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Resumen

A nivel mundial el cancer es la segunda causa de muerte después de las enfermedades cardiacas
seguida por las enfermedades respiratorias y la diabetes; en el 2008 se le atribuyeron 7.6 millones
de muertes En México, durante el 2011 fue la tercera causa de muerte con 71,350 defunciones.
Actualmente es posible reducir y controlar la incidencia del cancer aplicando estrategias de base
cientifica destinadas a la prevencién de la enfermedad asi como a la deteccion temprana y al
tratamiento de estos enfermos. Es por esto que actualmente existe un gran niamero de centros e
institutos de investigacion enfocados a la creacion de nuevos farmacos capaces de curar o
controlar el cancer de forma mas eficaz y reduciendo los costos en cuanto a la obtencién y/o
produccion de estos, siendo asi mas accesibles para la poblacién que padece esta enfermedad.
Hoy en dia existen en el mercado una gran variedad de farmacos antineoplasicos de diferente
naturaleza y muchos mas que estdn en proceso de desarrollo, basados en la necesidad de
encontrar compuestos con mayor eficacia y menos efectos secundarios. En general, una vez
identificada la accién bioldgica de una sustancia y para que ésta pueda ser evaluada en humanos y
posteriormente aprobada para su comercializacion es necesario realizar primero una serie de
estudios preclinicos; es por esto que se han desarrollado diversos modelos de tumores en ratones
como el de Melanoma B16 el cual se utilizd en el presente trabajo para evaluar la actividad
antineopldsica de los compuestos de coordinacién de origen inorganico a base de estafio (NK82) y
cobre (NBOB3) sintetizados por el Dr. José Norberto Farfan Garcia y la Dra. Norah Barba
Beherens respectivamente, en ratones de la cepa CB6F1/Hsd. Se cree que si estos compuestos
de coordinacion NK82 y NBOBS3 han presentado ya actividad in vitro en diversas lineas celulares
entonces mostraran actividad antineoplasica en los modelos murinos propuestos por el NCI, por lo
gue el objetivo de este estudio fue evaluar su actividad antineoplasica en el modelo tumoral murino
de isotrasplantacién con Melanoma B16F10 en ratones de la cepa CB6F1:Hsd. Este estudios se
llevd a cabo siguiendo el protocolo internacional establecido por el National Cancer Institute, Se
utilizaron 80 ratones hembras de la cepa singénica CB6F1:Hsd que fueron inoculadas con la linea
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tumoral de Melanoma B16F10, y separados en ocho grupos para que cada grupo recibiera un
tratamiento diferente ya sea agua inyectable, ciclofosfamida, y los compuestos NK82 y NBOB3 de
forma cronica e intermitente. La evaluacion de la actividad antineoplasica se realizé mediante la
obtencion de los indices T/C, el porcentaje de incremento de peso, el indice de sobrevida, y
analizados estadisticamente mediante ANDEVA, el método de Kaplan-Meier y la prueba de Log-
Rank utilizando el programa estadistico SPSS 16.0. Los resultados nos muestran durante los
primeros dias del experimento el nivel toxicidad que tuvo cada tratamiento y después un aumento
de peso en la mayoria de los ratones debido a la formacion de la masa tumoral. Los controles que
Se usaron en este ensayo se comportaron como se esperaba, el grupo de ciclofosfamida obtuvo
los valores indicados por el protocolo. En general el grupo tratado con 3.8 mg/kg de NK82 de forma
intermitente fue el que presento un resultado menos favorable ya que su incremento de peso fue
mayor y una sobrevida menor, incluso que la del control negativo. El grupo que se traté de forma
cronica con NK82 presenta una sobrevida hasta el dia 60 en que termino el estudio y obtuvo
valores de T/C e ILS que estan dentro del rango de eficacia aceptado por el NCI para el modelo
utilizado. Estos resultados fueron confirmados por las pruebas estadisticas que indican diferencias
significativas entre los tratamientos. Por lo tanto se propone modificar los tratamientos que no

presentaron los resultados esperados y continuar con las pruebas de los que si fueron favorables.
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Introduccioén

La posibilidad de prescribir un medicamento conlleva un largo y complejo proceso de investigacion
y desarrollo que es llevado a cabo por un grupo multidisciplinario de cientificos que incluye
quimicos, bidlogos, toxicologos, médicos, farmacélogos, bioquimicos y cientificos de la
computacion. En promedio, el desarrollo de un nuevo farmaco dura 12-15 afios y significa una
inversién cercana a los US$ 600 millones antes que sea aprobado para su comercializacion (1).

Actualmente la industria farmacéutica es de gran importancia a nivel econémico y social en todo el
mundo ya que esta destinada a satisfacer las necesidades de la gente creando, desarrollando e

innovando nuevos farmacos para la cura o prevencion de enfermedades.

Las enfermedades cardiacas, el cancer, las enfermedades respiratorias y la diabetes son las
principales causas de mortalidad en el mundo siendo responsables del 60% de las muertes; estas
enfermedades son consideradas como crénicas-degenerativas pues, por lo general, son de
progresion lenta y hacen que el paciente pierda poco a poco funciones fisiolégicas importantes.
Esto lleva al deterioro en la calidad de vida del paciente (2).

A nivel mundial el cancer es la segunda causa de muerte después de las enfermedades cardiacas
seguida por las enfermedades respiratorias y la diabetes; en el 2008 se le atribuyeron 7.6 millones
de muertes (3). En México, durante el 2011 fue la tercera causa de muerte con 71,350 defunciones
(4). Estos datos son de gran relevancia para el sector salud ya que los tratamientos destinados a
controlar y curar dicha enfermedad representan un gran costo para la sociedad. Es por esto que
actualmente existe una gran maquinaria de investigacion biomédica, apoyada por los grandes
consorcios, destinada a la mejora de los tratamientos que existen actualmente y a la bdsqueda de

nuevas alternativas altamente eficaces para tratar el cancer (5).
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Un gran nimero de centros e institutos de investigacion que estan enfocando sus recursos a la
creacion de nuevos farmacos capaces de curar o controlar el cancer de una mejor forma y
reduciendo los costos en cuanto a la obtencidn y/o produccion de los farmacos que existen
actualmente, lo que significaria también una disminucion en el costo de venta y mayor

accesibilidad para los gobiernos y la poblacién que padece esta enfermedad.

Marco teorico

Cancer

Céancer es el término usado para designar a un grupo de enfermedades que pueden afectar a

cualquier parte del cuerpo. También conocidas como tumores o neoplasias malignas (3).

La caracteristica de esta enfermedad es la multiplicacion de células anormales las cuales se
dividen a una velocidad mayor de la que en condiciones normales estas crecerian, y que puede
invadir tejidos adyacentes y expandirse a otros 6rganos por el torrente sanguineo y por el sistema
linfatico formando nuevos tumores. (6)

En condiciones normales las células del cuerpo crecen y se dividen en una forma controlada para
producir mas segun sean necesarias (Figura 1). Cuando éstas envejecen o se dafian, comUnmente

mueren por un proceso conocido como apoptosis.
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Fig. 1 - Fases del ciclo celular. Proceso mediante el cual las células se crecen y se dividen para

formar nuevas células (7).

La apoptosis es un proceso fisiolégico de eliminacién celular estrechamente regulado y
caracterizado por una secuencia de cambios morfoldgicos bien definidos:

contraccion celular

condensacion de la cromatina

fragmentacion nuclear y celular

formacion de cuerpos apoptéticos, que son engullidos por las células fagociticas proximas antes de

gue se pierda la integridad de la membrana (8).

Sin embargo, algunas veces este proceso puede alterarse si el material genético de una célula
sufre mutaciones que afectan el crecimiento y su division normal. Cuando esto sucede, las células
no mueren cuando deberian morir y células nuevas se forman cuando el cuerpo no las necesita.
Las células que se crean en exceso forman una masa anormal de tejido que es lo que se conoce
como neoplasia o tumor (Figura 2). Sin embargo, algunos tipos de cancer no forman tumores. Por

ejemplo, la leucemia que es un cancer de la médula ésea y de la sangre (6).
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Fig. 2 - Pérdida del control del crecimiento de una célula normal al transformarse en una célula

cancerosa (6).

No todos los tumores son cancerosos; puede haber tumores benignos y tumores malignos.
Tumores benignos: no son cancerosos, se encuentran encapsulados y pueden extirparse y, en la
mayoria de los casos, no vuelven a aparecer. Las células de los tumores benignos no se
diseminan a otras partes del cuerpo.

Tumores malignos: son cancerosos, las células de estos tumores pueden invadir tejidos cercanos y

diseminarse a otras partes del cuerpo.
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Epidemiologia

El cancer es una de las principales causas de muerte a escala mundial y puede llegar afectar a
cualquier persona (Figura 3). Segun la OMS se estimaron 12.4 millones de casos de cancer en el
2008 y 7.6 millones de muertes (aproximadamente un 13% del total) a nivel mundial, y se prevé
gue estas cifras aumenten en todo el mundo y que para el 2030 la incidencia llegue a 26.4 millones

de casos de cancer y 17.0 millones de muertes al afio debido a esta enfermedad (9).

B Enfermedad del corazon

H Cancer

¥ Enfermedad cererbrovascular

N nfecciones respiratoria menores
¥ Condiciones perinatales*

¥ Enfermedad pulmonar cronica

W Otras

World Health Organization, The global burden of disease: 2004

Fig. 3 - Principales causas de muerte a nivel mundial, 2004. (Total: 58,772,000) (10).

