0.25 mg/Kg

+2 calculada =9.16 > +2 (1,090 = 2.706 p<0.1

Existe evidencia estadistica que permite afirmar que las curvas de vida de los grupos

comparados entre si son diferentes.
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