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1. Introduccién

Evaluacién antineoplasica de compuestos de coordinaciéon de Cobre
(Casiopeinas) en modelo tumoral murino.

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por la proliferacion
incontrolada de células aberrantes e inmaduras. Actualmente en México el cancer ocupa el
segundo lugar en las causas de muerta en la poblacidni). Entre los tratamientos (tiles para
atacar esta serie de enfermedades se encuentra la quimioterapia. En 1869 el descubrimiento
por Rosenberg de la actividad citostatica del compuesto cis-diamino-dicloro-platine(ll), marca el
inicio de investigaciones encaminadas a encontrar quimioterapeuticos inorganicos efectivos.

Actualmente existen numerosos farmacos antineoplasicos tanto de origen organico
como inorganico, sin embargo, la existencia de tumores refractarios a estos tratamientos, Ia
elevada toxicidad de los existentes y su costo elevado estimulan la blisqueda de nuevas
moléculas que mejoren las caracteristicas mencionadas. Particutarmente en México la
necesidad de importacidn de estos productos incrementa su costo, 1o cual los hace
inaccesibles a algunos sectores de la poblacidon; por lo que el desarrollo de productos
antineoplasicos con tecnologia mexicana adquiere prioridad.

Lo anterior llevé al desarrollo de una familia de compuestos de coordinacion de cobre
(i} como centro metalico, que en la esfera de coordinacién presenta un ligante bidentado del
tipo diiminas (N,N) y otro que puede ser aminoacidate (N,O) o donador {Q,0). A esta familia de
compuestos se les denomina CASIOPEINAS® (7). Los complejos estudiados de esta familia
han demostrado tener actividad citostatica, citotéxica y antineoplasica (15,16,17,19,45.463, lo cual
motiva a continuar estos estudios con otras moléculas de la misma familia.

El presente trabajo estudid la posible actividad antineoplasica in vive sobre el modelo
tumoral murino Meianoma B16 de seis Casiopeinas seleccionadas con base a resultados
cbtenidos en estudios previos. Los ensayos se llevaron a cabo siguiendo los protocolos
internacionales de evaluacion del Cancer Chemotherapy National Service Center
perteneciente al National Cancer Institute, Bethesda, Maryland, E.U.A¢13.

A pesar de que el cbjetivo principal de este estudic es la evaluacion de actividad
antineoplasica empleando como variable de respuesta la sobrevida, el trabajo se complemento
con la caracterizacion por IR, espectroscopia Uv-vis, analisis elemental y punto de
descomposicion de cada uno de los compuestos a evaluar, ya que es fundamental para
correlacionar los resultados conocer con exactitud sus estructuras y caracteristicas.

Los resultados obtenidos se comelacionaron con las actividades que ya han sido
determinadas para otras Casiopeinas en la misma linea tumoral. Asi mismo se analizo la
relacion estructura-actividad y su posible correlacion con la actividad superdxido-dismutasa
observada en otros experimentos.

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.



2. Justificacion

2. JUSTIFICACION

Debido a la longevidad que estad alcanzando el hombre y quiza en funcién de los
contaminantes a los que se enfrenta, se ha encontrado que la incidencia de cancer
presenta una alarmante tendencia a ocupar los primeros lugares de morbilidad y

mortalidad en el mundo.a

Dentro de las formas de tratamiento del cancer se puede mencionar a la quimioterapia
como una opcion clave y a menudo exitosa.q.s:23. No obstante 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 la incorporacion de
nuevos farmacos es un amplio campo de trabajo.

El origen de los férmacos puede ser a partir de productos naturales o bien sintéticos,
los cuales pueden clasificarse a Su vez, cOMO cCOmpuestos organicos y compuestos

inOrganicos.4n

Estos ultimos son un ndmero muy reducido de farmacos. En la quimioterapia del cancer
existen 44 compuestos aprobados para su uso, de ellos sdlo dos, el cisplatino y el
carboplatino son farmacos inorgdnicos a base de platinown, y ninguno de los 44 son de

tecnologia nacional.

En nuestro pais, el problema de la terapia contra el cancer cobra una mayor
importancia ya que como se menciond, la quimioterapia existente se desarrolla en el
extranjero, lo cual inevitablemente acrecenta aun més su costo haciendo inaccesible el

tratamiento para algunos sectores de la poblacion.

Debido a esto, a finales de la década de los 70's, en la Facultad de Quimica (UNAM)
se inicié un proyecto encaminado al desarrolio de farmacos antineoplasicos a base de

metales de transicidn, de preferencia escenciales biolégicamente, con el propasito de

2
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2. Justificacion

disminuir toxicidad y costo. Una segunda premisa de trabajo fue sintetizar una familia
de compuestos con variantes estructurales tales que permitieran la selectividad
tumoral.

De esta forma se diserid |a familia de compuestos Casiopeinas® cuyo centro metalico
es el cobre. Algunos compuestos de esta familia han demostrado tener actividad
antineoplasica en ensayos basados en protocolos internacionalesns.ie.1n; por lo cual es
necesario y justificado el seguir evaluando su actividad y selectividad tumoral.

En el presente trabajo se evalud la actividad de seis Casiopeinas® con variantes
estructurales con la finalidad de relacionar estos resuitados con ios que previamente se
han obtenido en otros ensayos de compuestos pertenecientes a la misma familia, y
analizar |a relacion existente entre |a estructura y la actividad bioldgica ya que de esta
forma se podra, en un futuro hacer predicciones acerca de la molécula que podria ser

mas efectiva y de menor toxicidad en funcion de sus caracteristicas estructurales,

El desarrollo de tratamientos efectivos y poco riesgosos a los cuales pueda tener
acceso la poblacion nacional es siempre un esfuerzo justificado dada la importancia de

este grupo de enfermedades no s6lo en México sino en el mundo entero.

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.
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CAPITULO | Antecedentes y Marco Tedrico

I. ANTECEDENTES Y MARCO TEQRICO

En los paises desarrollados las principales amenazas contra la vida son las
enfermedades cardiacas, el cancer, 1a artereoesclerosis, la artritis y la combinacion de
bronguitis y enfisema pulmonar, que atacan con mayor fuerza después de los 50 afios
de vida. Existen caracteristicas particulares del modo de vida urbano e industrial que

favorecen dichas enfermedades.(1.2023

Particularmete en el caso del cancer, mucho se ha comentado acerca de su incidencia
y su alarmante tendencia a ocupar los primeros lugares de morbilidad y mortalidad en
el mundog21,23.33.41,43. Estadisticamente es la segunda causa de mortalidad de América,

especialmente en las personas mayores de 40 afios.@.21)

A. Bl Cancer.

Este grupo de enfermedades ha existido desde los origenes del ser humano, ha sido
descrita en pinturas y escritos de civilizaciones muy antiguas, incluso se han hallado
lesiones neoplasicas en huesos de dinosaurios. Se ha informado su existencia en

practicamente todos los vertebrados, algunos invertebrados, e incluso plantas.s)

Actualmente se reportan alrededor de 5.9 millones de casos nuevos anualmente en

todo el mundoay; es por esto que es una de las causas mas importantes de mortalidad
en la poblacién mundial.

El cancer, médicamente liamado neoplasia maligna, es un grupo de enfermedades
caracterizadas por el crecimiento anormal de un tejido, las principales caracteristicas

de las celulas cancerosas son:

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.



CAPITULO 1. Antacedentss y Marco Tedrico

« Cambios en el crecimiento de células transformadas,
+ Toleran alta densidad celular,

« Independencia de factores exdogenos de crecimiento,
+ Pérdida de 1a inhibicion por contacto,

» Independencia en el anclaje,

+ Tumorigenicidad.

E! tejido neopldsico compite por el suministro de energia y nutricidn con las células y
tejidos normales. Todas las neoplasias dependen del portador en cuanto a su nutricion,
del aporte vascular y en algunos casos soporte endocrino.(x.4)

El céancer se presenta cuando, mediante un estimulo, una célula pierde los mecanismos
para regular su crecimiento, centinuando asi su proliferacién y propagacion en forma
incontrolable, para finalmente destruir al organismo.(43)

Existen diferentes factores que originan la formacion de cancer, siendo principalmente
de caracter xenobibticoiss). La evidencia mas directa para la carcinogenicidad a partir
de dichos factores es un incremento en la incidencia de cancer en animales expuestos.
Diferentes causas no relacionadas entre si pueden ser el estimulo que provoca el
desarrollo del cancer. Estos factores son entre otros virus, radiacion ionizante y
ultravioleta, una gran variedad de agentes quimicos y la presencia de productos de
oncogenes. Se ha vislo que estos factores pueden llegar a causar daiio al ADN de las
células produciendo cambios en su estructura, lo cual provoca que no exista respuesta
a las sefales que controlan su crecimiento y reproduccion. (3

Actualmente, se cuenta con una vasta informacion sobre las causa y los diferentes
tipos de céncer, donde se originan, su comportamiento y su pronéstico, pero
desafortunadamente su tratamiento; el cual es un factor importante para aumentar el
prondstico y calidad de vida de cualguier ser vivo, adn no es dptimo.

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM,



CAPITULO L. Antecedentes y Marco Tedrico

B. Tratamientos Antineoplasicos.

Durante muchos afios el tratamiento del céncer se ha basado en tres tipos de
procedimientos, los cuales son: el tralamiento quirirgico, radioterapia y
quimioterapia.sse) En la actualidad se han descubierto y se estan utilizando otras
formas que son |la inmunoterapia, la hipertermia, la hipotermia, la hormonoterapia, asi
como otros que se encuentran en fase experimental como la terapia génica, la
utilizacion de fotosensibilizadores, terapia de radiosensibilizadores y radioprotectores,
la radioterapia con particulas densamente ionizantes y |la radioterpia
intraoperativa.is7.29)

La cirugia es el tratamiento més antiguo contra el cancer y hasta hace poco tiempo era
la Unica modalidad para curar esta enfermedad. En la actualidad esta via es util
solamente cuando el tumor es solido y depende del sitio anatomico en donde se
encuentre. Sin embargo, cuando se presenta metastasis o el tumor no se encuentra en
un sitio anatémico operable, es necesario recurrir a otros tipos de tratamientos como lo
son la radiolerapia y a quimioterapia; o bien, la combinacién de dos o mas para

potencializar la efectividad de los mismos y mejorar los pronésticos. @23

El tralamiento de una neoplasia maligna con radioterapia se basa en detener o
erradicar a las células malignas por medio de radiaciones que son producidas a partir
de nucleos atdmicos radioactivos, pero su utilidad disminuye cuando las células
neoplasicas se diseminan a otros sitios del organismo y establecen nuevos focos de
crecimiento (metastasis).qg)

La quimioterapia consiste en la utilizacion de compuestos guimicos. Este tipo de
terapia ha presentado resultados alentadores dado que los compuestos quimicos
pueden influir en todos los sitios de una enfermedad metastdsica después de ser

administrados. Siendo esto dltimo simultédneamente |a principal ventaja y desventaja; ya

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.



CAPITULO I Antecedantes y Marco Tedrico

que estos compuestos no discriminan entre células neopasicas y células normales con

alto indice reproductivo.(0.29

La inmunoterapia consiste en ulilizar al sistema inmune o a sus componentes para
controlar o destruir a las células cancerigenas a través de su estimulacidén con la

utilizacién de diferentes agentes inmunoterapéuticos de origen biolégico o sintético.qs)

La hipertermia se basa en aumentar la temperatura de todo el cuerpo o solamente de
ciertas regiones que presentan crecimiento tumoral. Existe evidencia de que la parte
interna de un tumor presenta un pH bajo, poca disponibilidad de nutrientes y de
oxigeno, por lo tanto su inactivacién es mas rapida cuando existe un aumento en la
temperatura corporal o local. Por otra parte, se ha visto que el calor acentia los efectos
de radiacidn y de muchos agentes quimioterapéuticos por medio de diferentes

mecanismos., (s7,3s)

Los fotosensibilizadores, radioprotectores, radiosensibilizadores y la radioterapia
intraoperativa se utilizan en forma conjunta con la radiacion para potencializar su

efecto sobre las células tumorales.(s7,39)

A pesar de lo prometedores que pueden ser los nuevos tratamientos, aun dependen de
pruebas terapéuticas para invesligar su eficacia en el humano; ademas estan
desarrollados y enfocados a potencializar el efecto de las terapias tradicionales, por lo
cual |la quimioterapia, radioterapia y la cirugia siguen siendo los tratamientos mas dtiles

contra el cancer.
C. Quimioterapia.
En 1898, Paul Erhlich descubrio el primer agente alquilante (arsefenamina), 50 afos

después de ser descubierto comenzd a ser aplicadoe en el tratamiento de neoplasias en
humanos. (s

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.



CAPITULO 1. Antecedentes y Marco Tedrico

La busqueda de nuevos farmacos que presenten un efecto positivo en el tratamiento
anticancerigeno ha llevado al desarrollo de una amplia variedad de compuestos.

Una clase de compuestos que han llamado la atencién son aquelios que presentan un
centro metalico, los cuales incluyen mercurio, arsénico, oro y platino. Hace 500 afos ya
se empleaban preparaciones de plata, zinc y mercuric para el tratamiento del
cancer,(41) sin embargo el uso de farmacos en un tratamiento sistemdtico en neoplasias

malignas no se documenté sino hasta 1865 por Lissauer.

A pesar de que varios compuestos con diferente centro metalico han demostrado

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

En 1965, el Dr. Barnett Rosenberg, un biofisico, que investigaba el efecto de la
corriente eléctrica en la motilidad bacteriana descubrié que el agente cis-diamino-
dicloroplatino 11 (DDP) inhibia la motilidad y el crecimiento bacteriano. Para 1969, en
estudios siguientes se estabecié la actividad antitumoral del cisplatino en modelos
tumorales animales experimentales(s En 1972 el cisplatino fue sometido por el
National Caﬁcer institute a pruebas clinicas,n4, 42 v finalmente en 1983 el DDP se

convirtié en uno de los compuestos anticancerigenos mas utilizados. ;3s)

Actualmente existen numerosos farmacos antineoplasicos, tanto de origen organico
como inorganico, sin embargo la existencia de tumores refractarios a estos
compuestos, la elevada toxicidad y el costo de los mismos siguen siendo las

principales desventajas en la quimioterapia. ()

En general, los principales efectos téxicos que produce un agente quimioterapéutico
son, en forma aguda: anorexia, vomito, diarrea, supresion funcional de la médula dsea
y del sistema inmune, asi como anafilaxia y cambios en el sistema urinario. De forma

cronica se presentan dafios principalmente en el corazan. o

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.



CAPITULO I Antacedentes y Marco Tedrico

Por lo anterior, es necesaria la busqueda y desarrollo de nuevos agentes que tengan
caracteristicas mejores que las de los existentes.