Aproximadamente un 70% de las muertes por cancer registradas en 2008 se produjeron en paises

de ingresos bajos y medios (Figura 4, 7 y 8).
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Global

12.4 millones de casos nuevos {2008)

. Africa
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Sur-Asia

. Morte-Asia, Australia, Nueva Zelanda
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Fig. 4 - Distribucién de la incidencia mundial de cancer por regiones de la OMS 2008 (9)

Los tipos de cancer mas frecuentes son diferentes en el hombre y en la mujer, varian también

entre cada pais y a nivel mundial.

Global

Hombres Mujeres

Pulman

Mama
Colorectal
Estdmago
Prostata

H fga do
Cenvico-utering
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15000 10000 5000 0 5000 0000 15000
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GLOBOICAN 2008 (ARC) (21 2013) B rMuertes

Fig. 5 - Principales tipos de cancer en hombres y mujeres a nivel mundial (11).
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A nivel global el cancer de pulmén es el mas comin y la mayor causa de muerte en hombres
mientras que en mujeres es el cancer de mama (Figura 5).

Mexico

Hombres Mujeres
Prastata

Mama
Cérvico-uterino
Pulmdn

Estdmago
Colorectal

Higado

Leucemia

Pancreas

Linfoma Mo-Hodgkin
150 100 50 50 100 150

Mumero de nuevos casos/muertes (x100) W licidengis

GLOBOCAN 2008 (LARC) (2.1 20 3) B ruertes

Fig. 6 - Principales tipos de cancer en hombres y mujeres en México (11).

A diferencia, en México el cancer mas comudn en hombres es el de prostata, sin embargo se
presentan mas muertes a causa del cancer de pulmén mientras que en mujeres el cancer de mama

permanece con la mayor incidencia y mortalidad (Figura 6).
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Fig. 7 - Incidencia y mortalidad de los tipos de cancer mas comunes en hombres en paises

desarrollados y subdesarrollados (9).

0,000 Mujeres

L=

Mama Colorrectal Cérvico- Estomago  Pulmdn Owario Utering Higado Ezotago Leucemia

utering
M Incidencia, desarrollados Mortalidad, desarrollados
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Fig. 8 - Incidencia y mortalidad de los tipos de cancer mas comunes en mujeres en paises

desarrollados y subdesarrollados (9).
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Etiologia

El cancer es un complejo grupo de enfermedades con un gran nimero de causas posibles
Aproximadamente un 30% de las muertes por cancer son debidas a cinco factores de riesgo
conductuales y dietéticos:

- indice de masa corporal elevado

- ingesta reducida de frutas y verduras

- falta de actividad fisica

- consumo de tabaco

- consumo de alcohol.

El consumo de tabaco es el factor de riesgo mas importante, es la causa del 71% de las muertes
mundiales por cancer de pulmon.

Los tipos de cancer causados por infecciones viricas, tales como las infecciones por virus de las
hepatitis B (VHB) y C (VHC) o por Virus del papiloma humano (PVH), son responsables de hasta
un 20% de las muertes por cancer en los paises de ingresos bajos y medios (3).

Por su gran incidencia es comun que en las familias varios miembros lleguen a tener cancer,
algunos tipos de cancer son causados por una mutacion somatica esporadica en un gen y que se
transmite de generacion en generacion. Estas mutaciones pueden ser causadas por diversas
cosas a las cuales estamos expuestos dentro de nuestro ambiente tales como el humo de cigarro,
radiaciones y una mala dieta, estas mutaciones aumentan con la edad propiciando un mayor riesgo
a contraer cancer. Solo entre el 5% y 10% de todos los casos de cancer son hereditarios.

Existen algunos sindromes familiares de cancer, en donde algunos tipos de cancer parecen ir de la
mano. Por ejemplo, el cdncer de mama y ovario suelen presentarse conjuntamente en familias con
el sindrome de cancer de mama y ovario hereditario. También el cancer de colon y el endometrial
tienen a relacionarse en la presencia en un sindrome llamado cancer colorectal hereditario no

poliposo también conocido como sindrome de Lynch (12).
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Se sabe mucho acerca de las causas del cancer y las intervenciones encaminadas a prevenir y
tratar la enfermedad. El riesgo de padecer muchos tipos de cancer se puede reducir mediante la
adopcion de habitos de vida saludables, como alimentarse bien, hacer ejercicio con regularidad y
evitando la exposicidn a factores de riesgo comunes como el humo de tabaco y el alcohol.

Més del 30% de las defunciones por cancer podrian evitarse modificando o evitando los principales

factores de riesgo.

Carcinogénesis

Es un proceso que consta de tres etapas mediante el cual un tumor se puede transformar en

maligno y desarrollar cancer:

Iniciacion

Esta etapa comienza cuando una molécula o un agente fisico interacciona con la célula causando
dafios en el DNA; en la mayoria de los casos estas lesiones son reparadas pero si la célula esta
muy dafiada entonces es eliminada. Cuando ninguno de estos dos eventos ocurre, el dafio puede
inducir a una o varias mutaciones heredables. Esta mutacion puede ser irrelevante si no afecta a la
proteina que es codificada por el gen mutante o si produce una sustitucién que no afecte la funcion
de dicha proteina; también es posible que la alteracion no sea compatible con la progresién del
ciclo celular. Aunque existe la posibilidad de que esta mutacién sea expresada en una proteina
mutada que reprograme a la célula a multiplicarse y evitar la apoptosis. Cuando esto sucede, las
nuevas células tendran la misma predisposicién a dividirse sin control y con esto aumentar la
posibilidad de que se presenten futuras mutaciones durante cada division y aumentar su tasa de

proliferacion, formando una aglomeracion de células anormales que se convertird en un tumor (13).

12
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Promocioén

Una vez que una célula ha sido mutada por uno o varios iniciadores, ésta es susceptible a los
efectos de los promotores. Estos compuestos promueven la proliferacién de la célula, dando origen
a un gran numero de células hijas que contienen la mutacién creada por los iniciadores (14).

Los promotores no tienen efecto cuando el organismo en cuestion no ha sido tratado previamente
con un iniciador (15).

A diferencia de los iniciadores, los promotores no se unen covalentemente al DNA o a otras
macromoléculas en la célula. Muchos se enlazan a receptores sobre la superficie de la célula para
afectar sefiales intracelulares que llevan a un aumento en la proliferacion celular (16).

Hay dos categorias generales de promotores: promotores especificos que interactdan con
receptores en las células blanco de tejidos definidos y son especificos para una especie o tejido en
particular, gracias a su interaccidn con receptores presentes en distintas cantidades en distintos
tipos de tejido y promotores no especificos que alteran la expresion genética sin la presencia de un

receptor conocido.

Progresion

El agente progresor es aquel compuesto quimico capaz de convertir una célula iniciada o en
estado de promocién en una célula potencialmente maligna. La progresion de la carcinogénesis se
puede producir también mediante la incorporacién en el genoma de informacion genética exégena
o0 alteraciones cromosOmicas espontaneas.

Se refiere a la transformacion irreversible de un tumor benigno a maligno. La progresion esta
asociada con el cambio cariotipico ya que todos los tumores que avanzan son aneuploides. Este
cambio cariotipico viene con un aumento en el indice de crecimiento, invasién, metastasis y una

alteracion en la bioquimica y la morfologia (15).
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Clasificacion

El cancer engloba a mas de 100 diferentes tipos de anomalias. La mayoria de éstas toman el
nombre del 6rgano o de las células en donde comienza a desarrollarse (6).

Las principales categorias en que pueden agruparse los diferentes tipos de cancer son:

Carcinoma: Empieza en la piel o en tejidos que revisten o cubren los 6rganos internos.

Sarcoma: Empieza en hueso, en cartilago, grasa, musculo, vasos sanguineos u otro tejido
conjuntivo o de sostén.

Leucemia: Empieza en el tejido en el que se forma la sangre, como la médula dsea, y causa que
se produzcan grandes cantidades de células sanguineas anormales y que entren en la sangre.
Linfoma y mieloma: Empiezan en las células del sistema inmunitario.

Céncer del sistema nervioso central: Empieza en los tejidos del cerebro y de la médula espinal.

Una vez que se desarrolla algun tipo de cancer este puede seguir propagandose y expandiéndose
hasta invadir otros tejidos y 6rganos a distancia, este proceso se conoce como metastasis; las

metastasis son la principal causa de muerte por cancer (6).

Metastasis

La metéastasis es una cascada de pasos ligados secuencialmente que involucran mudltiples
interacciones entre el tumor y el organismo (17, 18, 19).

Una célula o un grupo de células tumorales deben ser capaces de liberarse del tumor primario,
invadir el tejido local del individuo, entrar a la circulacion, detenerse en alguna zona vascularizada
distante, extravasarse en el intersticio y parénquima del érgano blanco y proliferar como una
colonia secundaria. Para la expansion de la masa tumoral primaria es indispensable la
angiogénesis, ya que frecuentemente los nuevos vasos sanguineos que penetran en el tumor son
sitios mediante los cuales la célula tumoral entra a la circulacion; también es necesaria la
angiogénesis para la expansion de la colonia metastasica (20, 21).
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En cualquier etapa, las células tumorales deben evadir la respuesta inmune del hospedero (18).
Las células normales se mantienen en su lugar gracias a la accion de la matriz extracelular, una
estructura formada por proteinas y carbohidratos que forman fibras por las cuales las células se
unen entre si. Estos contactos pueden retener a las células en su lugar, pero en células
cancerosas también pueden estimularlas a formar extensiones para el movimiento migratorio
favoreciendo la metéstasis (22).

La pérdida de accidn de estas proteinas también ocurre como parte de la transformacion de células
cancerosas de un estado epitelial a un estado de mayor movilidad; un cambio conocido como
transicion epitelio-mesenquimal o EMT (23, 24).

Para diseminarse, las células tumorales deben ser capaces de romper sus lazos con la estructura
cohesiva del tejido de origen. La adhesion entre células se reduce por la pérdida de proteinas de
anclaje que las une. La pérdida de estas proteinas en tumores puede darse por varios
mecanismos, incluyendo mutaciones o silenciamiento epigenético del gen que las codifica (25, 26).
Solo un porcentaje muy pequefio (<0.01%) de las células tumorales en circulacion llegan a iniciar
exitosamente colonias metastasicas, es por esto que se ha visto a la metastasis como una
competencia altamente selectiva que favorece la supervivencia de una subpoblacion de células
tumorales metastasicas derivadas de un tumor primario heterogéneo (17).

Las células cancerosas se pueden diseminar desde estadios muy tempranos, cuando el tumor es
pequefio y todavia no ha sido diagnosticado. Esto no significa que las primeras células en salir
sean las que progresen hacia una metastasis manifiesta, pero si indica que la diseminacién no es
propiedad exclusiva de tumores crecidos o avanzados.

En algunos casos, una vez que las células diseminadas alcanzan érganos distantes y sobreviven
en el nuevo entorno se mantienen en un estado de latencia. Esto significa que al salir del tumor
primario ya disponian de las facultades necesarias para diseminarse e infiltrar ciertos 6rganos, pero
todavia no reunian todas las condiciones necesarias para la colonizacion agresiva del 6rgano
infiltrado. Este estado de latencia puede durar afios, incluso décadas, antes de que las células
tumorales diseminadas evolucionen agresivamente hasta llegar a formar metéstasis clinicamente

detectables.
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La diseminacién también puede darse desde tumores metastasicos que, a su vez, siembran
nuevas metastasis. Es posible que células tumorales en circulacion puedan reinfiltrarse en los
mismos tumores de los que partieron. De acuerdo con esta hipotesis, los tumores pueden
autoenriguecerse con su progenie mas agresiva, ofreciendo un mecanismo que asocia la habilidad
metastasica con el crecimiento del tumor (27). Esto explicaria la correlacion entre las metastasis y

el tamafio del tumor (28).

Tratamiento del cancer

Es posible reducir y controlar la incidencia del cancer aplicando estrategias de base cientifica
destinadas a la prevencién de la enfermedad asi como a la deteccion temprana y al tratamiento de
estos enfermos. Muchos tipos de cancer tienen grandes probabilidades de curarse si se detectan
tempranamente y se tratan de forma adecuada. Por ejemplo el cancer de mama, el cervical y
colorectal que son de los tipos con mayor relevancia, pueden ser curados si se da una deteccion
temprana y un tratamiento adecuado (29).

El tratamiento dado para el cancer es muy variable y depende en un nimero de factores propios de
la enfermedad y del estado fisico del paciente. El tratamiento varia de acuerdo con el tipo, el lugar
y tamafio del tumor. Es por esto que es necesario conocer el grado de tumor y el estadio del
cancer antes de preparar un plan individual de tratamiento para el paciente y poder emitir un

pronéstico (30, 31).

La determinacién del grado de un tumor es un sistema que se usa para clasificar las células
cancerosas en cuanto a su diferencia de las células normales y a la rapidez probable de
crecimiento y diseminacion del tumor. Algunos factores que se consideran al determinar el grado
de un tumor son el grado histolégico, el grado nuclear y el porcentaje de células del tumor que se

estan dividiendo. Generalmente, un grado bajo indica un pronéstico mejor (32).
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La estadificacion describe la gravedad del cancer que aqueja a una persona basandose en la
extension del tumor original y si el cancer se ha diseminado en el cuerpo o no. Los elementos

comunes que se consideran en la mayoria de los sistemas de estadificacion son:

- Sitio del tumor primario

- Tamafio del tumor y nimero de tumores

- Complicacion de ganglios linfaticos (diseminacion del cancer a los ganglios linfaticos)
- Tipo de célula y grado de desarrollo del tumor

- Presencia o ausencia de metastasis.

El sistema TNM es uno de los sistemas de estadificacion de mayor uso. Est4 basado en la
extension del tumor (T), el grado de diseminacion a los ganglios linfaticos (N), y la presencia de
metastasis (M) distante. Un nimero se afiade a cada letra para indicar el tamafio o extension del
tumor y el grado de diseminacién del cancer.

Para muchos canceres, las combinaciones TNM corresponden a una etapa o estadio de cinco

posibles (Tabla 1).

Tabla 1. Estadificacion de tumores (6).

Estadio Definicién
Estadio 0 Carcinoma in situ.
Estadio I, Estadio Il y Estadio IlI Los nimeros mas altos indican enfermedad mas

extensa: tamafio mayor del tumor o diseminacion
del cancer més alla del 6rgano en donde se formd
originalmente a los ganglios linfaticos vecinos o a

los 6rganos adyacentes al sitio del tumor primario.

Estadio IV El cancer se ha diseminado a otros érganos.
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En donde se agrupan los casos de dicha enfermedad en cinco categorias principales:

In situ: las células anormales estan presentes sélo en la capa de células en donde se forman.
Localizado: el cancer se limita al érgano en donde empez0, sin evidencia de diseminacion.
Regional: el cancer se ha diseminado mas alla del sitio primario a ganglios linfaticos o a 6rganos y
tejidos cercanos.

Distante: el cancer se ha diseminado desde el sitio primario a 6rganos distantes o a ganglios
linfaticos distantes.

Desconocido: no hay informacién suficiente para determinar la etapa o estadio.

Si el cancer esta confinado a un sélo lugar y no se ha diseminado, el método de tratamiento mas
comun es la cirugia para curar el cancer.

Si el tumor se ha diseminado s6lo a los ganglios linfaticos locales, éstos algunas veces también se
pueden extirpar.

Si todo el cancer no se puede extirpar totalmente por medio de cirugia, las opciones primarias de
tratamiento son: radioterapia, quimioterapia 0 ambas. Algunos tipos de cancer requieren la
combinacidn de cirugia, radiacion y quimioterapia.

El linffoma (cancer de ganglios linfaticos) rara vez se trata con cirugia. La quimioterapia y la

radioterapia se utilizan con mayor frecuencia para tratar este tipo de cancer (30, 31).

Clasificacion de los tratamientos

El tratamiento del cancer requiere una cuidadosa selecciéon de una o mas modalidades. El objetivo
consiste en curar la enfermedad o prolongar considerablemente la supervivencia y mejorar la
calidad de vida del paciente matando o removiendo directamente a las células cancerosas o
llevandolas a su muerte por medio de la deprivacion de sefiales necesarias para la division celular
o estimulando las defensas propias. El diagndstico y el tratamiento del cancer se complementan

con el apoyo psicolégico (3).
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Los tratamientos pueden ser divididos en categorias basadas en su fin y modo de accién. Los
diferentes tipos de tratamiento son usados constantemente en combinacion, ya sea

simultaneamente o secuencialmente.

Cirugia

La cirugia oncologica tiene un papel importante en el manejo del cancer, para profilaxis,
diagndstico, evaluacion de la extension de la enfermedad, el control del tumor primario, el control
de la enfermedad regional y el tratamiento de las complicaciones. En ausencia de enfermedad
sistémica, la escision quirdrgica es el tratamiento mas eficaz de las neoplasias sélidas, en los
casos donde el cancer es detectado en una etapa temprana, la cirugia puede ser suficiente para
curar al paciente al remover todas las células cancerosas. Incluso en casos muy seleccionados con
enfermedad metastasica, la cirugia podria controlar el tumor primario y obtener curaciones al lograr
la reseccion de enfermedad metastasica limitada.

En casos idoneos, la cirugia es el tratamiento primario para el cancer de mama, esofago, tiroides,
estdmago, higado, pancreas, colon, recto, piel, melanoma y sarcomas, entre otros. Los tumores
benignos también pueden ser removidos por medio de la cirugia.

Se estima que la reseccion quirdrgica produce 62% de las curaciones (33).

Radioterapia

La radiacion es energia que se transmite mediante ondas o mediante una corriente de particulas.
Puede dafiar los genes (DNA) y algunas moléculas de la célula cancerosa de manera que ya no
pueda crecer y dividirse, reduciendo la masa tumoral. La radiacion que se usa para tratar el cancer
se llama radiacion ionizante y se puede clasificar en dos tipos importantes:

* Fotones (rayos X y rayos gamma), que son los que se usan mas ampliamente.

» Radiacién con particulas (electrones, protones, neutrones, iones de carbono, particulas alfa y

particulas beta).
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Algunos tipos de radiacion ionizante tienen méas energia que otros. Cuanto mayor sea la energia,
mas profundamente puede penetrar la radiacién en los tejidos. EI comportamiento de cierto tipo de
radiacion es importante para planear los tratamientos con tal radiacion. La radiacion bien
administrada se considera un tratamiento local debido a que solo afecta a las células cancerosas y
a células a su alrededor. No puede curar un cancer que ya se ha propagado a partes distantes del
cuerpo, porque la mayoria de las formas de radioterapia no llegan a todas las partes del cuerpo. La
radiacion se usa para tratar el cancer de varias maneras. Algunos tipos de cancer son muy
sensibles a la radiacion. En estos casos se puede usar la radiacion sola para reducir el tamafio del
tumor o hacerlo desaparecer completamente. Para otros tipos de cancer, se puede usar antes de
la cirugia para reducir el tamafio del tumor o después de la cirugia para evitar recurrencia; algunos

tipos pueden ser también resistentes a las radiaciones (34, 35).