D. Proyecto “Desarrollo de Anticancerigenos” y Casiopeinas.

En la Facultad de Quimica de la UNAM, bajo la direccién de la Dra. Lena Ruiz Azuara,
se han disefiado y sintetizado un nuevo grupo de compuestos de coordinacién que
reciben el nombre de CASIOPEINAS®, las cuales son moléculas con potencial
antineoplasico.(1s,1617)

Las Casiopeinas son una familia de compuestos de coordinacién de cobre (Il) como
centro metdlico que en la esfera de coordinacién presentan un ligante bidentado del
tipo diimina (N,N) y otro que puede ser aminoacidato (N,O) o donador (0,0).m Estos
compuestos han sido clasificados en cuatro grandes grupos |, I, HI, y IV; cuyas

formulas generales se muestran en la figura 1.

Hasta la fecha se han sintetizado cerca de 100 Casiopeinas, las cuales estan en

proceso de caracterizarse con detalle fisicoquimicamente.(4s)

Algunas Casiopeinas han sido estudiadas mas a fondo y han sido sometidas a
multiples pruebas de acuerdo con las normas internacionales de evaluacion de
farmacos con potencial anticancerigeno y los resultados han demostrado que estas
moléculas tienen actividad citostatica, citotdxica, y antineopiésica, lo cual motiva a

continuar con estos estudios en olras moléculas de ia misma familia.gs.16.45)

10
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Figura 1
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El desarrollo de Casiopeinas es un proyecto multidisciplinario integrado por equipos de
trabajo de diferentes instituciones: Facultad de Quimica (UNAM), Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (UNAM), Facultad de Medicina (UNAM), Instituto de
investigaciones Biomédicas (UNAM), Instituto de Fisiologia Celular (UNAM), Centro
para la Innovacion Tecnolégica (UNAM), Insitituto Nacional de Cancerologia(INCan),
instituto Nacional de Investigaciones Nucleares(ININ) y otras colaboraciones a nivel
internacional.

£l esquema de trabajo de este proyecto se plantea a continuacion:

DIAGRAMA DE FLUJO PARA El. DESARROLLO DE FARMACOS

[ Sintesis y Carnctcrizacién_]

I Propiedades Fisicoquimicas ]

|
Actividad Citostatica Actividad Antineoplasica
in vitro - in vivo in vitro - in vive
| Toxicologia y Farmacologia ]
r Modelaje ] I Mecanismo de Accion I Clinica Vetermaria y
Humana

I Relacién Esm.u:!m-AcliVidail
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Dado que la familia de compuestos Casiopeinas es muy grande, a la fecha sélo
algunas de ellas han sido estudiadas a fondo, obteniéndose resultados bastante
alentadores en el ambito clinico veterinariop, 48. Entre los estudios realizados se
encuentran los siguientes:

1. Determinacidon de propiedades fisicoquimicas: Se han realizado pruebas de
esiabilidad con respecto al pH y se encontrd que esta clase de compuestos son
estables en disolucién acuosa a fuerza ibnica y temperatura constante, a pH
aproximadamente de 7 durante siete dias. Por otra parte se encontrd que las
Casiopeinas® no pueden ser administradas por via oral debido a que son inestables

al pH's acidos como el estomacal.4s)

2. Evaluacidn citostética in vitro en cultivo de linfocitos humanos sanos, con resultados
comparables e incluso superiores a la mayoria de los quimicterapéuticos de uso

comercial.(37.45

3. Evaluacion antineoplasica in vitro empleande lineas tumorales recomendadas por los
protocolos internacionales y clones tumorales humanocs de cancer cérvico-uterino de
pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan), obteniéndose resultados
comparables a la actividad de la Mitomicina C y Cisplatino.og)

4. Evaluacion citostatica in vivo empleando el método de intercambio de cromatidas
hermanas en el ratén. Este tipo de experimentos se encuentran en una fase inicial,
pero los resultados que se obtengan nos daran indicio no sélo de su actividad

citostatica, sino también sobre su mecanismo de accidn.

5. Pruebas de potencial mutagénico in vitro. Estas pruebas hasta el momente han
mostrado una baja actividad mutagénica, y cabe mencionar que algunos de los

farmacos han mostrado una marcada actividad bactericida.s

13
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6. Pruebas para evaluar mutaciones somdticas en Drosophifa melanogaster. Los
resultados de los ensayos mutagénicos in vitro e in vivo muestran ligera actividad
mutagénica de estos compuesto.s)

7. Pruebas de actividad antineoplasica in vivo empleando los modelos tumorales
murinos recomendados por el National Cancer Institute, USA. Los resultados en este
panel de evaluacién son muy alentadores ya que algunas Casiopeinas sobrepasan
por muchoe los requerimientos exigidos por los protocolos internacionales e incluso,
dependiendo de la Casiopeina de eleccion asi como del esquema de tratamiento y

dosis empleada, se han logrado remisiones totales y scbrevidas que van hasta un
200% (ver graficas 1, 2 y 3).(15.48)

Grafica 1. Porcentaje de sobrevida con Casicpeina | en diferentes fineas tumorales empleando
diferentes esquemas de tratamiento.

indice de sobrevida con Casiopeinal

Qintermienta = 1,59
& Interm, = 14,710
@ Cronico = 1-9

ndice de sobrevida (ILS)

L1210 LW.I B16 5180
Lineas tumorales
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Grifica 2. Porcentaje de sobrevida con Casiopeina ll en diferentes lineas tumorales empleando

diferentes esquemas de tratamiento

indice de sobrevida con Casiopeina I}
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Lineas tumorales
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Grafica 3. Porcentaje de sobrevida con Casiopeina Iil en diferentes lineas tumorales empleando

varios esquemas de tratamiento.
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8. Interaccion de estos compuestos con ADN lineal y superenrrollado evaluada a través
de electroforesis en gel.49)

9. Biodistribucién de Casiopeina |, Il y Il en ratones y ratas. Este trabajo nos permitid
conocer la concentracién del compuesto en los organos blanco. Los resultados
obtenidos a partir de las muestras en ratones indican que los 6rganos como mayor

concentracion en los tres compuestos son bazo y rifidn.e

10.Cardiotoxicidad y ototoxicidad. Estas pruebas se encuentran en el inicio de su
desarrollo y han sido disefiadas para poder determinar el efecto de las casiopeinas
en organos de suma importancia donde otros farmacos con base metalica como el

Cisplatino han mostrade una toxicidad marcada.

11.Estudios anatomo-histolégicos en ratones. Estos estudios toxicologicos han
revelado que las lesiones producidas en los érganos de los animales tratados con
Casiopeinas son moderadas, lo cual nos hace pensar que eslos cambios pueden
llegar a ser reversibles una vez suspendida la aplicacién de! compuesto o mediante

terapia neoadyuvante. se)

12.Estudios de estabilidad de Casiopeinas en soiuciones fisiolégicamente compatibles.

Este estudio revelara de que forma puede administrarse @sta clase de compuestos.

13.Estudios de la actividad superdxido dismutasa (SOD) de las Casiopeinas. Este
sistema enzimatico cataliza in vivo la dismutacion de superdxido a agua con una
velocidad de 2 x 10° M's™ y se encuentra inhibido en las células tumorales, por 1o
que se piensa que interviene en la prevencion del desarrollo de la neoplasia. Este
estudio ha revelado que las Casiopeinas tienen cierta capacidad para imitar la
actividad de esta enzima con velocidades de catélisis dentro del intervalo de 10% a
10" M's™, por lo que se piensa que éste es un probable mecanismo de accion de
estos compuestos. (ver graficas 4y 5).
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14.Estudios de Genotoxicidad de Casiopeinas: El objetivo de este trabajo es evaluar la

actividad citotéxica y genotoxica en cultivo primario de hepatocitos de rata y lineas
tumorales murinas (trabajo en proceso).

Grafica 4. Actividad Superéxido dismutasa de complejos de Cobre manteniendo el donador N-0
constante {serina) y variando {os donadores N-N.

Actividad SOD de compiejos
[Cu{fen)(serina)}+

Fenantrolina

Grafica 5. Actividad Superéxido Dismutasa de complejos de Cobre manteniendo el donador N-N
constante (4,7-dimetil-1,10fen) y variando ¢l donador N-O

Actividad SOD de complejos
[Cu{4,7-dimetil-1,10-fenantrolinaj(aa)]’

Kcat M-1 5.1
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Los resultados en cada uno de estos estudios han sido alentadores y nos han guiado a
pensar en su posible uso en el ambito clinico, incluso se planea iniciar estas pruebas
clinicas en 1998.

Lo anterior motiva a continuar estos estudios con otros compuestos de la misma
familia, de tal forma que se puedan correlacionar resultados y analizar las relaciones
entre la estructura quimica y las actividades antineopldsica y toxica, con la finalidad de
encontrar la mejor opcién de esta familia de compuestos para el tratamiento adecuado

y eficaz de las neoplasias malignas.

E. Esquemas de Cernimiento y Protocolos de Evaluacidniz)

El interés y la necesidad de encontrar nuevas moléculas con actividad antineoplasica
que puedan tengan mejores caracteristicas a las ya existentes, did origen a la
regulacion del cerimiento y pruebas de evaluacion de actividad antitumoral por parte
de organismos internacionales como el Cancer Chemotherapy Nationat Service Center

perteneciente al National Cancer Institute, Bethesda, Marytand, E.UA
El principal propodsito de estos programas de cernimiento es seleccionar compuestos

que sean activos en la practica clinica. Fundamentalmente el sistema cemimiento debe

tener las siguientes caracteristicas:

« Debe ser capaz de identificar a un agente como de interés potencial

« Debe ser cuantilativo en la determinacion de la actividad del agente en el sistema en

el cual haya sido ensayado.

18
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e Debe discernir si el compuesto merece méas desarrollo o es conveniente detener el
estudio de esa molécula.

+ Debe ser confiable y significativo para [a clinica.
Tomando en cuenta estas caracteristicas los protocolos de evaluacidn antes

mencionados proponen las siguientes etapas para la evaluacion del potencial
antineoplasico.(13)

1. CERNIMIENTO PRIMARIO

1.1. Prueba inicial:

En esta etapa se debe demostrar que las moléculas candidatas tienen alguna actividad
biolégica deseable. Esto puede involucrar un efecto citostatico o citotdxico in vitro o in

vivo, un efecto bioquimico disefado, o alguna olra prueba.

En estos sistemas la prueba debe ser finalizada si el agente que se evalla no satisface
adecuadamente los criterios de actividad.

1.2. Confirmacion de la actividad:

En este punto se debe determinar si la actividad observada es reproducible y es
suficiente en magnitud para continuar el estudic. Para lograr esto se deben llevar a
cabo pruebas en donde los requerimientos para actividad sean progresivamente
incrementados.

19
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2. CERNIMIENTO SECUNDARIO

En esta segunda etapa se caracteriza detalladamente a el farmaco en el sistema de
prueba inicial, es decir, se determina una relacion detailada de dosis-respuesta y la

influencia de diferentes esquemas de tratamiento, rutas de administracion, y vehiculos.

3. CERNIMIENTO TERCIARIO

Esta etapa corresponde a !a investigacion preclinica. Es en este momento en donde se
debe acumular toda la informacion necesaria sobre las caracteristicas farmacologicas y

toxicologicas del farmaco previas al inicio de las fases clinicas de investigacion.

En general se requiere implementar métodos para el control anatitico de la pureza del
compuesto, estudios de solubilidad en soluciones fisiolégicas aceptables,
formulaciones tentativas, pruebas de estabilidad en dichas formulaciones, estudios de
compatibilidad suero-plasma, pruebas de hemoaglutinacion o actividad hemolitica,
pruebas de dafio local al tejido y pirogenicidad de la formulacion, estudios toxicolbgicos
profundos a través de observaciones fisioldgicas, farmacoldgicas, bioquimicas,
hematoldgicas, histoquimicas e histologicas, estudios farmacocinéticos vy

farmacodinamicos.

4. FASES CLINICAS

Una vez que se ha determinado que un compuesto cumple con todas las
caracteristicas de actividad farmacolégica necesaria, su toxicicidad es aceptable y se
ha reunido suficiente informacién confiable y reproducible sobre sus propiedades,

entonces puede ser sometido a las pruebas clinicas.
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La etapa de evaluacion clinica comprende tres fases, en cada una de ellas se deben

obtener resultados satisfactorios para poder ascender a la siguiente;

» Fase I: En esta fase se estudia la toxicologia y dosis optimas en pacientes
terminales con cancer.

+« Fase |l. En esta etapa se estudia si la actividad antitumoral es significativa, se
efectian andlisis estadisticos evaluando el riesgo-beneficio y se identifica el
espectro tumoral.

¢ Fase Il Se compara la actividad de el farmaco evaluado y su espectro con otros
farmacos y tratamientos establecidos. Si satisface las caracteristicas requeridas o
mejora para cierta clase de neoplasias algunas propiedades (actividad, costo,
toxicologia) de los tratamientos exisientes entonces sera incluida en el régimen
terapéutico.

F. Protocolo de Evaluacion del National Cancer Institutes)

Los modelos animales de enfermedades neoplasicas son el punto inicial para la
evaluacion de nuevos farmacos sin poner en riesgo a pacientes humanos. El National
Cancer Institute 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:

« Modelos con alta predictibilidad en tumores sdlidos: Carcinoma de pulmén de Lewis,
Carcinoma RL(67,173,49), Carcinoma AKATOL, Sarcoma 37, Miosarcoma ISM,
Sarcoma osteogénico de Ridway, Melanoma B16.
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¢ Modelos con buena analogia con tumores 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/PCS.

Asi mismo se ha establecido una ruta de evaluacion incrementando progresivamente
los criterios de aceptacién y la predictibilidad para tumores humanos, esta ruta se
resume a continuacién:

» Evaluacién_primaria: Se emplea Leucemia linfocitica P388, ia prueba se acepta
como positiva si el indice de sobrevida de los grupos tratados es mayor en un 25%
con respecto al grupo control (aquet que no recibe tratamiento). En caso contrario se
detiene e ensayo para ese farmaco.

» Evaluacién secundaria; Se emplea Melanoma B16, Leucemia linfoide L1210, y

Carcinoma MX-1 de células infiltradas (xenotransplante de humano a ratén
desnudo). Si los resultados son positivos en al menos un modelo se continua con el
ensayo, considerando como positivo aquellos ensayos en donde se oblenga un

indice de sobrevida mayor o igual al 20% con respecto al grupo control.
» Evaluacién terciaria: Se emplea Adenocarcinoma de colon (Co 38), Carcinoma de

pulmén de Lewis (LL) y Carcinoma Cx-1 {xenotransplante de pulmén de humano a
ratén desnudo),

2
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G. Linea Tumoral Melanoma B16

La linea tumoral empleada en este trabajo fué Melanoma B16, la cual es tumorogénica ,
y metastasica en ratones singénicos C57BL/6J. Esta linea se desarrollé”
expoténeamente en la piel de la base de la oreja de un ratén de la cepa mencionada.