Terapias bioldgicas

Las terapias bioldgicas utilizan el sistema inmunitario del cuerpo, ya sea directa o indirectamente,
para combatir el cancer o para disminuir los efectos secundarios que pueden causar algunos
tratamientos. Estan disefiadas para reparar, estimular o mejorar las respuestas del sistema
inmunitario.Las terapias biologicas incluyen los interferones, las interleucinas, los factores
estimulantes de colonias, los anticuerpos monoclonales, las vacunas, la terapia génica y las
sustancias inmunomoduladores no especificas.

Las terapias bioldgicas pueden ser usadas para:

- Detener, controlar o suprimir los procesos que permiten que crezca el cancer;

- Hacer que las células cancerosas se puedan reconocer con mas facilidad y, por lo tanto, que el
sistema inmunitario las destruya con mas facilidad;

- Bloquear o revertir el proceso que hace que una célula normal o célula precancerosa se convierta
en célula cancerosa;

- Mejorar la capacidad del cuerpo para reparar o reemplazar las células normales dafiadas o
destruidas por otras formas de tratamiento del cancer, como la quimioterapia o la radiacion; e

- Impedir que las células cancerosas se diseminen a otras partes del cuerpo (12).
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Quimioterapia

Si bien la prevencion es una estrategia para disminuir la incidencia de la enfermedad, el origen
multifactorial de ésta hace dificil que se use como Unica forma de combate, por lo que es necesario
continuar con los esfuerzos para encontrar agentes anticancerigenos efectivos. Dichos esfuerzos
comenzaron a principios de 1900 cuando el quimico Paul Ehrlich, quien designé el nombre de
quimioterapia para el uso de quimicos para tratar enfermedades, se dedicé a desarrollar farmacos
para tratar enfermedades infecciosas, y fue el primero en documentar la efectividad de modelos
animales en la evaluacién de farmacos, lo cual tuvo un gran impacto en el desarrollo de farmacos

antitumorales (36).

La quimioterapia antineopldsica consiste en la administracion de un conjunto de farmacos que
actlan destruyendo células tumorales por inhibicion de la sintesis de DNA (efecto citotoxico) o
impidiendo la division celular mediante la alteracion de las fases importantes del crecimiento
(efecto citostatico), en definitiva interfiriendo el crecimiento tumoral.

A diferencia de la cirugia o la radiacion, la quimioterapia siempre se usa como tratamiento
sistémico, aunque a veces se utiliza para lesiones localizadas como coadyuvante de otros
tratamientos.

Desafortunadamente, estos farmacos no son especificos para las células malignas, por lo que las
células normales también pueden verse afectadas por el tratamiento, dando lugar a la toxicidad.
Las células normales que con mas probabilidades resultan dafiadas son aquellas que se dividen
rapidamente:

* Células sanguineas/de la médula 6sea.

* Células de los foliculos pilosos.

« Células del recubrimiento del tracto digestivo.

* Células del recubrimiento del tracto reproductor.
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Lo que da lugar a los potenciales efectos adversos asociados con su administracion.

La quimioterapia se usa para tratar muchos tipos de cancer. En la actualidad se usan mas de 100
medicamentos para quimioterapia, ya sea en monoterapia 0 en combinacién con otros
medicamentos o tratamientos y se pueden dividir en varios grupos basandose en factores tales
como su mecanismo de accidn, su estructura quimica y su relacién con otros medicamentos (37,

38, 39, 40).

Historia de la quimioterapia contra el cancer

En la década de 1910 Paul Ehrlich desarrollé el primer sistema de trasplante de tumor en roedores,
lo que permitié la estandarizacion de modelos para la evaluacion de nuevas sustancias Los
primeros modelos que se desarrollaron incluian al Sarcoma 37 (S37), Sarcoma 180 (S180), Walker
256, y el tumor ascitico de Ehrlich, todos tumores cancerigenos inducidos en ratones (36).

En 1935, se cred un programa que se convertiria en un modelo para la evaluacion de farmacos
antineopldsicos y con el cual se evaluaron una amplia gama de compuestos, incluyendo productos
naturales. Se evaluaron aproximadamente 3,000 compuestos usando el modelo murino S37 (41,
36).

Durante la Segunda Guerra Mundial se llevaron a cabo varias investigaciones una de ellas fue
demostrar los efectos de los gases como armas quimicas, en especial el gas mostaza y sus
efectos observados en las tropas lo cual permitid observar que las células de la medula dsea y
nddulos linfaticos se iban agotando en aquellas personas que estuvieron expuestas a este gas (42,

43, 44, 45).
En 1946 Goodman y Gilman realizaron experimentos en ratones usando un tumor linfoide
trasplantable y lo trataron con el compuesto de mostaza nitrogenada, al observar una buena

respuesta, realizaron estudios en pacientes con linfoma no Hodgkin administrando este compuesto

y obteniendo resultados alentadores (46, 47, 48).
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A partir de esto resultados, en 1943 se otorgd un gran apoyo a la sintesis y evaluacion de una gran
cantidad de compuestos alquilantes relacionados incluyendo derivados orales como el clorambucil
y mas recientemente la ciclofosfamida.

También durante estas investigaciones se encontré un factor, el acido félico, presente en los
vegetales verdes que era importante para el funcionamiento de la medula dsea, y que en 1937 fue
sintetizado, se demostr6 que la deficiencia de folato podia producir efectos parecidos a los de las
mostazas nitrogenadas. Después se evalud el &cido félico en leucemia y se concluyé que
aceleraba el crecimiento de estas células (49).

Aunque después surgieron algunas dudas sobre estas investigaciones, se desarrollaron analogos
del acido félico que eran antagonistas del folato tal como la aminopterina y ametopterina, mejor
conocidos ahora como metotrexato, en 1948 fueron probados estos compuestos en nifios con
leucemia mostrando una indudable regresion (50).

Durante ese tiempo, basado en los supuestos efectos antitumorales de la penicilina los cuales
nunca se confirmaron, también se evaluaron los efectos de algunos antibidticos que se usaban
para tratar infecciones por heridas. Resultando de este programa la actinomicina D la cual presento
significantes propiedades y se us6 en el tratamiento de tumores pediatricos en los 50s y 60s, y
otros antibidticos que son cominmente usados hoy en dia (51).

Estos resultados también impulsaron el desarrollo de otros farmacos. En 1948 se aislé una
sustancia que inhibia el metabolismo de adenina, y para 1951 se desarrollaron la 6-tioguanina y la
6-mercaptopurina, estas tiopurinas y otros farmacos relacionados han sido usados

satisfactoriamente no solo para leucemias agudas sino también para otras enfermedades (52, 53).

Fue hasta mediados de los 50s cuando se desarroll6 un farmaco enfocado a tipos de cancer no
hematoldgicos, la sintesis de la fluoropirimidina 5- fluorouracilo (5-FU) a partir de una via
bioquimica del hepatoma en rata. Demostro actividad de amplio espectro contra tumores solidos,
por lo cual hasta la fecha sigue siendo usado para algunos tipos de cancer. Este farmaco se
convirtié en el primer ejemplo de terapia dirigida, la cual ahora es una alternativa muy importante

en el desarrollo de farmacos antineopléasicos (54).
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Durante la década de 1950 también se descubrieron los corticoesteroides, los cuales solian ser
usados en pacientes con cancer y en los cuales se encontré6 que producia una leve respuesta,

inclusive cuando se usaban solos (55).

Durante la época de 1960 las terapias que dominaban el tratamiento del cancer era la cirugia y la
radioterapia, esto hasta que se observd que la tasa de curacién aun con tratamientos muy
radicales era alrededor de 33% debido a la presencia de micrometastasis no identificadas, y que la
quimioterapia en combinacion podia curar el cancer avanzado. Con esto se empez6 a utilizar la
guimioterapia en conjunto con la cirugia o la radiacion para tratar el problema de metéastasis lo cual
permitié mejorar los efectos antineoplasicos minimizando el grado de toxicidad (56, 57, 58, 59).

Con el descubrimiento de la actividad de los alcaloides de la planta Vinca rosea y de la
ibenzmetizina (después llamada Procarbazina), se logré6 un gran avance para las leucemias y

linfoma de Hodgkin (60, 61).

Con el conocimiento de la mejoria en la eficacia de la quimioterapia en combinacion, se disefi6 el
programa conocido como “VAMP” (el alcaloide de Vinca rosea: Vincristina, ametopterina, 6-
mercaptopurina y prednisona), el cual fue el primero de una serie de programas de tratamiento
administrados ciclicamente y que aumentaron el rango de regresion de tumores en 60%, en
comparacion con las terapias usadas anteriormente.

A partir de esto, nuevos programas fueron disefiados, tales como MOMP (Mustargen, Oncovin,
Metotrexato, Prednisona), el cual tomando ventaja de la disponibilidad del alcaloide de Vinca,
combinaba vincristina con las mostazas nitrogenadas, metotrexato y prednisona, y después su
derivado MOPP (Mustargen, Oncovin, Procarbazina, Prednisona), en el cual se usaba
procarbazina en lugar del metotrexato, obteniendo muy buenos resultados, que fueron publicados

durante 1965 y 1970 (62, 63).
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A finales de 1960 se disefiaron y evaluaron dos programas: la mostaza de L-fenilalanina usada
sola y el programa CMF, una combinacion de ciclofosfamida, metotrexato y 5-fluoracilo,
especificamente disefiados para usarse como terapia adyuvante. Ambos programas fueron
efectivos en pacientes con cancer metastasico, pero los resultados de CMF, en un régimen de
quimioterapia ciclico, tuvieron un gran impacto en este tiempo con un rango de respuesta muy

alentador y 20% de pacientes con una regresion completa (64, 65).

A mediados de 1974, se realizaron una serie de estudios a partir del uso de una combinacion de
cis-platino, vinblastina y bleomicina, la cual hoy en dia es usada para todas las etapas del cancer

testicular el cual es curable en la mayoria de los pacientes (66, 67).

La llegada de los anticuerpos monoclonales potencio los efectos de la quimioterapia, aunque estos
no son quimioterapia tal cual, muestran un mayor efecto cuando se combinan. A partir de
mediados de 1990 se realizaron estudios con algunos de éstos tales como trastuzumab,
cetuximab, bevacizumab y rituximab, los cuales forman parte importante del régimen de
guimioterapia actual para algunos tumores.

Actualmente la quimioterapia ha avanzado a la época de terapias dirigidas, pero el estudio de
diferentes blancos moleculares se dio a partir de la identificacién de oncogenes, genes supresores
de tumor y vias de sefializacién esenciales para el desarrollo de la vida. El primero y el mayor
ejemplo de terapias dirigidas es el desarrollo del inhibidor de la quinasa tirosina Bcr-Abl imatinib

para el tratamiento de leucemia mielocitica crénica (68, 69, 70).

A partir de la secuenciacion del genoma también se han obtenido conocimientos muy importantes
para el desarrollo de farmacos, actualmente se sabe que un gran nimero de las anormalidades
asociadas con cancer son debidas al funcionamiento anormal de proteinas quinasas. Hoy en dia
importantes investigaciones se centran en el desarrollo de una serie de inhibidores de quinasas,
algunas de las cuales ya han sido aprobadas por la FDA para el tratamiento de algunos tipos de

cancer que eran resistentes a la quimioterapia convencional (71, 72, 73).
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Aunque los tratamientos no son siempre curativos, se ha observado una mejora significativa en la
progresion y tiempo libre de enfermedad. Ademas gran cantidad de los regimenes de quimioterapia
actuales, son usados de forma adyuvante a otras terapias con el propésito de potenciar los efectos
y asi mantener los érganos vitales en las mejores condiciones posibles.

A partir de 1990, la incidencia y mortalidad del cancer empezéd a disminuir, esto debido a la
prevencion y diagndéstico temprano, asi como a los avances en los tratamientos de la enfermedad
una vez que ha sido diagnosticada, por ejemplo, la inclusién de la quimioterapia en la mayoria de

los programas de tratamientos.

Farmacos quimioterapeuticos

Actualmente, hay una gran nimero de compuestos quimioterapéuticos aprobados por la FDA para
el tratamiento del cancer; estos medicamentos quimioterapéuticos se pueden dividir en varios
grupos basandose en factores tales como su mecanismo de accion, su estructura quimica y su

relacion con otros medicamentos. Algunos de los farmacos de gran importancia son:

Farmacos antimetabolitos.
Son una clase de medicamentos que interfieren en la sintesis del DNA y del RNA al sustituir los
elementos fundamentales de estas moléculas. Estos agentes dafian las células durante la fase S,
por ejemplo:
- Analogos del &cido foélico: Metotrexato o ametopterina (MTX)
- Analogos de las bases pirimidinicas:
Como anélogo del uracilo destaca el 5-fluorouracilo (5-FU)
Como anélogo de la citosina destaca el arabinosido de citosina, citarabina o ara-C.
Otros analogo de la citosina de mas reciente utilizacion es la gemcitabina.
- Analogos de las bases puricas
La 6-mercaptopurina y la 6-tioguanina son los analogos azufrados de la hipoxantina y la

guanina respectivamente.
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Inhibidores de la mitosis

Los inhibidores de la mitosis con frecuencia son alcaloides de origen vegetal y otros compuestos
derivados de productos naturales. Pueden detener la mitosis o evitar que las enzimas sinteticen las
proteinas necesarias para la reproduccion de las células. Estos medicamentos ejercen su accion

durante la fase M del ciclo celular, pero pueden dafar las células en todas las fases, por ejemplo:

- Alcaloides de la vinca: Vincristina y vinblastina; vindesina y vinorelbina son analogos

semisintéticos.

- Taxanos: Paclitaxel es el producto activo del Taxus brevifolia. El docetaxel es un

producto semisintético del Taxus baccata.

Inhibidores de topoisomerasas

Las topoisomerasas del DNA son enzimas nucleares que controlan, mantienen y modifican las
estructuras y la topologia del DNA durante los procesos de replicacion y traduccién del material
genético, ayudan a separar las hebras de DNA para que se puedan copiar. Los farmacos
anticancerosos que ejercen su accién a este nivel estimulan y estabilizan los complejos DNA-
enzima provocando la escision mantenida de la cadena de DNA vy la pérdida de su funcion, por

ejemplo:

- Inhibidores de la topoisomerasa I: Irinotecan y topotecan.

- Inhibidores de la topoisomerasa ll: Etopdsido y tenipésido.
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Agentes alquilantes

Provocan su accién citotoxica mediante la formacién de enlaces covalentes entre sus grupos
alquilo y diversas moléculas nucleofilicas presentes en las células. Actlan preferentemente a nivel
del DNA vy, en concreto, de las bases nitrogenadas. También pueden reaccionar con los grupos

fosfato y alquilar bases del RNA, por ejemplo:

- Mostazas nitrogenadas: Mecloretamina, clorambucil, ciclofosfamida, ifosfamida y
melfalan.

- Nitrosoureas: Estreptozocina, carmustina y lomustina.
- Alquil sulfonatos: Busulfan.
- Triazinas: Dacarbazina y temozolomida.

- Etileniminas: Tiotepay altretamina.

Cis-platino

Actla preferentemente sobre las bases del DNA, en particular con el nitrégeno en posicion 7 de la
guanina debido a su gran nucleofilia. Ademas, se comporta como un agente bifuncional
produciendo enlaces cruzados entre las dos hebras del DNA.

El carboplatino y el oxaliplatino son derivados del cisplatino pero que mejoran su toxicidad.

Antibidticos

Como mecanismo de accion, destaca su capacidad para intercalarse entre los pares de bases
adyacentes de DNA vy fijarse fuertemente. También son capaces de inhibir la topoisomerasa Il,
ademas, forman radicales libres que pueden afectar al DNA, alteran la membrana, inhiben la
fosforilacion oxidativa de las mitocondrias e inhiben diversas enzimas relacionadas con la

replicacion del DNA, por ejemplo:
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- Antraciclinas: Daunorubicina, doxorubicina, epirubicina e idarubicina.

- Bleomicinas: Familia de glicopéptidos sintetizados por el hongo Streptomyces verticillis
(actla sobre la fase G2/M).

- Mitoxantrona: Novantrone, Pralifan

- Mitomicina C: Producida por Streptomyces caespitosus (74, 38).

Hoy en dia existen en el mercado una gran variedad de farmacos antineoplasicos de diferente
naturaleza y con diferentes vias de accion y muchos mas que estan en proceso de desarrollo pero
la razdn para que la blisqueda de nuevos antineoplasicos continle esta basada en la necesidad de

encontrar compuestos con:

*» Ausencia de resistencia cruzada.

* Un espectro mas amplio de actividad.

» Mayor efectividad clinica antitumoral.

« Disminucion de efectos eméticos y renales.

* Sinergismo en terapias combinadas (75, 76).

En México la necesidad de importacion de estos productos y su costo muy elevado, hace que el

desarrollo de productos antineoplasicos adquiera prioridad (77).
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Desarrollo de farmacos

La investigacion sobre el cancer a escala mundial es una extraordinaria maquinaria de produccion
cientifica destinada a entender y frenar esta enfermedad. Se trata de un esfuerzo cooperativo en
todo el mundo desarrollado con grandes inversiones tanto publicas como privadas (5).

Gracias a estas primeras pruebas e investigaciones, el estudio de compuestos antineoplasicos ha
tenido un gran apoyo por diferentes centros de investigacion logrando un desarrollo muy avanzado
del uso de técnicas y sintesis de nuevos compuestos a partir de los ya existentes mejorando asi su
eficacia y reduciendo los efectos adversos que puedan éstos provocar.

La investigaciéon de un farmaco nuevo se inicia con el conocimiento del funcionamiento normal y
anormal del cuerpo humano. Las preguntas que plantea esta investigacion apuntan a determinar
conceptos sobre las posibilidades de emplear un farmaco para prevenir, curar, tratar una

enfermedad o problema de la salud. Esto constituye el objetivo del investigador (78).

El primer paso del desarrollo de un farmaco consiste en encontrar una sustancia con potencial
actividad terapéutica o de la confirmacién del potencial terapéutico de una sustancia conocida y
conseguir una formulacion que haga posible su administracion a la especie humana. La
consecucion de una nueva molécula se sustenta en el conocimiento de un determinado proceso
biolégico o estructura molecular que permita la posibilidad de actuar frente a un determinado
objetivo con el fin de curar o mejorar al paciente, o de prevenir una enfermedad o realizar un buen
diagnéstico.

En general, una vez identificada la accién biolégica de una sustancia y para que ésta pueda ser
evaluada en humanos y posteriormente aprobada para su comercializacion y ser introducida en la

practica médica es necesario realizar primero una serie de estudios preclinicos.
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A partir de las regulaciones que proponen las autoridades sanitarias, por ejemplo la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA) para la unién europea y la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) de los EEUU, para la aprobacién de un farmaco, se fueron estableciendo las
fases que permitieran evaluar con todo rigor cientifico, la eficacia y seguridad de todo producto
farmacéutico con fines terapéuticos. Su adherencia total o parcial va a estar condicionada por las
caracteristicas del producto y las exigencias locales. No constituyen una horma inflexible para todo
tipo de producto pero pueden significar una guia adecuada para el desarrollo eficiente y seguro de

un futuro agente terapéutico (79).