Tiene caracteristicas ectodérmicas y endodérmicas, y su haplotipo es H-2". 2.

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, ocasionaimente aparece en otras partes del cuerpo como el ojo, boca
o vagina. Esta clase de tumores es comun en personas de tez blanca o de ascendencia

Norte-Europea, generalmente las personas de piel obscura no lo presentan.@s, sy

En experimentos previos con esta linea tumoral, se encontrd que los ratones machos
C57BL/6J inoculados subcutdneamente con Melanoma B16 (1 x 10° células) tienen un
promedio de vida de 25 dias después de la inoculacion, y un porcentaje de incremento
en peso al dia de la muerte alrededor del 20%.¢31)

H. Cepa Murina C57BL/BJ

Esta cepa de ratones tiene la caracleristica 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 homocigdticos en un 98.7% de su genoma,
incluyendo la region del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA en el humano y
H-2° en el ratdn).q, 29)

Su duracidn de vida es de 1000 dias como méximo, con un promedio de 827 dias para
machos y 818 dias para hembras.. Su haplotipo es H-2° (2
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El empieo de esta clase de animales que son genéticamente idénticos ofrece la ventaja
de reducir al maximo la variabilidad genética enire individuos dandole mayor
confiabilidad a los experimentos en los cuales sean usados. Ademds, dado su
haplotipo H-2°, se garantiza e! crecimiento de |a linea tumoral Melanoma B16, de esta

manera el efecto antitumoral esta restringido sclamente al farmaco evaluado.
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CAPITULOY Objetivos e Hipdtesis

A. OBJETIVOS

1. Objetivo General:

Evaluar la actividad antineoplasica de seis compuestos pertenecientes a la familia de
las Casiopeinas® (compuestos de coordinacién de cobre) in vivo en el modelo tumoral
murino Melanoma B16 siguiendo el protocolo intemacional establecido por el National
Cancer Institute.

2. Objetivos Particulares:

» Sintetizar y caracterizar por Espectroscopia Uv-vis, IR, andlisis elemental y punto

de descomposicion a seis compuestos de la familia de las Casiopeinas.

« Evaluar la toxicidad aguda (Dosis Letal 50) de cada uno de estos compuestos, y

analizar la relacidn estructura-actividad toxica.

» Analizar la relacién estructura-actividad antineoplasica de estas seis
Casiopeinas® y las que ya han sido evaluadas previamente en la misma linea

iumoral con el mismo esquema de tratamiento.

o Correlacionar la actividad antineoplasica evaluada con la actividad SOD de estos

compuestos.

B. HIPOTESIS

Si miembros de la familia de compuestos casiopeinas han mostrado actividad
antineoplasica considerable, entonces esperamos que los seis compuestos que se
evaluaran presenten, en funcién de sus diferencias estructurales, grados variables de

esta actividad.
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CAPITULO I Material y Mélodo

lit. MATERIAL Y METODO

A. FARMACOS

Se evalud la actividad antineoplasica de los siguientes compuestos:

[Cu(4,7-dimetil-1, 10-fenanirolina)(serinato)]NOs
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina){aspartato)}
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO,
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(salicilaldehido)]NO;
[Cu{5-NO-1,10-fenantrolina)(serinato)iNQ,
[Cu(4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina){salicilaldehido)INO,

»

1. Sintesis.

Para sintetizar estos compuestos se requiere como reactivos:

s Solucion de Cu(NO;); » 5H;0 1M de preparacion reciente.

¢ Ligantes diiminas: fenantrolinas o bipiridinas.

e Ligantes donadores N-O ¢ donadores 0O-O: L-aminodcidos, salicilaldehidato, 6
acetilacetonato

« Disolventes: EtOH, MeOH grado R.A. y H;0 destilada

» NH,OH solucion acuosa diluida 1:4.

La sintesis se realiza en solucion empleando el disolvente adecuado para cada
reactivo. La fenantrolina o bipiridina seleccionada se disuelve en MeOH o EtOH segin

sus caracteristicas y en ocasiones es necesario {a aplicacién de calor moderado.
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Con agitacién constante se agrega el Cu{NO,;); « 5 H;O 1M. en cantidad
estequiomatrica y finalmente el donador N,O 6 0,0 previamente disuelto. lLos
aminoacidos se disuelven en H,O destilada, y dependiendo de! caso, en ocasiones
también es necesaria la aplicacion de calor o bien un incremento moderado del pH con
NH,OH acuoso, cuidando de no superar el pKa del grupo amino. Los donadores 0,0;
salicilaldehido y acetilacetonate son liquidos a temperatura ambiente, por lo que son
adicionados al medio de reaccion directamente.

Posteriormente se ajusta el pH de medio de reaccién entre 9 y 10 con Hidroxido de
amonio en solucion acuosa 1:4. Se evapora los disoiventes a presidn reducida y a una
temperatura no mayor a 40°C. Finalmente se filtra e| producto y se purifica por

recristalizacién empleando disoiventes grado R.A. adecuados para cada caso.

2. Caracterizacion

Los compuestos se caracterizaron por espectrometria de infra-rojo, andlisis elemental,

determinacién del punto de descomposicién, y espectrofotometria UV-Visible. Para
estas determinaciones se emplearon los siguientes instrumentos de analisis:

2.1. Espectrometria de Infra-rojo: Nicolet 740 FT-IR Spectrometer.

El instrumento se calibra corriendo un blanco de gas nitrdgeno. Para realizar este
analisis se prepard una mezcla solida en bromuro de potasio, la cual se empastilld y
posteriormente se leyd de 400 - 4000 cm™' en e! instrumento antes citado. Este estudio
se realizd de forma cualitativa, es decir, no se cuantifico la cantidad de muestra

agregada a cada pastilla. Los espectros obtenidos se analizaron para inferir si se
obtuvo la sintesis del compuesto deseado.
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2.2. Andlisis elemental:

Este andlisis requiere de una muestra entre 0.1 y 0.3 mg del compuestc & analizar.
Esta pequefia cantidad de muestra se coloca en una capsula de estafio que debe
sellarse perfectamente para que no quede aire en el interior, ya que de ser asi existe
un error considerable en la determinacién. El equipo se calibra mediante una curva
patrén de sulfacetamida. Se requiere de 15 minutos por muestra para analizar
Carbono, Nitrogeno, e Hidrégeno. Los resultados se compararon con los calculados
teoricamente y se dedujé 1a posible férmula molecular y e peso molecular de cada uno

de los compuestos.

2.3. Espectrofotometria Ultravioleta - Visible: Hewlett Packard 8452A, Diode Array
Spectrophotometer.

Se determinaron ios méaximos de absorbancia y los coeficientes de extinsién molar en
solucidn acuosa de cada uno de los compuestos estudiados. Para lo cual se utiliz6 un
blanco de agua destilada y se prepararon soluciones acuosas a diferentes
concentraciones de cada uno de los compuestos, adecuandolas en cada caso para que

la absorbancia permaneciera en el intervalo de 0.2a 0.8 unidades de absorbancia.

Los espectros se leyeron en el intervaio de longitud de onda de 190 a 820 nm, y los
datos obtenidos se trataron mediante un andlisis de regresion lineal en las longitudes
de onda que presentaron fos maximos de absorbancia, 'a pendiente corresponde al

coeficiente de extinsién molar.
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2.4. Determinacion del punto de descomposicién: Biichi 535, Melting Point.

Una de las caracteristicas de los compuestos evaluados es su particular coloracion
azul o verde, el punto de descomposicion se toma como la temperatura a la cual Ia
muestra se torna de color café - negro.

B. ANIMALES

Se emplearén ratones machos de la cepa singéhica C57BL/6J con peso promedio de
23 g+ 3gyde 12 a 15 semanas de edad.

Los animales permanecieron en la Unidad de Experimentacién Animal (UEA) del
conjunto E -de la Facultad de Quimica de la UNAM, en donde se mantuvieron en
condiciones ambientales controladas: temperatura {22°C + 1°C), humedad relativa 50-
60%, ciclos tuz-obscuridad 12/12 h, aire filtrado mediante filtros Heppa con 3pm de

diametro de poro y 18 recambios del volumen total de aire por hora.(30,60

Se les proporciond agua y alimento ad fibiftum que consistid en Nutricubos Purina
Ralston y agua purificada por osmosis inversa y acidificada con HCI hasta pH 2.5 para

el control de parasitos gastrointestinales.(zz

C. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 50 {DLso)

La Dosis letal 50 hizé posible disefiar la evaluacion antineoplasica empleando dosis
iniciales mas cercanas a la éptima y que no comprometan el experimento por toxicidad
aguda del compuesto.()

3
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Previa a la determinacion de la DL, se realizé una estimacion aproximada de la dosis
maxima tolerada mediante un perfi! farmacoldgico, para lo cual se empleardn grupos de
2-4 ratones de la cepa C57BL/6J sin importar e! sexo y se les administrd dosis
logaritmicas de Casiopeina (3, 10, 30, 100, 300 mg/Kg).

Con base en estos resultados se seleccionaron de 5 a 6 dosis cercanas entre si dentro
de un intervalo en donde se esperaba encontrar la DLz, ¥ se administraron a grupos de
5 ratones machos que se mantivieron en observacion durante 14 dias. Al finalizar este
periodo se hizd un recuento del nimero de individuos muertos y vivos en cada uno de
jos grupos. Con estos resultados se calculd la DLsy exacta mediante el método gréfico,
correlacionandolos en una grafica dosis-respuesta cuantal, donde la respuesta se

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

D. LINEA TUMORAL MURINA MELANOMA B16 Y TRANSPLANTE TUMORAL

Para la evaluacion antineopléasica se empled la linea tumoral melanoma B16. Esta linea
tumora! después de adquirida comercialmente permanecié congelada en medio minime

escencial Eagle’s con 10% de suero fetal bovine y 5% DMSO.

Antes de inocularla in vivo las células se descongelaron a temperatura ambiente, se
tavaron con PBS ({Physiological Buffered Solutidn) y se trataron con una solucién
acuosa al 0.25% tripsina y 0.02% EDTA durante 3 minutos a 37°C, posteriormente se
sembraron en medic minimo escencial Eagle’s con 10% de suero fetal bovino y se
incubaron a 37°C durante una semanae. Al término de ese tiempo las células se
lavaron y resuspendieron con PBS para inocularlas subcutaneamente en la regidn
inguinal de uno o varios ratones C578L/6.) de 12-15 semanas de edad(zesi.13. A partir
de este momento la linea celular se mantuvo in vivo. Para su adecuada preservacion
cada 14 dias se sacrificd al ratén portador, se extrajé la masa tumoral y se inoculé en

otro ratdn de la misma cepa y edad @1({ver metodologia para transplante).

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

viabilidad en condiciones genéticas adecuadas para experimentar de 3 - 4 meses.is)
1. Transplante Tumoral:

El transplante de la linea tumoral murina Melanoma B16 se lievd a cabo por
inoculacién subcutanea en la region inguinal de os individuos de experimentacién y
preservacion. El inéculo se prepard de la siguiente forma:

Se extrajé la masa tumoral cuidadosamente de un ratén portador, se lavé con PBS
estéril, se peso un gramo de tumor y se colocd en una caja de petri con 10 ml de PBS.
El tumor fue disgregado con agujas cutter, esta suspensidon célular se filtrd y se
homogenizd mediante agitacion en vortex g3

A la suspensién ya homogenizada se le aplicd una prueba de viabilidad célular
mediante una tincidn vital con colorante azul tripano, para lo cual se realizé una
dilucion de la suspensién tumoral 1:1. Las células se contaron en camara de Neubauer
en cuadricula para globulos blancos. El indculo se estandarizé a 1.0 x10°
células/mL.q3)

A cada ratdn se le administré un indculo equivalente a 5.0 x 10° células (0.5 mL) por
via subcutanea en la region inguinal.(12)

E. EVALUACION ANTINEOPLASICA

La evaluacién de la probable actividad antineopldsica de cada uno de los compuestos
se realizé siguiendo los protocolos de evaluacion internacionales del National Cancer
Instituteqs).
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Para realizar este ensayo se emplearon 80 ratones machos C57L/6J, los cuales se
distribuyeron de forma aleatoria en grupos de 10 animales cada uno, bajo el siguiente

esquemac

¢ Grupo control negativo: Este grupo se integré por 10 individuos de experimentacién
que recibieron el indculo tumoral y no recibieron tratamiento alguno. De esta forma
se pudé evaluar la duracion del tiempo de vida y el incremento en peso en
condiciones normales de desarrollo tumoral.

e Grupo contro!l positivo: Este grupo experimental se integré por 10 individuos que
reciben el indculo tumoral y tratamiento con Ciclofosfamida sodica en su
presentacion comercial (Genoxal) en una dosis de 50 mg /Kg siguiendo un esquema
de tratamiento crénico durante 9 dias, el cual inicia a las 24 horas de la inoculacion
del tumor. Este farmaco tiene actividad antineoplasica conocida, y sirve para validar
el método de evaluacion.

» Seis grupos de experimentacion: Este grupo esta integrado por individuos que
reciben el indculo tumoral y son tratados con {a Casiopeina a evaluar, empleando
una dosis equivalente a 1/8 de la DLy, previamente determinada, bajo un esquema
de tratamiento crénico durante 9 dias iniciando 24 horas después de la inoculacion
del tumor. Con este grupo evaluamos si la Casiopeina empleada tiene alguna accion
que altere el crecimiento tumora! y por tanto en el retraso de la fecha de muerte con
respecto al grupo control negativo.

Esta distribucién de los grupos nos permite evaluar de manera confiable la probable
actividad antineoplasica.

En todos los casos las soluciones para administrar se prepararon empleando como
disolvente H,C destilada y desionizada previamente filtrada por un microfiliro con

3
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especificacién de 0.2 pm de diametro de poro. Las soluciones se prepararon a una
concentracion adecuada para cada uno de los compuestos, de tal forma que |la dosis
administrada a cada ratén estuviese contenida en un volumen de 0.2-0.5 mL como
maximo.

Después de los nueve dias de tratamiento los ralones permanecen en observacion
hasta su muerte.

Las variables de respuesta que se registran a lo largo de la evaluacion son peso
corporal (diario) y dia de muerte. Con estos dos datos se evallGa la actividad de 1a
Casiopeina mediante célculos matematicos que permiten evaluar estadisticamente los
datos y conocer otros parametros derivados de los evaluados. (Ver tratamiento de
resultados).

F. TRATAMIENTO DE RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Los datos registrados durante los experimentos no tienen por si solos significado il
para evaluar la efectividad del tratamiento con Casiopeina, por lo cual debe emplearse
la estadistica, para poder concluir con cierto grade 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.

1. Porcentaje de incrementa en peso (%IP):

Este pardmetro es calculado con el peso corporal diario de los individudos

pertenecientes a cada grupo. Se considera que todo incremento en el peso corporal de
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los individuos con respecto a su peso inicial es debido al crecimiento de la masa
tumoral. El incremento en peso es definide de la siguiente forma:
Xy - Xo

%IP = —— * 100%
Xo

Donde:

X, = Peso corporal promedio del grupo el dia cero
X, = Peso corporal promedio del grupo el diay

y = Cualquiera de los dias durante el tiempo de ensayo.

2. Porcentaje de sobrevida (%ILS del ing!és: Icreased Life Span):

Llamamos sobrevida al retardo en la fecha de muerte con respecto al grupo control
negativo de al menos un dia. El indice de sobrevida se calcula de acuerdo a la

siguiente definicién:

Promedio de sobrevida de el grupo T
ILs= [100* -100
Promedio de duracion de vida de el grupo C

Donde:
T =grupo x, ( x puede ser cualquiera de los grupos)
C = grupoe control negativo

Considerando sobrevida como:

Scbrevida=1ty - t¢
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Donde:
tr = Promedio de la duracion de la vida de el grupo x.
(k puede ser cualquiera de los grupos).
te = Promedio de la duracién de la vida de el grupo control
negativo
El criterio de aceptacién para considerar la evaluacidn efectiva en cuanto a actividad

antineoplasica para esta linea celular es obtener un ILS mayor o igual a 20%.

3. Tratados/Control {T/C):
Este parametro se puede evaluar tanto en peso como en sobrevida. Definido como:
TIC = XX

Donde:
X, = Promedio en peso o sobrevida del grupo t.
{t puede ser cualquiera de los grupos)

X; = Promedio en peso carporal o duracion de vida del grupo
contro! negativo,

4. Andlisis estadistico en funcién de sobrevida: Logrank.

Esta prueba estadistica se emplea cuando hay datos “censurados” para comparar dos

tratamientos en funcién de sobrevida. El procedimiento para realizarla incluye la
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construccién 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:

t individuos |evento |e |r }individuos de A |individuos de B |individuosde C |PA|PB|PC
totales
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 positivo (+) si ocurrio algun evento el dia t y como negativo si
no ocurrio (-).

e = no. de eventos ocurridos durante el periodo t

r = individuos en riesgo al dia t _

Individuos de A, B, C = No. de individuos en riesgo del grupo A, Bo C al diat

PA, PB, PC = Calculo de 1a probabilidad de muerte (A,B 6 C*(evento/r))

Con base en |a hipotesis de nulidad PA=PB=PC.

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) X*, donde se
compara parejas de resultados con el objeto de analizar si la diferencia de sobrevida
de dos grupos es estadisticamente significativa. Las hipdtesis se plantean de la
siguiente manera;

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.
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La X se calcula mediante la siguiente formula:
X? = Z{(0;- E)fE)

Donde:

O, es el valor observado, y E; es el valor de probabilidad esperado el cual se considera

como la sumatoria obtenida para cada grupo.

El vator critico de X* se obtiene de tablas considerando los grados de libertad igual a
uno, ya que se estan comparando parejas de datos; y se uliliza un nivel de confianza
del 0.95, Ia hipdtesis nula se rechaza si ) cucuada > X tabiss.

5. Analisis estadistico en funcién del incremento en peso. (%IP)

Para analizar los resultados en funcién del porcentaje de incremento en peso se
emplea una prueba de Andlisis de Varianza (ANOVA) para el dia 5 y el dia 15 del
experimento, se escojen estos dias debido a que poslerior a estas fechas ya no se
cuenta con la poblacién muestral completa.

Ya que se considera al porcentaje de incremento en peso como un indice para evaluar
el crecimiento tumoral, esta prueba se hace con el cbjeto de analizar si existen
diferencias significativas entre el crecimiento tumoral de un grupo con respecto a otro 3

un dia en especifico, de esta forma se puede también evaluar si el tratamiento esta
dando resultado.

Se trabaja bajo las siguientes hipdtesis:

Ha : al menos una y es diferente

Ho:py = p2 = p3 = g
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Para realizar la ANOVA se construye |a siguiente tabla:

Fuente de Suma de Cuadrados | Grados de libertad Cuadrado dela | Razdn de varianza
variacion (SC) {gh media (CM) (F calcutada)
Tratamientos ey XX ) k-1 SCurat /0l trat. CMuat./[CMarror
Error £ B (X X)) N-k SCooc/Qlom.
Total z“mz"‘h‘(xa-x__)? N-1

El valor eritico de F se obtiene de tablas empleando los grados de libertad calculados y
un nivel de confianza de 0.95, 1a hipdtesis nula se rechaza si el valor calculado de F es
mayor que el valor obtenido de tablas.

ANOVA nios dice si al menos uno de los tralamientos es diferente, sin embargo para
saber cudl de ellos es el diferente es necesario realizar un analisis 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
cuales 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:

DVS = Garnk [/ CMemor
n

Donde « es el nivel de significacion elegido, k el nimero de medias en el experimento,
N el nimero total de observaciones en el experimento, n el nimero de observacicnes
en el tratamiento, CMr € cuadrado medio def error de la tabla de ANOVA y g, que se

obtiene consultando las tablas de Tukey con o,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 1a DVS se considera como
significativa.

4
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CAPITULO W Resullados y Andlisis de Resultados

IV. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

A. Sintesis y Caracterizacion

Tabla 1.0 Resultados globales de la caracterizacién de cada Casiopeina sintetizada. Los numeros
que aparecen en las columnas Uv-vis € IR corresponden a la localizacién de los espectros en los
apéndices | y Il respectivamente.

| Compuesto sintetizado | Uv-vis. | IR { P.descomposicion °C }
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)ser]NG, 5 4 171.2
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)asp] 6 5 210.0
[Cu{4,7-dimetil-1, 10-fenantrolina)acac]NO, 3 2 158.0
[Cu(4,7-dimetil-1, 10-fenantrolina) salalj]NO; 2 1 182.0
[Cu(4 4-dimetil-bipiridina)salal)NO; 4 3 160.0
(Cu(5-NO>-1,10-fenantrolina)ser]NO; 1 6 2300

Se sintetizarén mediante los procedimientos descritos los compuestos de coordinacién
que se citan en la Tabla 1.0, en donde ademas aparecen los andlisis mediante los

cuales se caracterizarén y los resultados que se obluvieron para cada uno.

De! andlisis de fos espectros de infra-rojo {ver Apéndice il), se puede afirmar que los
compuestos requeridos se sintetizardén con éxito, ya que aparecen todas las bandas

caracteristicas que identifican a cada estructura.

Algunas bandas muy particulares de esta familia de compuestos son:

« Banda en 1384 cm’ correspondiente a la presencia de Nitrato;

43
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+ Banda de estiramiento del enlace C=0 del carbonilo que se encuentra desplazada
debido a la coordinacion con e metal hacia 1600 ¢m”, {a cual es una zona poco

habitual para su localizacion,.

» Banda caracteristica de anillos arométicos debido al enlace C=C entre 1450 y 1600

cm-1

+ Finalmente las bandas que caracterizan a cada uno de los ligantes de forma

particular.

En la tabla 2.0 se pueden observar las bandas principales que permitierdn identificar a

cada una de las Casiopeinas.

Tabla 2.0 Principales bandas presentes en los espectros de iR.

i Compuesto sintetizado [

Bandas presentes en IR |

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)ser]|NO,

1607 cm™ C=0 (serina}
1525 cm™ C=C aromaticos (fenantrolina)
1384 cm™ NO,
3387 cm™ O-H (serina)
868 cm™' C-H aromatico(fenantrolina)
3040 cm™' metilos {fenantrolina)

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)asp]

1638 cm™ C=0 (asp)

1525 cm™* C=C aromaticos (fenantrolina)
3380 cm™ N-H (asp)

864 cm’' C-H aromaticos (fenantrofina)

[Cu(4,7-dimetil-1, 10-fenantrolina)acac]NO,

1577 cm”' C=0 (acac)
1520 em™ C=C aromaticos (fenantrolina)
1375 em-1 NO,
869 cm™ C-H aromaticos (fenantrolina)
3047 cm™ metilos {fenantrolina)

{Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) salal]NO,

1613 ern” C=0 (salal)
1518 cm™ C=C aromaticos
1384 e’ NO,
864 cm™' C-H aromaticos (fenantrolina)
3051 cm™ metilos (fenantrolina)

{Cu(4,4-dimetil-bipiridina)salal]NO;

1615 cm™ C=0 (salal)
1520 em™' C=C aromaticos
1385 cm™ NO;

3074 cm metilos (bipi)

[Cu(5-NOz1,10-fenantrolina)ser]NO,

1603 cm™' C=0 (serina)
3326 cm™ O-H (serina)
1385 ¢! NO;
1517 cm™ C=C aromdticos (fenantrolina)
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Los compuestos sintetizados presentan en sus espectros de IR las bandas
correspondientes a los grupos funcionales esperados en su estructura. El caso
particular de [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)asp] no presenta la banda del nitrato
(1384 cm™ ), lo cual implica que durante la sintesis e! acido aspartico se desprotond en
sus dos grupos carboxilos, y esta especie dibasica neutraliza la carga positiva del
Cobre por lo que no existe contra-i6n para este complejo, esta es una caracteristica
estructural muy particular de esta Casiopeina, ya que en general todas son sales de

nitrato.

Estos resultados pueden ser comprobados mediante el andlisis elemental, con base en
el cual se caltcularon las formulas minimas y pesos moleculares de cada Casiopeina,
{Ver Tabla 3.0)

Tabla 3.0 Resultados del Analisis elemental. Férmulas minimas y pesos moleculares calculados.,

Compuesto sintetizado Anélisis |%Teorico | Formulaminima | P.M.
elemental s g/mol

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)ser]NO, %N 11.48; | %N 11.39; | CuCy;N,OgH15e3H;0 491.94
%C 40.89; | %C 41.51;
%H 3.92 %H 4.92

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)asp] %N 9.00; | %N B.99; | CuCigNsO4H;503.5H,0 |467.03
%C 45.94; | %C 46.28;
%H 4.10 % 5.40

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)acaciNO; | %N 8.23; | %N 8.79; | CuCigNaOsH,ge2.5H,0 | 478.01
%C 47.86; | %C 47.73;
%H 4.38 %H 5.07

%C 47.49; | %C 47.86;
%H3.23 | %H4.78

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrotina)salaliNO, %N 7.35; | %N 7.97; | CuCaiNyOsHyredH,0 526.99

%C 50.60; | %C 50.83;
%H 389 | %H4.27

[Cu(4 4-dimetil-bipiridina)salal]NO, %N 9.49; | %N 9.36; | CuCigN;O5H7eH0 448 .96

%C 38,67, | %C 38.83;
%H284 | %H3.04

[Cu(5-NO2-1,10-fenantrolina)ser|NC; %N 15.06; | %N 15.10; | CuCisNsOgH#0.5H,0 | 463 89
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Los porcentajes encontrados para C, H y N no difieren en forma significativa de los
calculados tedricamente, lo cual indica que ademas de haber obtenido el compuesto
adecuado, este se encuentra lo suficientements puro para continuar {as pruebas tanto
de caracterizacidn como de evaluacion bioldgica.

Por otra parte una caracteristica de las Casiopeinas es su descomposicién a
temperaturas entre 130 y 250°C. El punto de descomposicion es particular para cada
compuesto, caracteristica que puede ser empleada para hacer una identificacién (ver
Tabla 1.0).

Respecto a los espectros Uv-vis (apéndice 1), tenemos que en todos los casos se
presenta un maximo de absorcién en el visible debido a las transiciones de los
orbitales d-d de! cobre, y varios maximos en la zona del Ultravioleta debido a las
transferencias de carga Metal-Ligante. Todos los complejos que contienen 4,7-dimetil-
1,10-fenantrolina tienen maximos de absorcion en 210 nm y 274 nm con diferentes
coeficientes de absortividad.(Tabla 4.0).

Tabia 4.0 Longitudes de onda con maxima absorcidn y coeficientes de absortividad Uv-vis.

Compuesto sintetizado Coeficientes de Coeficientes de
absortividad UV absortividad visible
Lmol*cm™ Lmol'cm’!
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)serjNO, Ez1onm=30626.95 Esionm=54.6057
E274nm=28823.89
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)asp] E210:m=29884.59 Es54nm=60.7521
E274nm=30384.96
{Cu{d,7-dimetit-1,10-fenantrolina)acaciNO, E2100=44867.83 Esa2nm=68.7169
Er74nm=35395.13
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) salal]NO; E2100m=34030.94 Eaaunm=2067.47
E»ranm=32631.74
[Cu{4,4-dimetil-bipiridina)salal]NO, E208:m=47960.87 Ezs2em=2672.48
E254nm=16148.16
Eze8nm=14517.04
Eaogam=15142.04
[Cu(5-NO.-1,10-fenantrolina)seriNQO, E204nn=46852.78 Eg14em=54.0192
Ezmnm=27645.03
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Como se menciond con anterioridad, el objetivo de llevar a cabo esta caracterizacion
fué en primer término comprobar mediante IR y anatisis elemental que el producto
obtenido de la sintesis es realmente la Casiopeina que se esta buscando y de cierta
forma confirmar que se encuentra suficientemente pura después de \a recristalizacién;
y en segundo término recopilar informacion quimica y fisica de cada uno de estos
compuestos ya que es fundamental conocer con exactitud que Casiopeina se esta

evaluando para correlacionar resultados y tener reproducibilidad.

Una vez realizados los andlisis para caracterizar a las Casiopeinas sintetizadas se

continud con las pruebas bioldgicas.