Durante el estudio preclinico, el investigador evalla los efectos toxicos y farmacolégicos del
farmaco a través de pruebas in vitro e in vivo en animales de laboratorio. Los objetivos
fundamentales de la investigacion preclinica a cumplir segin los requerimientos de la FDA son
preferentemente obtener informacién sobre tres &reas: a) estudios de actividad biologica o
farmacodinamia, b) estudios de toxicidad que comprende a su vez estudios de toxicidad con dosis
Unicas y dosis multiples, estudios de genotoxicidad, toxicidad de la reproduccién, carcinogenicidad,
tolerabilidad local y c) estudios de farmacocinética, todo ello en modelos experimentales (80, 81).

Los estudios preclinicos, también llamados estudios de laboratorio, incluyen:

Estudios celulares: son a menudo las primeras pruebas que se realizan para estudiar un nuevo
tratamiento. Para determinar si pudiera ser eficaz, los investigadores analizan los efectos del nuevo
tratamiento sobre células cancerosas que han crecido en una placa de laboratorio o0 en un tubo de
ensayo. Es posible que estos estudios se realicen en células cancerosas humanas o células

cancerosas de animales.

Estudios en animales: los tratamientos que parecen ser prometedores en los estudios celulares
son después probados sobre modelos de enfermedad en animales vivos. Esto proporciona a los

investigadores una idea de qué tan seguro es el nuevo tratamiento en una criatura viviente.
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Los estudios preclinicos proporcionan bastante informacion util, pero no ofrecen respuesta a todas
las preguntas que se requiere conocer, después de todo, solo probandolos en humanos se podra
saber la forma en como estos compuestos se absorben, procesan y eliminan del organismo. En
conjunto toda esta serie de estudios permite tener una idea lo mas aproximada posible de como va
a comportarse el medicamento cuando se administre a la especie humana y por ello permite saber
cuales son los 6rganos o sistemas que convendra vigilar mas estrechamente en orden a detectar
una posible toxicidad. También toda la bateria de estudios preclinicos permite estimar cual va a ser
la dosis inicial que se puede administrar al humano, al menos durante los primeros ensayos
clinicos que se pongan en marcha. Es por esto que una vez completados los estudios preclinicos
y si el tratamiento aun sigue siendo prometedor, la FDA otorga su autorizacion para que sea
estudiado en humanos (12).

Una vez aprobados los estudios preclinicos, el estudio pasa a la siguiente etapa de evaluacion

clinica la cual consta de las cuatro fases siguientes:

FASE |

Estos constituyen la primera administracion a seres humanos. El medicamento se administra de 30
a 100 voluntarios sanos; a menos de que se espere cierta toxicidad del farmaco, por ética, se
realiza en voluntarios enfermos como es en el caso de agentes antineoplasicos; primero en dosis
Unica con incrementos graduales, y luego en dosis multiples hasta cubrir el rango de las posibles
dosis terapéuticas. Estos estudios se efectlan para obtener datos sobre seguridad,
farmacocinética y en algunos casos farmacodinamia, puesto que los sintomas relevantes para
investigar eficacia raramente estan presentes en los voluntarios sanos. La seleccién de la dosis
inicial es dificil. Los estudios en animales sobre el metabolismo y la toxicidad del medicamento son
de utilidad limitada para la seleccién de la dosis inicial. Una regla de sentido comun es empezar
con una dosis que corresponda entre 1/10 y 1/5 de las dosis maximas toleradas. Las dosis del
medicamento se aumentan gradualmente hasta que se alcanza la dosis efectiva estimada o se
desarrollan efectos colaterales. En esta fase las pruebas no son ciegas y tiene una duracién de 9 a

18 meses aproximadamente (80, 82).
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FASE Il

Esta constituye la primera administracién del medicamento a pacientes. El objetivo principal de
esta fase es la blsqueda de dosis y de diferentes pautas de tratamiento, aunque también se
obtiene informacion sobre seguridad, eficacia, farmacodinamia y farmacocinética de dosis Unicas y
multiples. Se debe evaluar la eliminacion del medicamento por el organismo, debido a que los
pacientes pueden metabolizarlo diferente a los sujetos sanos. Estos ensayos se clasifican en
tempranos y tardios. Los ensayos de fase Il tempranos, corresponden a la administracion del
medicamento a pacientes con el objeto de estudiar el potencial terapéutico y los efectos
colaterales. También se hace el intento de determinar los rangos de la dosis. Los tardios, estan
dirigidos a establecer la eficacia. Este estudio tiene una duracion aproximada de 1 a 3 afios y se
realiza de forma aleatoria con un nimero de pacientes de 100 a 400, en un ensayo doble ciego

controlado con placebo y farmaco de referencia y estrictos criterios de inclusion exclusion (80, 82).

FASE I

Estos estudios corresponden a los estudios doble ciego controlados con placebo y farmaco de
referencia y con distribucién al azar en un nimero de pacientes entre 1000 y 3000 seleccionados
estrictamente bajo criterios de inclusién/exclusion, con el objeto de proveer informacion que
permita el analisis estadistico de la eficacia y seguridad del medicamento, dosis, pautas de
tratamiento, farmacocinética y biodisponibilidad. Algunas reacciones adversas pueden observarse
por primera vez en esta fase, como por ejemplo los efectos téxicos producidos por procesos
inmunoldgicos. En esta fase se pone de manifiesto la utilidad de la practica clinica. Si los estudios
en seres humanos indican que el compuesto puede ser un agente terapéutico eficaz y seguro el
fabricante puede presentar una solicitud al organismo regulador correspondiente para obtener una

licencia para comercializar el medicamento nuevo. Esta fase puede durar de 4 a 7 afios (80, 82).
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Fase IV

Estos estudios se hacen después que el medicamento ha recibido una licencia para su
comercializacion. Esta fase se refiere a la vigilancia continua de la seguridad del nuevo
medicamento en las condiciones reales de uso en un gran nimero de pacientes. En los afios
siguientes al inicio de la venta, el empleo del medicamento se evalla ya que puede suceder que el
uso extensivo del producto resulte en el descubrimiento de efectos indeseables relativamente
raros, toxicidad crénica desarrollada solamente después de afios de exposicion, interacciones con
medicamentos previamente desconocidas, usos potenciales nuevos o recomendaciones sobre
esquemas o0 vias de dosificacion mas apropiados. El farmaco puede permanecer con la
denominacién de medicamento nuevo por varios afios. Mientras el producto tiene esta
denominacion, el fabricante tiene la obligacién de comunicar cualquier informacion nueva con
relacion a su seguridad o eficacia. La agencia posee el derecho de suspender la notificacion de

aceptacion concedida, si el hacerlo es en beneficio publico (80, 82).

Una vez aprobada esta etapa el compuesto debe cumplir con todas las caracteristicas
farmacologicas y toxicoldgicas necesarias y se debe haber reunido informacién suficiente para su

uso en pacientes humanos (Figura 9) (80, 82).

2 afos 3 afos 2 afos 3 afios Variable
Variable 5% 15% 72% Variable
Descubrimiento Investigacion Fase Il Fase llI Fase IV

de Farmacos en Animales T
Investigacion clinica

Investigacion preclinica

Fig. 9 - Proceso de desarrollo de nuevos farmacos (5).
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Uso de modelos animales

Actualmente consideraciones éticas y legales restringen la exposicion de pacientes humanos a
nuevos medicamentos sin estar seguro que sera beneficiado y que no correra algin riesgo
importante, por esta razon el uso de modelos animales para el estudio de enfermedades ha jugado
un rol critico para entender los procesos lo cual ha sido de gran valor para el disefio de pruebas y
regimenes de tratamientos (83).

Por méas de 100 afios los avances médicos en la salud humana ha sido resultado directo de
estudios realizados en animales, su uso en la investigacion es esencial para conocer mas sobre los
problemas de salud y asi desarrollar nuevos y mas efectivos métodos para el diagndstico y
tratamiento de enfermedades que afectan tanto a los humanos como a los animales asegurando
un conocimiento cientifico completo de las sustancias involucradas y con esto maximizar los
beneficios y evitar posibles efectos adversos (84).

La mayoria de investigaciones en la que se usan animales (84%) incluye el uso de roedores como
sujeto experimental (85).

El uso de ratones es de gran utilidad debido a sus caracteristicas las cuales le dan grandes
ventajas sobre otros animales experimentales, por ejemplo:

- El raton es un animal pequefio, y facil de manipular.

- Tienen ciclos reproductivos muy cortos, son muy prolificos y de facil produccién bajo condiciones
controladas, lo que permite controlar las variables ambientales en las experimentaciones.

- Tienen la capacidad para manipular la informacidon genética nueva dentro de la célula y de
trasmitirla a la linea germinal.

- Es un animal perfectamente caracterizado, el trabajo acumulado durante un siglo de
investigaciones ha resultado en una inmensa cantidad de documentacién sobre su biologia, los
fenotipos mutantes, las caracteristicas de las cepas y su genoma.

- Tienen alta tolerancia a la consanguinidad, la mayor utilidad de las cepas consanguineas radica
en el hecho de que permiten realizar experimentos eliminando la variabilidad de origen genético y
como sus caracteristicas pueden permanecer constantes por largos periodos de tiempo éstas

pueden ser usadas como base en la planificacién de diferentes estudios.
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Las cepas consanguineas presentan varias caracteristicas generales que le confieren importancia

cientifica. Estas caracteristicas son:

- Homocigosis

- Isogeinicidad o igualdad génica
- Uniformidad fenotipica

- Larga estabilidad génica

- Identidad

- Individualidad

- Distribucién internacional

- Datos del background o fondo genético (86, 83).