B. Toxicidad Aguda {Dosis Letal 50)

En la siguiente tabla se muestran los resultados de dosis letales obtenidos para cada
Casiopeina ® en ratones C57BL/BJ. Las grificas Dosis-Respuesta Cuantal sobre ias

cuales fueren calculados estos datos se encuentran en el Apéndice (I

Tabla 5.0 Dosis Letales

Compuesto Dl Dls Digg
(mg/Kg) | (mg/Kg) | (mgiKg)

[Cu{4,7-dimetil-1, 10-fenantrolina)ser]NO; 10.06 10.52 11.06
Cu{4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)asp}] 9.01 9.50 10.01
fCu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)acac]NO, 7.38 10.03 13.62
{Cu(4,7-dimetil- 1, 10-fenantrolina) salal]NO,; 5.80 5.90 6.00
[Cu{4,4-dimetil-bipiridina)salal]NO, 13.97 15.44 16.91
[Cu(5-NO,-1,10-fenantrolina)ser]NQ, 16.99 17.49 17.99
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CAPITULO IV Resuttados y Andlisis de Resultados

Estos resultados permitieron calcular la dosis a2 administrar de cada Casiopeina ®
durante la evaluacidn biolégica. En un esquema de tratamiento crénico como lo es el
que se usd para este trabajo, las dosis diarias administradas deben ser 1/8 de la DLs.
En la Tabla 6.0 se encuentran las dosis que se administraron, debe observarse que en
todos los casos estas son mucho menores incluso a la DLy, lo cual permite tener
confiabilidad en que los individuos experimentales toleraran las dosis ensayadas y no

moriran durante la evaluacién por toxicidad aguda de los compuestos.

Tabla 6
Compuesto Dosis administradas.

{Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)ser]NO, 1.3 y 2.6 mg/Kg
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)asp] 1.17 y 2.35 mg/Kg
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)acaciNO; 1.34 mg/Kg
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) salaljNO, 0.72 mg/Kg
[Cui4,4-dimetil-bipiridina)salal]NO; 2.03 mg/Kg
[Cu(5-NO,-1,10-fenantrolina)ser]NO; 2.22 y 4.44 mg/Kg

C. Evaluacién Bioldgica

Los resultados de esta evaluacidn se presentan en seis secciones, una para cada
compuesto, en las cuales se muestran las graficas de porcentaje de incremento en
peso, dia promedio de muerte e indice de sobrevida para cada grupo experimental, asi
como la discucidn de cada una. Los andlisis estadisticos que permitieron evaluar la

confiabilidad y relacion de los resultados se anexan en el apéndice IV.
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CAPITULO IV

Resullados y Analisis de Resultados

1. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)ser]NO,

1.1 TiC calculado en peso al dia 1,5y 11

Tabla 7 T/C calculado par los dias 1,56 y 11

Dia de evaluacion

Control positivo | [Cu{dime-fen)ser)NO; | [Cu(dime-fen)ser]NO,
1.3 mg/Kg 2.6 mg/Kg
1 98.11 98.65 102.75
5 92.21 89.17 89.17
i1 88.33 20.09 S0.01

Ef valor de T/C al dia 1 en todos los casos es muy cercano a 100 lo cual indica que los

grupos son homogeneos en cuanto a peso. A medida que avanza el ensayo, los

valores se alejan de 100 y se hacen mas pequefios por lo que se infiere que el grupo

control negativo esta aumentando de peso corporal debido a que el crecimiento tumoral

es mas rapido que en el resto de 10s grupos.

Cabe hacer notar que el valor mas pequerio es para el control positivo, lo que indica

que de cierta forma que es el grupo en el cual el crecimiento tumoral es mas lento. T/C

es muy similar para los grupos tratados con {asiopeina a pesar de la diferencia de

dosis
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1.2 Porcentaje de incremento en peso

Grifica 1

Porcentaje de tncremento en Peso
(Cu(4.7-dlmet|l-1.1o-|'enantn::lina)s’.er)NO3
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o —&— Control pegstivo
0 —n— (Cu(4.7-dimalil-1,10-fenantroling)sartNO3 1.3m
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L
c
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s \
[%3
=
& ot
20 i 1 i 1 1 1 1 1 1

Tiempo de ensayo(dias)

1.2.1 Andlisis en funcién del incremento en peso:

Tabla 8. Promedio de %IP y Desviacidn esthndaraldia$ y 15

Grupo Promedio %IP | Desviacién Promedio Desviacion
dia 5 estandar %IP dia 15 estandar

Control negativo 1.78 2.30 9.93 3.42
Control positivo -2.40 1.18 -0.18 2.86
[Cu(dime-fen)ser]NOs -7.95 2.00 0.64 453
1.3 mg/Kg

(Cu(dime-fen)ser]NO; -13.36 2.41 2.89 318
2.6 mg/Kg

0
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La prueba de ANQVA y Tukey aplicada al dia 5 revela que en todos los casos las
diferencias entre las medias se consideran significativas, lo cual quiere decir que cada
tratamiento esta provocando un efecto caracteristico en el crecimiento tumoral que es
observable adn en fechas tan tempranas como lo es el dia 5.

Para el dia 15 de evaluacion las diferencias entre las medias de %IP son significativas
en todos los casos, excepto en la comparacion entre el control positive y la Casiopeina
a la dosis de 1.3 mg/Kg, ambos grupos reportan un porcentaje de incremento en peso
muy cercano a cero, sin embargo, se observa (grafica 1) que a partir del dia 15 el peso
corporal de los grupos tratados con casiopeina se eleva réapidamente incluso por
encima del. control negativo.

1.3 ndice de sobrevida

Grifica 2

Dia promedio de muerte
(Cu(4,Tdime-1,10fen){ser))NCs

Control +
Ciclofosfamida
1?' 35 Control - - (Cu(4,7-dime-fan)seniNG,
S : 1.3 mg/Kg (Cu(4.7dime-fenjsen)NO_
304 . . 2.6 mg/kg
g
o
O 20- ¢ //
8 -
154
g ]
§ ] o
8 51
s\ .
0 + + i

Grupo
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CAPITULO IV Resultados y Andlisis de Resullados

La gréfica 2 muestra que existen diferencias en la fecha promedio de muerte de los
diferentes grupos, asi mismo, se observa que las desviaciones estandar para estos
promedios son pequedas, lo cual da confiabilidad a la evaluacién. Con base en estos
datos se calcula el indice de sobrevida (ILS) para cada grupo, los cuales se reportan
en la gréfica 3.

Grafical

ndice de Sobrevida

7-dime-
5 13.88 (Cu(4,7-dime-1,10-fen)ser)NO;

{Cu{d Tdimet 10fen)senNCy  {Cu(d,7dme1,10{en)ser NG

L&)
i

1.3mgig 235mgKg
0 -
{ Cidofosfamida
L smKg
5t
s
i
'10 T
!
|
-15 ¢
|
-20 -
l
25 -

Los grupos que recibieron tratamiento con Casiopeina presentan sobrevidas negativas
proporcionales a la dosis. Pensamos que este efecto se presenta debido a toxicidad
cronica del compuesto. La comparacion de las sobrevidas a través de el analisis de
Logrank revela que no existe evidencia estadistica para afirmar que la Casiopeina

produce sobrevidas superiores a |a de los animales no tratados.
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CAPITULO V Resullados y Andfisis de Resuitados

Pensamos que se estan presentando efectos tdxicos, lo cual implica que, en caso de
que el compuesto tenga cierta actividad como antitumoral, esta se ve opacada por su
toxicidad a las dosis evaluadas.

2 [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)asp]

2.1 TIC calculado en peso al dia 1,5y 11

Tabla 9 T/C calculado par tos dias 1,5y 11

Dia de evaluacién Control positivo [Cu(dime-fen)asp] [Cu(dime-fen)asp]
1.17 mg/Kg 2.35 mg/Kg
1 100.93 95.38 95.89
5 99.41 87.20 89.35
11 B7.45 82.45 81.52

Nuevamente observamos que los valores T/C para el dia 1 son cercanos a 100 + 5%,
lo cual nos habla de que los grupos son homogéneos en cuanto a peso al inicio del
experimento; esta condicién es fundamental para considerar que el experimento es
confiable, ya que parte del seguimiento del desarrolio tumoral, y en consecuencia de la
evaluacion de actividad antiantineopldsica, esta basada en Ia relacion existente antre

el crecimiento tumoral y el incremento de peso corporal.

Conforme el ensayo avanza los valores T/C van decreciendo, lo cual es interpretable
como un aumento en peso de mayor proporcion en el grupo control negativo, debido a
un desarrollo tumoral mas rapido. Los valores mas bajos son los que presentan los

grupos tratados con Casiopeina.
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CAPITULO IV Resultados y Andlisis de Resullados

2.2 Porcentaje de incremento en peso
Gréafica 4

Porcentaje de incremento en Peso
(Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)asp)

- --u- Giclofosiamida S0mp/Kg
-#-- Conirol negativo
x  {Cu(4,]-dimatd-1,10-fanantrolina)ssp) 1.17mg/Kg
(Cuf4,T-dimets-1,10-lenantrolina)asp) 2.35my/Kg
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Tiempo de ensayo(dias)

2.2.1 Andlisis en funcién del incremento en peso

Tabla 10. Promedio de %IP y Desviacién estAndar al dia 5 y 15.

Grupo Promedio %IP | Desviacidn | Promedio %IP | Desviacién
aldia5 estandar al dia 15 estandar

Conirol negativo -2.79 0.60 23.12 517
Control positivo -4.70 2.39 14.80 3.95
[Cu({dime-fen)asp] -12.84 3.02 3.48 11

1.17 mg/Kg

[Cu(dime-fen)asp] -10.22 255 3.60 4

2.35 mg/Kg
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Al dia 5 existe un decremento acentuado en el peso corporal promedio de los grupos
tratados con Casiopeina; las pruebas estadisticas (apéndice IV) indican que son
superiores a los decrementos de los grupos controles. Atribuimos estas diferencias a la
toxicidad del compuesto, ya que durante el periodo de administracion los animales
pertenecientes a los grupos administrados con Casiopeina presentaron decaimiento y

falta de apetito, a lo cual puede atribuirse el descenso en el peso corporal.

Mientras el ensayo avanza las diferencias entre los grupos control positivo y negativo
se manifiestan. Para el dia 15 las diferencias entre las medias de cada grupo control y
las medias de los grupos tratados con Casiopeina se consideran significativas, sin
embargo, no existe evidencia estadistica para afirmar que la variacion promedio del
peso corporal de los grupos tratados con Casiopeina son diferentes entre si. E!
incremento en peso de los grupos tratados con Casiopeina es muy pequefio para esta

fecha.

2.3 indice de sobrevida
Grifica s

Dia promedio de muerte
{Cu({4,7 dimetil-1,10-fenantrolina){asp))
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Grifica 6

indice de Sobrevida
(Cul{4,7-dimetil-1,10-fenantrolinajasp}

30 -
2621
- { — na
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!
15 4 1359
LS ] —T
10 1
|
5.
g
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A pesar de que se obtuvieron buenos indices de sobrevida para ambas dosis de
[Cu(4,7-dime-fen)asp] (ver grafica 6), estadisticamente la diferencia del indice de
sobrevida del grupo tatado con la dosis de 1.17 mg/Kg y ta correspondiente al control
negativo no es significativa; por el contrario la dosis de 2.35 mg/Kg si presenta

sobrevida diferente con respecio a los dos grupos controles.

En la grafica 6 puede apreciarse que existe una relacién directamente propercional
entre el incremento de sobrevida y el incremento de la dosis de Casiopeina

administrada, lo cual sugiere |a evaluacién posterior de una dosis un poco mas alta
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CAPITULO IV

Resultados y Andlisis de Resullados

3. [Cu{d.?-dimetil-1,10-fenantrolina)acac]N0;

3.1 T/C calculado en Peso aldia1,5y 11

Tabla 11 T/C catculado par los dias 1,5 y 11

Dia de Control [Cu(dime-fen)acac]NO;
evaluacion positivo 1.34 mg/ig
1 1046 103.7
5 98.24 97.43
11 91.06 94.87

Los grupos son homogeneos al inicio del experimento. Conforme avanza el ensayo los

valores decrecen, indicando que el aumento de peso en el grupo control negativo es

mayor que en los grupos restantes, asi mismo el incremento de peso es mayor en el

grupo tratado con casiopeina que en el grupo control positivo.

3.2 Porcentaje de incremento en peso

Grafica7

Porcentaje de Incremento en peso corpotzl ve. Tiempo de ensayc
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CAPITULO IV Resultados y Andlisis de Resultados

En esta gréfica puede observarse que el incremento de peso es mas rapido en ei
grupo control negativo que en los otros dos grupos. Asi mismo se registra decrementos
en el peso corporal promedio de los grupos ftratados durante el periodo de
administracion {los primeros nueve dias); posterior a esta fecha los grupos comienzan
a incrementar su peso corporal, siendo mas rapido en el grupo tratado con [Cu(4,7-
dime-fen)acac]NO,

3.2 1 Andlisis en funcién del incremento en peso

Tabla 12. Promedio de %IP y desviacién estAndar al dia 6 y 15.

Grupo Promedio %IP | Desviacién | Promedio %IP | Desviacion
aldia5 estandar al dia 15 estandar
Control negativo 3.22 2. 11.71 5.17
Control positivo -3.38 1.81 5.88 125
[Cu(4,7-dime-fen)acac]NO; -8.26 2.85 -2.53 219
1.34 mg/Kg )

Las prueba estadistica ANOVA y 1a de Tukey realizadas en funcién del incremento en
peso permiten afirmar que existe evidencia suficiente para considerar que las
variaciones de peso corporal son caracteristicas para cada grupo, lo cual indica que el

desarrollo tumoral se lievo a cabo con diferente velocidad en cada uno.

Por otra parte, cabe hacer notar que al dia 15 ninguno de los dos grupos tratados ha
recuperado totalmente su peso inicial, sin embargo, el incremento de peso corporal fue

mas rapido en el grupo tratado con Casiopeina.
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CAPITULO IV Resultados y Andlisis de Resultados

33 indice de sobrevida

Grafica 8
Dia Promedio de Muerte vs. Grupo experimental
{Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolinajacac)NO,
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CAPITULO W Resultados y Andlisis de Resullados

El indice de sobrevida (ILS) es bueno tanto para el grupo control positivo como para el
grupo tratado, existe evidencia estadistica para considerar estos resultados diferentes
al periodo de vida de el control negativo (Apéndice IV}, sin embargo el valor de ILS
experimental para el grupo tratado con [Cu(4,7-dime-fen)acac]NOs (20.1 %} no es
suficiente para que este compuesto pase a la siguiente etapa de evaluacion ya que es

necesario un valor mayor o igual a 20 % en esta linea tumoral.

4. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)salal]NO,

41 TIC calculado en Peso al dia 1,5y 11

Tabla 13T/C calculado par los dias 1,5 y 11

Dia de Control [Cu{dime-fen)salal]NO;
evaluacuénr positivo 0.72 mg/Kg
104.6 103.09
5 98.24 99.39
11 91.06 96.55

El indice T/C at dia 1 demuestra que existe homegenicidad en e! peso corporal de los
individuos de experimentacién. Se observa la misma tendencia que en casos
anteriores, esto es, el indice decrace conforme aumenta la fecha de evaluacion debido
a que el crecimiento tumoral y por tanto el incremento de peso es mayor y mas rapido

en el grupo control negativo que en el resto.

y
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CAPITILO IV Resuilados y Andlisis de Resultades

4.2 Porcentaje de Incremento en peso
Grifica 10

Porcentaje de Incremento en Peso vs. Tiempo de ensayo (dias)
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Se observa en esta evaluacién la misma tendencia que en cascs anteriores; el peso
corporal de los animales que reciben tratamiento con Ciclofosfamida o bien con la
Casiopeina evaluada desciende durante los dias de administracién, posterior al dia 9
comienzan a recuperar peso y a incrementarlo de forma mas gradual que en el caso de
el grupoc que no recibe {ratamiento alguno. Como se ha venido mencionando la
interpretacion de esta tendencia deja ver que el desarrollo tumoral en los grupos que
reciben cualquiera de los dos tralamientos es menos agresivo.

Asi mismo es evidente que el incremento en peso dei grupo tratado con [Cu(4,7-dime-

fenantrolina)salal)NOs es mas rapido comparado con el grupo control positivo.
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CAPITULO IV Resultados ¥ Andlisis de Resultados

4.2.1 Anadlisis en funcién del incremento en peso

Tabta 14.Promedio de %IP y Desviacién est&éndar al dia 5y 1§

Grupo Promedio %IP | Desviacién | Promedio %IP | Desviacién
aldia 5 estandar al dia 15 estéandar
Control negativo 3.22 2.01 11.71 217
Control positivo -3.78 1.81 -6.88 1.25
[Cu{4,7-dime-fen)salal]NO; -8.16 3.94 -1.80 3.61
0.72 mg/Kg

El tratamiento estadistico aplicado a estos resultados revela que al dia 15 el
incremento en peso de los grupos control positivo y el tratado son similares, por el

contrario existe diferencia considerable con respecto al grupo control negativo.

4.3 indice de Sobrevida

Gréafica 11

Dia promedio de muerte vs. grupo experimental
{Cu(4,7dimetil-1,10-fenantrolina)salal)NO;

Cidofosfamida 50 mg/Kg

354 Control negativo {Cu(d, 7-dime-fen)salaliNOs
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CAPITULO IV - Resuitades y Andlisis de Resuliados

Grafica 12
indice de sobrevida
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Como se puede observar en la grafica 12 el indice de sobrevida del grupo experimental
tratado con [Cu(4,7-dimetil-1,10-fen)salal)NOs es muy pequeia; por 1o que era de
esperarse que no existiesen diferencias significativas en cuanto a %ILS entre el grupo

control negativo y este grupo experimental, lo cual pudo ser comprovado mediante el
analisis estadistico.

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM
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§. [Cu(4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina)salal]NO;

5.1 TIC calculado en peso aldia 1,5y 11

Tabla 15 T/C calculado par los dias 1,5 y 11

Dia de Control [Cu(4,4'dime-bipy)salal]NO,
evaluacion positivo 2.06 mg/Kg
1 104.6 95.01
5 98.24 91.07
11 91.06 92.14

5.2 Porcentaje de Incremento en peso

Grifica13

Porcentaje de incremento en peso corporal vs. Tiempe de ensayo (dia
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CAPITULO IV Resultados y Andlisis de Resultados

L.a grafica muestra que el incremento de peso del grupo control negativo se da de
forma semejante que en el grupoe tratado con [Cu(4,4'dime-bipy)salai)NO;; por lo que
se infiere que el crecimiento tumoral tambien es comparable, esta tendencia debe ser
comprobada mediante las pruebas estadisticas adecuadas.

5.2.1 Andlisis en funcién del incremento en peso

Tabla 16.Promedio de %[P y desviacién estandar al dia5y 15

Grupo Promedio Desviacion | Promedio %IP | Desviacion
%IP aldia5 | estandar aldia15 estandar
Control negativo 3.22 2.01 11.71 517
Control positivo -3.38 1.81 -6.88 1.25
[Cu{4 4'-dime-bipy}salal]NO -1.09 3.20 11.05 450
2.06 mg/Kg

A pesar de haber encontrado similitud de el incremento en peso entre el grupo control
positivo y el tratado con Casiopeina; asi como diferencia de ambos con respecto al
control negativo al dia 5 de evaluacion, consideramos que hasta ese momento no se
pueden hacer diagndsticos fidedignos sobre la eficacia de los tratamientos en el
desarrollo tumoral. El decremento de peso registrado tanto por el grupo control positivo

como por el grupo tratado con Casiopeina probablemente se debe al stres causado por
la administracion de ios compuestos.

Por otra parte al dia 15 de evaluacion se encontrd que estadisticamente el incremento
en peso del grupo control negative y del tratado con Casiopeina es similar, por 1o cual

deducimos que el tratamiento no esta alterando el desarrollo tumorat en forma notable.
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CAPITULO IV Resuitados y Andlisis de Resultados

5.3 Indice de Sobrevida

Gréfica 14
Promedio del dia de Muerte vs. Grupo experimdnta
{Cu(4,4'-dimetil-2,2'-dipiridina)salal)NO,
g 4 Ciclofosfamida 50 mg/Kg
O 3 T
3
E; {Cu(4,4'-dime-bipy)salalNO;
g 2.03 mg/Kg
2 T
©
N— 77 V/
O 2
c 7 // //%
o 74 ”‘/
: ///
o 1, Z %
Grupo experimenta srom.dm
Gréafica 15
indice de sobrevida
(Cu(4,4"-dimetil-2,2"-bipiridina)salal)NO,
3o-i 28.86
25 -
20
15
s
- {Cul4 4'dime2,2'bipi)salal)
2.03 mg/Kg
I Ciclofosfamida :
50 mg/Kg
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Resullados y Andfisis de Resullados

A pesar de que se obtuvo una sobrevida negativa para e grupo tratado con [Cu(4,4'-

dimetil-bipiridina)salal]NOa las estadisticas tanto en IP como en ILS indican que no hay

diferencias significativas con respecto al grupo control negativo, por lo cual esa

sobrevida negativa puede atribuirse al azar y no a la toxicidad del compuesto.

Estas conclusiones estadisticas concuerdan con 1o observado en la gréafica 13, en

donde el incremento de peso en el grupo que no recibe tratamiento es comparable con

el tratado con Casiopeina, lo cual se interpreta como un desarrollo tumoral en ambos

grupos con ritmo de crecimiento semejante.

6. [Cu(5-NO;-1,10-fenantrolina)ser]NO;

6.1 T/C calculado en peso aldia1, 5y 11

Tabla 17 T/C calculado par los dias 1,5 y 11

Dia de evaluacion

Contro! positivo

[Cu(5-NO2-fen)ser]NO,

[Cu{5-NQOfen)serjNO;

2.22 mg/Kg 4,44 mg/Kg
100.93 96.61 9516
5 95.41 96.23 91.86
11 87.45 88.99 87.05

Los valores de T/C al dia 1 son cercanos a 100 F 5% lo cual indica homogenicidad en

ios grupos. Respecto al resto de los valores para los dias 5 y 11 se observa la misma

tendencia que ya se ha comentado anteriormente, los valores decrecen al aumentar el

tiempo de ensayo debido a que los individuos del control negativo incrementan mas

rapidamente su peso corporal debido al crecimiento tumoral. Los valores ai dia 11 son

muy simiares en los tres grupos comparados.

&7
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Resultados y Andlisis do Resultados

6.2 Porcentaje de Incremento en peso

Grafica 16

% incremento en Peso

Porcentaje de Incremento en Peso
(cl.ils-N02-1,10-1'enal'|tn:)tin=|}ser)NO3

I —+— Ciclolosfamida S0mg/iKg /
[ —=— Control negsiive

E - (Cu{5-ND, 1. 10-enantrofing) (sen)NG, 2.22mg/Kg 1 /
[ —— (Cu(s-NO 1. 10-ananiroling) (se)NG, 4.44mg/Kg .

1 n L 1 n 1 L 1 L 1 i i L L

o 5 10 15 20 25 30 s
Tiempo de ensayo(dias}

6.2.1 Andlisis en funcién del incremento en peso

Tabla 18.Promedio de %IP y desviacion estandar al dia 5 y 15.

Grupo Promedio %IP | Desviacién Promedio Desviacion
aldiab estandar %IP estandar

Control negativo 279 0.60 23.12 517
Control positivo -4.70 2.39 14.80 3.85
[Cu{5-NO,-fen)salal]NO, -2.16 1.61 14.64 AN
2.22 mgiKg

[Cu(5-NOyfen)salallNO; -573 1.53 16.06 419
4.44 mg/Kg
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Dado que los resultados de %IP al dia 15 de los grupos que reciben tratamiento
difieren estadisticamente de aquel que no recibid iratamiento alguno, se infiere
entonces que los tralamientos en cierta medida estan deteniendo el crecimiento

tumoral lo cual, como se observara mas adelante, se refleja en los ILS registrados para
cada grupo.

6.3 Porcentaje de Sobrevida

Grafica 17

Dia promedic de muerte
(Cu{5-NO-1,10-fenantrolina)ser)NO;

{Cu(5-NO-1,10-fen}ser)NO;

7 Controt positivo 2.22mglkg
@ »] Ciclofostamida _ {CU{5-NO4-1,1 0-fen)seriNG,
5 . - 4.44 mgliKg
g 25| Control negativo % /,//:/ ?///// ///
S 20 ! //, /// /// o //
g v
@O 154 7
£ 7
g 10-
® . / / /
D N A

Grupos
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Grifica 18

indice de sobrevida
(Cu(5-NO;-1,50-fenantrolina)ser)NO,
30 - 28.15
26,21

i ' ] 18.5

o- . o N .
Ciclofostamida Cu(SNO:1, 10%en)seriNDy  (Cu{SNO1, 10fen)ser}NO:
50 mgfkg 2.22mgiKg 444 mg/Kg

La grafica 18 muestra que las sobrevidas que se obtuvieron para ambas dosis de
Casiopeina son altas. La dosis 2.22 mg/Kg de [Cu(5-NO»-fen)ser]NOs presentd una
sobrevida superior al 25 % requerido por ios protocolos internacionales para considerar
a una molécula como candidato a pruebas clinicas. Este resultado pudo ser

comprobado mediante el analisis estadistico correspondiente (apéndice V)
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Resullados y Andlisis de Resullados

D. Resumen de resultados

Tabla 19 Resumen de resultados de toxicidad aguda en mg/Kg de todas las casiopeinas
evaluadas. Los valores que estan marcados con un asterisco fueron determinados en estudios

previos.
salal gli asp | acac ser
4 7-dimetil-fen 590 | 88 |9.50 ) 10.027 | 10.52
4 4'dimetil-bipy | 15.44 - - 14,6 -
4 7-difenil-fen - 17.2* - - -
5-NOz-fen - - - - 17.49
Gréafica 19
Resultados de Toxicidad aguda (DL50)
18

Dosls Letal 50 {mg/Kg)

4, 7-dimeti-fen

4 4-Gmeli-bipy  4.7-difeniien 5-NOZ-fen

Il
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CAPITULO IV

Resultados y Andlisis de Resultados

Tabla 20 Resultados de ILS de la evaluacitn antineoplisica para un esquema de tratamiento
crénico en Melanoma B16 con dosis equivalentes a2 1/8 de la DL60. Los valores marcados con un
asterisco fueron determinados en estudios previos

gli ser salal asp acac
4.4'dimetil-bipy - - 7.21 - 14.60*
4 7-dimetil-fen - 555 | 6.18 | 1358 | 20.10
4, 7-difenil-fen 26" - - - -
5-NQ,-fen - | 28115 - - -
Grafica 20.
‘ Indice de Sobrevida
!
i
b w
i 2
|
!
il 4 4'-dimeti-bipy 4 7-dmeti-fen 4 7-difenil-fen 5,NO2-fen
| R R -
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CAPITULO V Conclusiones

V. CONCLUSIONES

N

Mediante la evaluacién antineopldsicca se pudo comprobar que esta familia de

compuestos tiene actividad antitumoral en diferentes grados segun su estructura.

De los seis compuestos evaluados solo dos, [Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolinajacac]NO; y [Cu(5-NO,-1,10-fenantrolina)ser]NQ,, presentan actividad
suficiente para ascender a |a siguiente etapa de cernimiento, siendo el [Cu(5-NO2-1,10-

fenantrolina)ser]NQ, el mas activo.

A pesar de que los cuatro compuestos restantes no registraron la actividad suficiente,
debe considerarse el evaluarlos en otros esquemas de tratamiento con diferentes dosis
empleando Melanoma B16 y otras lineas Tumorales, ya que se ha visto que a menudo
el esquema de tratamiento crnico evaluado en la linea tumoral Melanoma B16 es
donde esta familia de compuestos muestra las mencres actividades (ver antecedentes

y marco teorico).

Por ofra parte tomando en cuenta los valores obtenidos tanto en estos ensayos como

en esludios previos se encontraron las siguientes relaciones entre la estructura

quimica, su efecto toxico y su actividad antineoplasica

Toxicidad aguda:

¢ Manteniendo constante en la estructura de el donador por Oxigeno 0,0 (salal 6
acac), y variando el donador por Nitrdgeno N,N; se encontré que la apertura del

anillo fenantrolinico disminuye la toxicidad, es decir:

Toxicidad de [Cu(4,7-dime-fen)(0,0)]NO; > Toxicidad de [Cu(4,4’-dime-bipy)(O,0)]NO;

74

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.



CAPITULOV Conclusiones

+ Manteniendo constante el donador N,O y variando el donador NN se encontrd que

el cambio de los sustituyentes melilo en ta fenantrolina por fenilos o bien por un

sustituyente NO; en |a posicién 5 implica la disminucion de la toxicidad.

Toxicidad: [Cu{4,7-dime-fen)(N,Q)INO; > [Cu(4,7-difenil-fen)(N,0)JNO; ~ [Cu{5-NO:-

fen)(N,Q)INC,

¢ Por el contrario si ahora se mantiene constante el donador N,N (4,7-dime-fen) y se

varian los donadores N,O se encuentra ge la toxicidad es similar en todos los casos.

» Nuevamente manteniendo constanie el donador N,N y variando el donador 0,0, se

encontrd que la toxicidad de la estructura que contiene salal es mucho mayor en

comparacién a la que contiene acac; este hecho se atribuye a que la estructura del

primer compuesto es mucho mas planar. Por tanto:

Toxicidad [Cu(N,N)(@I)INOs = [Cu(N,N)(ser)INOs =~ [Cu(N,N)(asp)INO;
[Cu(N,N){acac)]NO; <<< [Cu(N,N){salal})]NO;
Donde: N,N = 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina.

Actividad antineoplésica:
« Para el mismo donador NN {4, 7-dimetil-1,10-fenantrolina):

Actividad antineoplasica: [Cu(N,N)(ser)]NO; < [Cu{N N){salal)]NO;
[Cuf{N,N)(asp)]NO; < [Cu{N,N)(acac)]NO,

+ Para el mismo donador N,O {serina):
Actividad antineoplasica: [Cu(4,7-dime-fen){(N,0)JNO; <<< [Cu(5-NO»-fen)(N,0)}

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.
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» Para el mismo donador O,0 (acac 6 salal)

Actividad antineoplasica: [Cu(4,4'-dime-bipy)(0,0)]NO; < {Cu(4,7-dime-fen)(N,O)]NO;

Relacién actividad SOD y actividad antineoplésica:

Se encontré que las tendencias de actividad antineoplésica entre los compuestos se
conservan de forma simitar a lo observado en su actividad SOD
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(ser)]NO, < [Cu(5-NO,-1,10-fenantrolina)(ser)]NOs
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(ser}]NOa<[Cu(4,7-dimetil-1,1 O-fenantrolina){asp)]NOs

Con base en estas observaciones se pueden hacer predicciones para optimizar las
estructuras eligiendo las menos toxicas y las mds activas, y de esta forma plantear
nuevas hipbétesis de trabajo.

Dado que la toxicidad de las Casiopeinas esta regida aparentemente por el donador
N.N: se debe encaminar as evaluaciones hacia las moléculas que contengan 5-NOz-
fenantrolina en su estructura ya que estas presentan como ventajas el ser las menos
toxicas y las mas activas. Asi mismo sugiero la eleccion de acetilacetonato como

segundo ligante por presentar las mejores sobrevidas de los compuestos evaluados.
Respecto a la retacion entre la actividad SOD vy la actividad antineoplasica de estos

compuestos considero necesario para establecer relaciones mas confiables evaluar

antineoplasicamente mas compuestos.
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APENDICE |

Espectros Uv-vis

Espectro Uv-vis 1. (Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)serjNO;

(Cu{4,7-dimetil-1 .10-fenantrolina]ser}l\l0=

14 | ﬂ,
ol [0
sef |V

06 |

Absorbancia

04 N \

0.2 — \

‘0.2 1 1

—— 3.402 x 107
—— 4.865x 105

610 nm

ool e Wf/ T

A L

Tabla No. 1. (Cu(4,7-dimetil-1,

400 500 600
A (nm)

10-fenantrolina)ser)NO;

700 800

Longitud de onda Coeficiente de Datos de la Regresién
absortividad Lineal

210 29884.59 L mol” cm” A=0.09219
B=29884.59
R=0.99998

274 30384.58 L mol" cm”’ A=0.03516
B8=30384.59
R= 0.99822

594 60.75210 L mol” cm’ A=-0.01263
B=60.75210
R=0.89991
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ESTA TESK ®9 pEgp

Espectro Uv-vis 2. (Cu{4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)asp) sﬁuﬁ ,y .
: b L

_.
N
T

06 |-

04 |

Absorbancia

02

00

0.2

{Cu{4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)asp] 3.‘3“‘8 TEG[I

210 nm i'ﬂ nem

\Il
L
11
.' Jl
[

|
i
i

2.4 x 103
-- 415 x 105

i
h!

v

N P

100

200 300 400 500 600 700 800 900
3 (nm)

Tabla No. 2. (Cu{4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)asp)

Longitud de onda Coeficienta de Datos de la Regresion
absortividad Lineal

210 29884.59 L mol”" cm’ A=0.09219
B=29884.59
R=0.99998

274 30384.59 Lmol' ecm” | A=0.03516
B= 30384.59
R=0.99822

594 60.75210 L mol” cm’’ =-0.01263
B=60.75210
R= 0.99991
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Espectro Uv-vis 3. {Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolinajacetilacetonato)NO,

(Cu(4,7—dlmetil-1.10-Tenantrolina)acac]NO:

10 -

210 nm
J“ — - 1.8x105
o8| i - B1x103
!| 274 nm
.g 06 |- 'I '\ ll'l SfIan
T RE /N
= D4 1 ’ ¢
2 Pt AN
2 v
02
0o

150200250300350400450500550600650700750800850
A{nm)

Tabla No. 3. (Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)acetilacetonato)NO,

Longitud de onda Coeficiente de Datos de la Regresian
absortividad Lineal

210 44867.836 L mo!” em” | A=0.09519
B=44857 836
R=0.99898

274 35395.139 L mol' cm™ | A= 0.04916
B= 35395.13
R= 0.99922

592 68.71698 L mol™ cm™' A=-0.01263
B=68.71698
R= 0.99991
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Espectro Uv-vis. 4. (Cu{4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)salicilaldehido)NOy
(Cu(4,7-dlmetl|-1,10-fenantrollna)salal}NOa
20r ',210 nm
15k . 3.392 x 10-5M
274 nm
® I . 2.827 x 104M
Q i 1
c I 1
g 10 | \ i
2 |
;C(i H -‘ 364 nm
os | Y A
\
0ok k— ——— e ——
1 J 2 1 " 1 1 P 1 "y - ]
100 200 300 400 500 600 700 800 S00
A (nm)
Tabla No. 4 (Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)salicilaldehido}NO,
Longitud de onda Coeficiente de Datos de la Regresion
absortividad Lineal
210 34030.946 L mol’ em” | A= 0.69001
B= 34030.94
R=0.99002
274 32631.740L mol" cm™ | A= 0.14055
B=32631.74
R=0.99301
384 2067.4742 L mol’ cm’ | A= -0.03652
B=2067.474
R= 0.99971

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.

81



APENDICE |

Espectros Uv-vis

Espectro Uv-vis. 5: {Cu(4,4-dimetil-2,2-bipiridina){salicilaldehido))NO3

{Cu(4.4'-dimetil-Z.Z‘-blplridina]salal]NOa

14 -
12 ._ 208 nm
——2.097 x 105
16+ — 1.339 x 104
a4 5
6 O.B
- 3
2 os}
?
ﬂ(: 04} 254 am
3060M 38 am -
02
0.0
] 1 L " 1 A 1 1 A ]
200 300 400 500 800 700 800 800
A {nm)

Tabla No. 5: (Cu(4,4-dimetil-2,2-bipiridina)(salicilaldehido})NO,

Longitud de onda

Coeficiente de
absortividad

Datos de la Regresion

Lineal

208

47960.868 L. mol’ cm™

A= 010277
B= 47960.868
R=0.99676

254

16148.156 L mol” cm™

A= 0.00299
B= 16148.156
R=0.98014

298

14517.037 L mol’ em?

A=0.0023
B= 14517.037
R=0.98706

306

15142.036 L mol” cm™

A=0.00347
B=15142.036
R=0.98712

382

2672,482 L mol' em’

A=-0,05915
B=2672,48174
R=0,99869
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Espectros Uiv-vis

Espectro Uv-vis 6. (Cu(5-NO.-1,10-fenantrolina)serinalo)NO,

Absorbacia

08 -

06 [

04 -

02

00

((:1.1(5-I‘.I02-1.‘llt)-l'enantrt;vilna)lserinato)NO3

204 nm

~——-—2.527 x 10°M

- - 5,833 x 103M

276 nm

-._’

614 nm

T

1l 1 L L 1 1 A

) T PP | 1 1

150

* (nm)

Tabla 6. (Cu(5-NO.-1,10-fenantrolina)serinato)NO;

200 250 300 350 400 450 SO0 S50 600 €50 70O 750 BOO 850

Longitud de onda Coeficiente de Datos de la Regresién
absortividad Lineal

204 nm 48852 78 L mol ' cm A=0.00032
B= 48852.78
R=0.9989

276 nm 27645.03 L mol’ cm’’ A=45x10"
B= 27645.03
R=0.9997

614 nm 54.01925 L mol” cm A=0.00722
B=54.01925
R=0.9999
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APENDICE It

Espectrosde IR

Espectro IR - 1 (Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)ser)NO,
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Espectros de IR
Espectro IR - 3 {Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)acac)NO,
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Espectros de IR

Espectro IR - § (Cu(4,4'-dimetil-2,2"-bipiridina)salal)NO,
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Apéndice lll Dosis Letal 50
Gréfica 1
Toxicidad Aguda (Dosis Letal 50}
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APENDICE IV

Andlisis astadistico

1.0 [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)ser]NO;

1.1 Andlisis estadistico en funcién de! incremento en peso.

1.1.1 Andlisis al dia 5

Tabla 1. ANOVA al dia 5.

sC g.l CM F calculada
Tratamientos 651.27 3 217.09 52.71
Error 659 16 412
Total 717.17 19

F ogesig =6.30

F calculada (52.71) > 6.30

Existen diferencias significativas de %IP entre los grupos.

Con base en estos resultados se realiza la prueba de Tukey.

Tabla 2 Valor absoluto de la diferencia entre las medias de %IP de cada grupo al dia 5.

X en X ep X 1.3 mgxo X 2.6 mgkg
X o : 418 9.73 15.14
Xep - - 5.55 10.96
X 1.3 mgrkg - - - 5.41
X 2.6 mgiKg - - -

DVvS 0850421 = 3.58

En todos los casos las diferencias entre las medias se consideran significativas.
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Analisfs estadistico

1.1.2 Andlisis al dia 15

Tabla 3. ANOVA al dia 15.

SC g.l. CM F calculada
Tratamientos 316.56 3 105.52 7.80
Error 216.58 16 13.54
Total 533.14 19

F 099503.16) = 6.30

F calculada (7.80) > 6.30

Existen diferencias significativas de %IP entre los grupos.

Con base en estos resultados se realiza la prueba de Tukey:

Tabla 4 Valor absoluto de la diferencia entre las medias de %IP de cada grupo al dia 15.

X en X X 13 mgrkg X 26 myikg
X en - 10.11 9.29 7.04
Xen - - 0.82 3.07
X 13mgg - - - 2.25
X 26 mog - - -

DVS 0.95(4,21) = 1.64

Las diferencias entre las medias de %IP son significativas en todos los casos, excepto

en la comparacion entre el control positivo y la Casiopeina a la dosis de 1.3 mg/Kg.
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Analisis estadistico

1.2

Analisis estadistico en funcién de Sobrevida (Logrank)

Tabla § Resumen de el anélisis de logrank. Solamente aparecen los dias en que ocurrio algun evento.
CN= Contro! negativo, CP= Coatrol positivo; A = (Cu{dimetil-fen)ser)NO; 1.3 mg/Kg y B= (Cu(dimetil-
fen)ser}NO; 2.6 mg/Kg

t | Ind.totales | evento | e r |[CN| CP PCN PCP PA P8
0 20 1 0 20 5 5 0.25 0.25 0.25 0.25
17 19 2 1 19| 5 5 0.5263 | 0.5263 | 0.5263 | 0.4211
23 17 2 3 17 5 5 0.5882 | 0.5882 | 0.5882 | 0.2352
24 15 2 5 15 4 5 0.5333 | 0.6666 | 0.5333 | 0.2667
25 13 1 7 13 3 5 0.2308 | 0.3845 | 0.3077 | 0.0769
26 12 1 8 |12 3 5 0.2500 | 0.4167 | 025 | 0.0833
27 11 3 9 1 3 4 0.8181 | 1.0909 | 0.8181 0
28 8 1 12 8 3 4 0.375 0.5 0.125 0
30 7 2 13 7 3 4 0.8571 | 1.1429 0 0
3 5 1 15| 6 1 4 0.2 0.8 0 0
32 4 2 16 | 4 1 3 0.5 1.5 ] ]
a3 2 1 18 2 0 2 0 10 0 0
34 1 1 19 1 0 1 0 1.0 0 0
37 0 20 0 0 0 0 0 0 0
5.1288 | 9.8662 | 3.3986 | 1.3332
Ttotal | 19.7268
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Se procede ahora a realizar !a prueba de y°

y* calculada = 14.9523 > ¥* 3 0ee=11.34

p<0.01

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

comparados son diferentes.

2 [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)asp]

2.1 Andlisis esiadistico en funcion del incremento en peso

2.1.1 Anafisis al dia 5

Tabla 7. ANOVA al dia §.

SC gl CM F calculada
Tratamientos 329.26 3 109 20.20
Error 86.93 16 543
Total 416.19 19
F 0.695,3.16) = 6.30

F calculada (20.20) > 6.30

Existen diferencias significativas de %IP entre los grupos.

Con base en estos resultados se realiza ia prueba de Tukey:

Tabla 8 Valor absoluto de ia diferencia entre las medias de %IP de cada grupo at dia 5.

Xen Xep X 13 mgikg X 2.6 mgiKg
X en - 1.91 10.05 7.43
X - - B.14 5.52
X 1.3mgiKg - - - 2862
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Analisis estadistico

DVS ogs0421 = 4.12
Xen=Xep®EX 1amgrs = X 28mpg
2.1.2 Anélisis al dfa 15
Tabla 9. ANOVA al dia 15.

SC g.l CM F calculada
Tratamientos 1362.14 3 454,05 10.13
Error 717.29 16 44 83
Total 2079.43 19

F 0.995.(3.16) — 6.30

F calculada (10.13) > 6.30

Existen diferencias significativas de %!P entre los grupos.

Con base en estos resultados se realiza la prueba de Tukey.

Tabla 10 Valor absoluto de la diferencia entre las medias de %IP de cada grupo al dia 15

Xen Xe
Xen - 8.32 19.64 19.52
X . : 11.32 1.2
X 1.3 mgiKp - - - 012

ovs 085421 = 2.99

X en ¢ch¢x1.3mg.'Kg=x2.smglKo
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2.2  Anaiisis estadistico en funcién de sobrevida (Logrank)

Tabla 11 Resumen de el analisis de logrank. Solamente aparecen los dias en que ocurrio algin
evento. CN= Control negativo; CP= Control positivo; A = [Cu{dimetil-fen)asp].1.17mg/Kg y B=
[Cu(dimetilfen)asp] 2.35 mg/Kg

t |Ind.totales | Evento | e r cn cp A B Pen Pcp PA PB
o 20 1 0 20 5 5 5 5 0.25 0.25 0.25 0.25
17 19 1 1 19 4 5 5 5 | 0.2105 | 0.2632 | 0.2832 | 0.2632
18 18 2 2 18' 4 5 4 S | 0.4444 | 0.5556 | 0.4444 | 0.5556
19 16 1 4 18 3 4 4 5 | 0.1875 0.25 0.25 0.3125
20 15 4 5 15 2 4 4 S5 | 0.5333 | 1.0667 | 1.0667 | 1.3333
21 11 1 9 11 0 4 2 5 0 0.4444 | 0.2222 | 0.5556
22 10 1 10 10 0 4 2 4 0 0.4 0.2 04
23 9 2 1 9 0 3 2 4 0 0.6667 | 0.4444 | 0.8389
24 7 1 13 7 0 3 1 3 0 0.4286 | 0.1429 | 0.4288
25 8 2 14 6 0 3 1 2 0 1.0 0.3333 | 0.6667
26 4 1 16 4 0 2 0 2 0 0.5 0 05
29 3 1 17 3 0 2 0 1 o] 0.6667 0 0.3333
30 2 1 18 2 0 2 0 0 0 1.0 0 0
32 1 1 19 1 0 1 0 0 0 1.0 0 0
35 0 0 201 0 0 0 0 ] 0 0 0 0
Y= 1.6257 | 8.491% | 3.6171 | 6.4877
Ztotal= | 20.2224

Se procede ahora a realizar la prueba de y*

x’ calcutada = 10.4137 > ¥ 5 099=9.84  p<0.02

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

comparados son diferentes.
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Andlisis estadistico

3. [Cu(4.7-dimetil-1,10-fenantrolina)acac]N0;
3.1 Analisis estadistico en funcion del incremento en péso
3.1.1 Andlisis al dia 5
Tabla 13. ANOVA al dia 5.