El sistema de trasplantes de tumor en roedores permitié la estandarizacion de modelos
sistematicos para la evaluacion de un mayor nimero de compuestos. Los primeros sistemas de
modelo desarrollados incluian Sarcoma 37 (S37) y Sarcoma 180 (S180), tumores cancerigenos
inducidos en ratén. En 1943, se publicaron los resultados de un gran ndmero de trabajos
realizados en la sintesis y prueba de compuestos alquilantes incluyendo al clorambucil y a la
ciclofosfamida, los investigadores usaron principalmente el modelo murino S180 ya que éste era

sensible a compuestos conocidos y era facilmente trasplantado (36).

Actualmente, se han desarrollado diversos modelos preclinicos de tumor en ratones como el
modelo de Leucemia L1210, Carcinoma 755, Carcinoma de Walker 256, Leucemia P388,
Melanoma B16 y Carcinoma de Lewis de pulmén, de los cuales en las Ultimas tres décadas, se han
obtenido una gran cantidad de conocimientos usando estos modelos murinos para el estudio

experimental de los efectos de nuevos anticancerigenos (87).
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Modelo de evaluacién antineoplasica: Melanoma B16

En el presente trabajo se utilizé el modelo de isotransplantacion de la linea celular Melanoma
B16F10 en ratones de la cepa CB6F1/Hsd, esta cepa de ratones tiene la caracteristica de ser
sinérgica. Para obtener animales de este tipo genético es necesaria la cruza de individuos
emparentados entre si al menos por 20 generaciones volviéndolos homocigotos en un 98.7% de su
genoma, incluyendo la regién del complejo mayor de histocompatibilidad HLA en el humano y H-2

en raton (88, 89, 90).

Las cepas murinas singénicas han sido de invaluable utilidad en el avance del estudio del cancery
en inmunologia. La mayoria de los farmacos antitumorales se han desarrollado en ratones
singénicos, los cuales ofrecen la ventaja de reducir al maximo la variabilidad genética entre
individuos dandole mayor confiabilidad a los experimentos en los cuales sean usados. Ademas de
gue es posible trasplantar un tumor de un animal a otro, garantizando el crecimiento de la linea
tumoral Melanoma B16F10 siempre y cuando posean el mismo haplotipo, el cual en el caso de la
cepa CB6F1/Hsd es H-2", ya que no rechazan el implante, de esta manera el efecto antitumoral
puede ser atribuido solamente al farmaco en estudio. El tiempo maximo estimado de vida para esta
cepa murina es de 1000 dias con un promedio de 827 dias para machos y 818 dias para hembras

(91, 92).

El melanoma es una neoplasia que crece de células pigmentadas (melanocitos) en la capa exterior
de la piel y en membranas mucosas (epidermis), si bien su incidencia se ha incrementado en las
Ultimas dos décadas, es un tipo de cancer poco frecuente en la poblaciéon. Suele aparecer
mayormente entre los 40 y 70 afios y es mas frecuente entre los individuos de raza blanca y en
especial entre los de pelo rubio ojos azules y piel blanca. En el humano usualmente inicia como
una lesion en la piel, ocasionalmente aparece en otras partes del cuerpo como el ojo, boca o

vagina (93, 94).

37

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

La linea tumoral de Melanoma B16F10 es tumorogénica y metastasica en ratones singénicos de
las cepas C57BL/6, CB6F1/Hsd y D2B6F1, cuenta con caracteristicas ectodérmicas y
endodérmicas y su haplotipo es H-2°. Esta linea se desarrollé espontaneamente en la piel de la

base de la oreja de un raton de la cepa C57BL/6 (95, 96, 97).

En experimentos previos con esta linea tumoral se encontré que los ratones machos C57BL/6
inoculados subcutaneamente con Melanoma B16 (1x106 células) tienen un promedio de vida de 25
dias después de la inoculacién y un porcentaje de incremento en peso al dia de la muerte

alrededor del 20% debido al crecimiento del tumor (89, 92).

Compuestos de coordinacion

Cuando en 1969 se reportaron las propiedades antitumorales del cis-diamminodicloroplatino(ll) se
abrieron las puertas de la quimioterapia del cancer para los compuestos inorganicos. Desde
entonces, numerosos han sido los compuestos inorganicos para los cuales se han reportado

propiedades antitumorales tales como los compuestos de coordinacién (98).

Un compuesto de coordinaciéon es una combinacion de un atomo central, por lo general la de un
metal, al que se unen covalentemente otros atomos o grupos de atomos, cada uno de los cuales
se les denomina ligandos. Una entidad de coordinacién puede ser una molécula neutra, un catién o

un anion (99).
Actualmente el Dr. José Norberto Farfan Garcia ha sintetizado compuestos de origen inorganico
gue conforman la familia NK, NK82 es un compuesto que tiene una base de estafio y que se utilizo

en este estudio para evaluar su potencial actividad antineoplasica en el modelo murino de

isotrasplantacion de Melanoma B16F10
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Asi mismo, el grupo de trabajo de la Dra. Nordh Barba Beherens de la Facultad de Quimica, se ha
dedicado a la sintesis de compuestos de coordinacion de origen inorganico como es el caso del
compuesto NBOB3, el cual fue también evaluado en cuanto a la eficacia de su efecto

antineoplasico en el modelo murino de Melanoma B16F10.

En estudios in vitro estos compuestos demostraron ya una aceptable actividad antineoplasica
evaluada en las lineas celulares HCT-15, MCF-7 y HeLa para NK82 en donde se observa una gran
eficacia del compuesto principalmente en la linea MCF-7 presentando valores de ICs
notablemente por debajo del CisPt; mientras que el compuesto NBOB3 fue evaluado en las lineas
HCT-15, SKLU-1, PC3, MCF-7, HeLa y U373 demostrando mayor actividad en HCT-15 y HelLa

(100, 101).
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Hipotesis
Si los compuestos de coordinacion NK82 y NBOB3 han presentado actividad in vitro en diversas

lineas celulares entonces mostrardn actividad antineopldsica contra el modelo de

isotransplantacion con Melanoma B16F10 en los ratones de la cepa CB6F1

Objetivos

Objetivo General

Evaluar la actividad antineoplasica de dos nuevos compuestos de coordinacion en un modelo

tumoral murino de isotrasplantacion con Melanoma B16F10 en ratones de la cepa CB6F1:Hsd.

Objetivos Particulares

- Cultivar la linea celular de Melanoma B16F10 in vitro para su posterior implantacion en

ratones CB6F1:Hsd.

- Evaluar el efecto antineoplasico del compuesto NK82 en ratones CB6F1:Hsd con

Melanoma B16F10, administrado por via intraperitoneal.

- Evaluar el efecto antineoplasico del compuesto NBOB3 en ratones CB6F1:Hsd con

Melanoma B16F10, administrado por via intraperitoneal.
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Materiales y Métodos

Descongelamiento de linea celular de Melanoma B16F10

La linea celular de Melanoma B16F10 que se encontraba almacenada en criotubos con Suero
Fetal Bovino y 10% de dimetil sulféxido (DMSO) en un ultracongelador a -70°C, se descongelo
introduciendo los tubo en Bafio Maria a 37°C, posteriormente bajo condiciones estériles, en un
gabinete de seguridad bioldgica, se vertio el contenido del criotubo en un tubo coénico junto con 10
mL de medio de cultivo DMEM (GIBCO) y se centrifugd por 5 minutos a 1500 rpm. Se desechd el

sobrenadante y el botdn se resuspendié en 1 mL del medio de cultivo.

Cuantificacion celular

De la suspension celular anterior se tomaron 20 pL y se mezclaron con 80 yL de azul Tripano el
cual es un colorante cargado negativamente por lo que penetra en aquellas células cuya
membrana celular esta dafiada, excluyendo aquellas que estan intactas, sanas o viables. Por lo
tanto, distingue como células viables aquellas que no tifien de azul y como no viables aquellas que
si tifien de azul. Una vez mezclados se tomaron 20 uL y se colocaron en el hematocitometro para
su observacion mediante el microscopio Optico utilizando un objetivo 10x. Se realiz6 el conteo de
células viables y no viables en los cuatro cuadrantes, y se realizaron los calculos necesarios para

obtener la relacién de células contenidas en la suspension.

Cultivo celular

Una vez contabilizado el nimero de células viables se sembraron de 300 a 500 mil células en una
caja de cultivo de 25cm® con 5 mL de medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino (10%),

aminodcidos esenciales y antibidticos (1%). Este cultivo se incubd a 37°C y 5% de CO,. Se reviso
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diariamente para estimar el porcentaje de confluencia, cambiando el medio cada 48 horas hasta

gue alcanzé una confluencia del 80% (Figura 10).

Fig. 10 - Células de la linea de Melanoma B16F10 en cultivo, una vez que el nivel de confluencia
alcanz6 aproximadamente un 80%, como se muestra en el lado derecho, las células estaban en
condiciones Optimas para utilizarlas por lo que se tripzinizaron y se realizaron las inoculaciones

(102).