SC gl CM F calculada
Tratamientos 530.81 2 26541 51.61
Error 108.00 21 5.14
Total 638.81 23

F 0.995,(221) ~ 6.89
F calculada {51.61) > 6.89

Existen diferencias significativas entre %IP de los grupos.

Con base en estos resultados se realiza la prueba de Tukey

Tabla 14 Valor absoluto de la diferencia entre las medias de %IP de cada grupe al dia §.

X en X X 1.34 moykg
X en - 6.6 11.48
X o ] 3 488
x 1.34 mg/Kg = = =

DVS 085,321 = 2.869

Xen :chatxu..w.(,
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Analisis estadistico

3.1.2 Andlisis al dia 15
Tabla 15. ANOVA al dia 15.

sC g.l CM F calculada
Tratamientos 1527.34 2 763.67 68.92
Error 23268 21 11.08
Total 1760.01 23
F 0.995(2.2%) = 6.89
F calculada (68.92) > 6.89

Con base en estos resultados se realiza la prueba de Tukey

Tabia 16 Valor absoluto de la diferencia entre las medias de %IP de cada grupo al dia 15.

Xen X ep X 1,34 myiKg
X en - 18.61 14.26
X - - 4.35
X 1 34 mpig - - -

Dvs 095,3.2) = 4213

Todos los grupos presentan diferencias significativas en %[P al dia 15
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Andlisis estadistico

3.2  Analisis estadistico en funcion de sobrevida (Logrank)

Tabla 17 Resumen de el anélisis de logrank. Solamente aparecen los dias en que ocurrio algin evento.

CN= Control negative; CP= Control positivo; A = [Cu(dimetil-fen)acac)NO; 1.34 mg/Kg

t |Ind.totales| evento| e r lon| cp A Pen Pcp PA
24 1 0 j24] 8] 8 | 8 | 03333 | 03333 | 03334
23 1 1|23 7] 8 | 8 | 03043 | 0.2478 | 03478
19 22 1 2|26 8 | 8 ] 02727 | 03836 | 0.3636
21 21 2 3|21 s | 8 ] a8 | 04782 | 07818 | 0.7619
23 19 1 5 [19] 4 8 | 7 [ 02105 | 04211 | 03684
24 18 1 6 |18 3] 8 | 7 | 01867 | 0.4444 | 03889
25 17 2 7171 3] 816 | 03520 | 0.9412 | 0.7059
26 15 2 9 [15] 2] 8} 5 | 02667 | 1.0667 | 0.6666
27 13 3 1M1 ] 1] 8 [ 4 | 02308 | 18461 | 0.8231
28 10 3 w016 | 3 0.3 18 0.9
31 7 1 w70 4] 3 0 05714 | 0.4286
33 8 1 86 |o0of 3] 3 0 0.5 0.5
35 3 1 1950} 3 | 2 0 06 0.4
36 4 1 20 (4o 22 0 0.5 05
37 3 2 2] 3]0} 2 1 0 1.3333 | 06667
39 1 1 21 o] 1 0 0 1.0 0
40 0 0 22 o0flof{ oo 0 0 0
v=| 29141 | 123308 | 8.2550
I total= | 23.9999
Se procede ahora a realizar |a prueba de ?
¥’ calculada = 11.8015 > ¥ .085=9.21  p<0.01

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

comparados son diferentes.
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Andlisis estadistico

4. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)salal]NO,

4.1  Andlisis estadistico en funcion del incremento en peso

4.1.1 Anélisis al dia 5

Tabla 19. ANOVA al dia 5.

SC g.l. CM F calculada
Tratamientos l 522.58 2 2.61.28 34.38
Error 159.61 21 7.60
Total 682.19 23
F ogss.z2) = 6.89
F calculada (34.38) > 6.89

Con base en estos resultados se realiza la prueba de Tukey

Tabla 20 Valor absoluto de la diferencia entre las medias de %IP de cada grupo al dia 5.

X e X X 0.72 mgikg
Xen - 6.6 11.38
X o : _ 4.78
X .72 mgikg - - -

DVSs 095021 — 3.4893

Conclusion: Al dia 5 IP control positivo z IP control negative = IP [Cu{4,7-dime-

fen)salallNOs
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Andlisis estadistico

4.1.2 Andlisis al dia 15

Tabla 21. ANOVA al dia 15.

SC gl CM F calculada
Tratamientos 1478.39 2 739.19 2573
Error 603.31 21 28.73
Total 2081.70 23
F oees 2y =6.89
F calculada (25.73) > 6.89

Existen diferencias significativas entre %IP de los grupos.

Tabla 22 Valor absoluto de las diferencias entre las medias de %IP de cada grupo al dia 15.

X en Xep X 0.72 mgikg
X en - 18.59 13.51
X - - 5.08
X 0.72 moikg - - -

Dvs 095329~ 6.7843

Conclusion: Al dia 15 de ensayo se encontré que: IP control negativo = IP control

paositivo = IP [Cu{4,7-dime-fen)sataliNO;
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Andlisis estadistico

42

Estadistica en funcién de sobrevida (Logrank)

Tabla 23 Resumen de e! andlisis de logrank. Solamente aparecen los dias en que ocurrio algtin evenlo.
CN= Control negativo; CP= Controt positivo; A = [Cuf4,7-dimetil-fen)salal]NOs. 0.72 mg/Kg

1 ind.totales | evento | e r cn cp A Pen Pcp PA
24 1 0 24 8 8 8 0.3333 0.3333 0.3333
23 2 1 {23 7 8 8 06087 | 06956 | 0.6956
16 21 2 3 21 6 -] 7 0.5714 0.7619 0.6667
19 19 2 5 |19}) 5 8 6 0.5214 | 0.8421 0.6316
21 17 2 7 17 4 8 5 0.4706 0.9412 0.5882
23 15 1 9 15 3 8 4 0.2 0.5333 0.2667
24 14 1 10 | 14 2 8 4 0.1428 0.5714 0.2857
25 13 2 11 13 2 8 3 0.3077 1.2308 0.4615
27 11 2 13 | 11 1 7 3 0.1818 | 1.2727 | 0.5455
28 S 3 15] g i 8 2 0.3333 20 0.6667
31 6 2 18] 6 0 4 2 0 1.3333 | 0.6667
35 4 2 2 | 4 0 3 1 0 15 05
37 2 2 22 [ 2 0 2 0 0 2.0 0
40 0 0 24 0 0 0 0 0 0 0
¥= | 36759 | 14.0156 | 6.3082
Z total= | 23.9997
Se procede ahora a realizar la prueba de y*
¥’ calculada = 10.0637 > % ¢ ose= 9.21  p<0.01

Existe evidencia estadistica para afirmar que ias curvas de vida de los grupos

comparados son diferentes.
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5. [Cu{4,4'-dimetil-2,2’-bipiridina)salal]NO,

51  Analisis estadistico en funcién del incremento en peso.

5.1.1 Andisis al dia 5

Tabla 25. ANOVA at dia 5.

SC g.l CM F calculada
Tratamienios 179.87 2 89.93 15.38
Error 122.82 21 5.85
Total 302.69 23
F 0995221 = 6.89
F calculada (15.38) > 6.89

Con base en estos resultados se realiza la prueba de Tukey

Tabla 26. Valor absoluto de las diferencias entre las medias de %P de cada grupo al dia §.

X cn X X 2,08 mgiKg
Xon - 6.6 431
X o - - 529
X 2.08 myg - - -

DVS 095(321) — 3.061

Conclusion:
Al dia 5 de ensayo se encontré que: IP control negativo = IP control positivo = iP
[Cu(4,7-dime-fen)salal]NO,
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Andlisis estadistico

5.1.2 Andlisis al dia 15
Tabla 27. ANOVA al dia 15.

SC gl CcM F calculada
Tratamientos 1781.25 2 890.63 55.01
Error 339.97 21 16.19
Total 2121.22 23
F 0895221 = 6.89
F calculada (55.01) > 6.89

Con base en estos resultados se realiza ia prueba de Tukey.

Tabla 28. Valor absoluto de las diferencias entre las medias de %IP de cada grupo al dia 15.

X en X cp X 2,08 markg
X en - 18.659 0.66
X ; ; 17.93
X 2.08 my/kg - - -

DVS 0.85,(321) ~ 51015

Conclusion:

Al dia 5 de ensayo se encontrd que: {P control negativo

bipiridina)salal]NO; =P control positivo

IP [Cu(4,4'-dime-
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Andlisis estadistico

5.2

Andlisis estadistico en funcion de sobrevida (Logrank).

Tabla 29. Resumen de el andlisis de logrank. Solamente aparecen los dias en que ocurrio algin
evento. CN= Control negativo; CP= Control positivo; A = [Cu(4,4'-dime-bipiridina)salal]NO; 2.06

mg/Kg
t Ind.totales | evento | e r [+] cp A Pen Pcp PA
0 24 1 0 ]24]| 8 8 8 0.3333 0.3333 0.3333
8 23 1 1123 7 8 8 0.3044 0.3478 0.3478
19 22 2 21221 86 8 8 0.5455 0.7273 0.7273
20 20 2 4 | 20;: & 8 6 06 0.8 06
21 18 3 6 [ 18] 5 8 5 0.8333 1.3333 0.8333
23 15 1 9 1151 5 8 2 0.3333 0.5333 0.1333
24 14 3 10|14 4 8 2 0.8571 1.7143 0.4286
25 11 2 1B{11] 3 8 0 0.5455 1.4545 0
27 9 3 1519 |3 6 0 1.0 20 0
28 6 3 18| 68 | 2 4 0 1.0 20 0
31 3 1 21 310 3 0 0 1.0 o
a5 2 1 2] 210 2 0 0 1.0 0
37 1 1 23 | 1 0 1 0 0 1.0 0
40 0 0 24| 0| o 0 0 0 0 0
T= 6.3524 14.2438 3.4037
Ttotal= 23.9999
Se procede ghora a realizar la prueba de i
2 calculada = 11.5072 > y* g oss=9.21  p<0.01

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

comprarados son diferentes.
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6. [Cu{5-NO.-1,10-fenantrolina)ser]NO;
6.1  Analisis estadistico en funcion del incremento en peso
6.1.2 Analisis aldia 5
Tabla 31. ANOVA al dia §.

sC g.k CM F calculada
Tratamientos 4129 3 13.76 4,99
Error 44.09 16 276
Total 85.38 19
F 0.995(3,16) — 6.30
F calculada (4.99) < 6.30
No existen diferencias significativas entre las medias de IP al dia 5
6.1.2 Andlisis al dia 15
Tabla 32. ANOVA al dia 15.

SC g.l CM F calculada
Tratamientos 54212 3 180.71 15.34
Error 188.43 16 11.78
Total 730.55 19
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F ogesz2n =6.30

F calculada (15.34) > 6.30

Con base en estos resultados se procede a realizar el analisis de Tukey.

Tabla 32. Valor absoiuto de las diferencias entre las medias de %IP de cada grupo al dia 15.

x cn x cp x2.22 mg/Kg x 4,44 mgikg
X - 12.32 12.48 11.06
X cp - - 016 126
X 2.22my/kg - - - 142

DVS 0.95.4421) — 6.078

Conclusion:

Al dia 5 de ensayo se encontro que: IP control negativo +IP control positivo = IP {Cu(S-

NO,-fenantrolina)ser]NOs 2.22 mg/Kg = IP [Cu(5-NO.-fenantrolina)serjNOs 4.44 mg/Kg

5
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6.2 Analsis estadistico en funcion de sobrevida {Logrank).

Tabla 34. Resumen de el andlisis de logrank. Solamente aparecen los dias en que ocurrio algdn
evento. C= Control negative; CP= Control positivo; A = [Cu(5-NO.fen)ser]NO,.2.22 mg/Kg y B=
[Cu(5-NO:fen)ser]NO;. 4.44 mg/Kg

t |indiotales | evento | e v cn | cp A g Pcn Pcp PA PB
] 20 1 0 20 5 5 5 5 0.25 0.25 0.25 0.25
17 19 2 1 19 4 5 5 5 | 04211 | 0.5263 | 0.5263 | 0.5263
18 17 3 3 17 3 5 5 4 | 05294 | 0.8823 | 0.8823 1 0.7059
19 14 3 8 14 2 4 4 4 0.4286 | 0.8571 | 0.8571 | 08571
20 i} 1 9 1 0 3 4 4 0 0.2727 | 0.3636 | 0.3636
21 10 1 10 | 10 0 3 4 3 Q 0.3 0.4 03
22 9 1 11 9 0 3 4 2 ] 0.3333 | 0.4444 | 0.2222
23 8 1 12 8 0 3 3 2 0 0.375 0.375 0.25
24 7 1 13 7 0 2 3 2 0 0.2857 | 0.4286 | 0.2857
25 6 2 14 <] 0 2 2 2 0 0.6667 | 0.66867 | 0.6667
26 4 1 16 4 0 1 2 1 0 0.25 0.5 0.25
29 3 1 17 3 0 1 2 "] 0 0.3333 | 0.6687 0
3z 2 1 18 | 2 0 1 1 0 0 05 05 o
35 1 1 19 1 0 0 1 0 0 0 1.0 0
41 0 0 2010 0 0 0 0 0 o 0 0
Y= 1.6291 | 5.8338 | 7.8607 | 4.6775
T total=| 20.00

Se procede ahora a realizar la prueba de x*

¥? calculada = 8.7729 > ¥° 5 095=7.82  p<0.05

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

comparados son diferentes.
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