Tripsinizacion

Al momento de llegar a un 80% de confluencia el cultivo expresé su mayor parecido morfolégico y
fisiolégico al modelo celular de origen por lo que se procedio a tripsinizarlo, para esto se aspiro el
medio de la caja y se lavé con 5 mL de PBS, se agregaron 2 mL de la solucién de tripsina EDTA,
se incub6 durante 5 minutos para que se degradara la matriz extracelular y después se agitd
ligeramente hasta que, al microscopio se pudieron observar las células desprendidas de la
superficie y separadas individualmente. Se detuvo la reaccion adicionando medio de lavado. Esta
suspensién se colocd en un tubo conico y se procedid a centrifugar a 1500 rpm por 5 minutos. El
sobrenadante se desechd y el paquete celular se resuspendid en 1 mL de medio de cultivo

suplementado.
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Implante celular (in vitro —in vivo)

Del procedimiento anterior, dentro de una campana de flujo laminar y bajo condiciones de
esterilidad, se tomd una alicuota que contenia una concentracion de 1x10° células de la linea
tumoral de Melanoma B16F10. Esta suspension se empled para realizar el implante celular, de
forma subcuténea en la region inguinal de 18 ratones hembras de la cepa singénica CB6F1:Hsd de
5 a 6 semanas de edad, asegurandose de que cada raton haya recibido 1x10° células, contenidas
en un volumen de 0.5 mL de medio de cultivo.

Una vez recibido el indculo los animales permanecieron en observacion por un periodo de 15 dias,
tiempo aproximado en el que el tumor se hizo visible y asi fue posible llevar a cabo el pase de

ratéon a raton de Melanoma B16F10.

Trasplante de tumor (in vivo —in vivo)

Una vez desarrollado el tumor en los ratones, estos se sacrificaron por dislocacion cervical, se
limpié la zona de proliferacion y, dentro de una campana de flujo laminar y bajo condiciones de
esterilidad, se hizo una incision en esta region, se realizd la extraccion de 1 gramo de masa
tumoral, la cual se homogenizé, con la ayuda de un bisturi, con 10 mL de solucion salina estéril a
temperatura ambiente. Esta suspension se filtré mediante una gasa estéril y se cuantific6 mediante
el procedimiento descrito anteriormente.

Posteriormente se tom6 una alicuota de 0.5 mL de la suspension la cual se sabe que contenia
aproximadamente 1x10° células y fue implantada via subcutanea en la regién inguinal de cada uno
de los 80 ratones hembras de la cepa singénica CB6F1:Hsd con peso promedio de 19g +3g, de 4 a

5 semanas de edad que fueron sometidos al tratamiento.
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Mantenimiento de animales

Los animales fueron adquiridos del Centro de Produccion UNAM-Harlan y permanecieron en la
Unidad de Experimentacién Animal (UNEXA), del conjunto E de la Facultad de Quimica, UNAM; en
donde se mantuvieron en condiciones ambientales controladas cumpliendo con la NOM 062-200-
1999: La temperatura se mantuvo a 23 °C + 2° y la humedad relativa entre 40% y 60%, ciclos luz-
oscuridad 12/12 horas. Se les proporcioné alimento esterilizado para raton/rata Harlan Teklad 2018
S llevando el control del consumo de éste cada dos dias, y agua purificada y filtrada hasta 0.22 pm
y clorada hasta 10 ppm ad libitum, las jaulas para su alojamiento fueron de polisulfonato con
dimensiones de 19 x 10.5 x 8 cm, la cama usada fue “Diamond soft bedding harlan teklad 7089, el
cambio de jaulas se realiz6 cada tercer dia, los bebederos se lavaron un dia a la semana y se

esterilizaron.

Evaluacion de la actividad antineoplasica

La evaluacion de la actividad antineoplasica de los compuestos se llevé a cabo siguiendo el
protocolo internacional establecido por el National Cancer Institute para el desarrollo de nuevos
farmacos anticancerigenos (103).

Se utilizaron 80 ratones hembras de la cepa singénica CB6F1:Hsd con peso promedio de 19g +3g
(Figura 18, ANEXQOS), de 4 a 5 semanas de edad que fueron inoculadas con 1x10° células de la
linea tumoral de Melanoma B16F10, los cuales se dividieron de forma aleatoria en 8 grupos con 10
ratones cada uno, para los diferentes tratamientos, marcados permanentemente en la oreja con

una numeraciéon del 1 — 80.
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Compuestos

Para la realizacion de este estudio se ocuparon los siguientes compuestos:

NK82
Peso Molecular: 441.56 g/mol
Vehiculo: 5% Dimetilsulféxido,

95% Carboximetil celulosa al 0.4%

Este compuesto esta en proceso de ser patentado por lo que no se muestra informacién mas

detallada.

NBOB3

Nombre IUPAC: Bromuro de (N-benzimidazol-2- carbamato de metilo) de cobre 1,1

Formula Condensada: [Cu(2cmbz)Br2]1.5H20

Peso Molecular: 542.16 g/mol

Vehiculo: 3% Alcohol etilico

97% Agua inyectable
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Fig. 11 - Estructura quimica del compuesto NBOB3 (100).

Estos compuestos fuero proporcionados por la Dr. Nora Barba y el Dr. Norberto Farfan quienes los
sintetizaron y caracterizaron en la facultad de quimica de la Universidad Nacional Auténoma de

México (100, 101).

Dosis utilizadas

Para la determinacion de las dosis empleadas en el presente estudio se utiliz6 como referencia la
Dosis Letal 50 (DLsp) obtenida anteriormente en ratones de la estirpe Hsd:ICR en machos por via
intraperitoneal que resultd ser de 38.08 mg/kg para los compuestos NBOB3 y NK82 de las cuales

se empled un cuarto y un décimo de la DLsg (104).

Esquema de tratamientos

Se probaron dos compuestos, cada prueba consistié en tres tratamientos diferentes en tres grupos
de 10 ratones hembras de la cepa CB6F1:Hsd con una edad promedio de 4 a 5 semanas de vida
(17 — 22 g) cada uno. Como control positivo C (+) se usoé ciclofosfamida en un grupo de 10
ratones, para el control negativo C (-) se administré agua inyectable.

La siguiente tabla (Tabla 2) muestra la forma en como fueron tratados los diferentes grupos:
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Tabla 2. Esquema de tratamiento de los grupos experimentales.

Grupo Individuos Tratamiento Esquema de Dosis
tratamiento
1 10 Agua Inyectable C (-) 1-9 0.5 mL
2 10 Ciclofosfamida C (+) 1-9 50 mg/Kg
3 10 NK82 Intermitente | QD 4X3 (1,5,9) 3.8 mg/Kg
4 10 QD 4X3 (1,5,9) 9.5/4.75mg / Kg
5 10 Cronico 1-9 3.8/1.9mg/ Kg
6 10 NBOB3 Intermitente | QD 4X3 (1,5,9) 3.8 mg/Kg
7 10 QD 4X3 (1,5,9) 9.5mg / Kg
8 10 Cronico 1-9 3.8 mg/Kg

El grupo 1 o control negativo C (-) se conform6 por 10 individuos que recibieron el inoculé tumoral
y no recibieron ningdn tratamiento, solamente se les administr6 0.5 mL de agua inyectable de
forma cronica durante 9 dias, el cual inici6 a las 24 horas después de la inoculacién de la linea

celular. De esta forma se pudo evaluar el tiempo de vida y el incremento del peso en condiciones

normales del desarrollo tumoral.

El grupo 2 o control positivo C (+) se conformé por 10 individuos que recibieron el inoculé tumoral
y fueron tratados con ciclofosfamida en su presentacion comercial (Genoxal®) en una dosis de 50
mg/kg siguiendo un esquema de tratamiento cronico durante 9 dias, el cual inici6 a las 24 horas

después de la inoculacion de la linea celular. Este farmaco tiene actividad antineoplasica conocida,

lo que nos sirve para validar el método de evaluacién
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El grupo 3 se conformé por 10 individuos que recibieron el inoculo tumoral y fueron tratados con el
compuesto NK82 en una dosis de 3.8 mg / kg, que corresponde al 10% de la dosis letal 50 del
compuesto, siguiendo un esquema de tratamiento de qd 4x3 es decir una administracion cada 4
dias, con un total de 3 administraciones en los dias 1, 5y 9, el cual inici6 a las 24 horas después

de la inoculacion de la linea celular.

El grupo 4 se conformé por 10 individuos que recibieron el indculo tumoral y fueron tratados con el
compuesto NK82 en una dosis de 9.5 mg / kg, que corresponde al 25% de la dosis letal 50 del
compuesto, siguiendo un esquema de tratamiento de qd 4x3, con un total de 3 administraciones en
losdias 1,5y 9, el cual inici6é a las 24 horas después de la inoculacion de la linea celular, pero que
a partir del dia 4 se modifico la dosis reduciéndola a la mitad, es decir, a 4.75 mg/kg debido a la

toxicidad del compuesto, administrando al grupo de esta forma los dias 5y 9.

El grupo 5 fue conformado por 10 individuos que recibieron el indculo tumoral y fueron tratados
con el compuesto NK82 en una dosis de 3.8 mg / kg, que corresponde al 10% de la dosis letal 50
del compuesto, siguiendo un esquema de tratamiento crénico durante 9 dias, el cual inicié a las 24
horas después de la inoculacion de la linea celular, pero que a partir del dia 4 se modificé la dosis
reduciéndola a la mitad, es decir, a 1.9 mg/kg debido a la toxicidad del compuesto, administrando

al grupo de esta forma del dia 4 al dia 9.

El grupo 6 fue conformado por 10 individuos que recibieron el indculo tumoral y fueron tratados
con el compuesto NBOB3 en una dosis de 3.8 mg / kg, que corresponde al 10% de la dosis letal
50 del compuesto, siguiendo un esquema de tratamiento de gd 4x3, con un total de 3
administraciones en los dias 1, 5y 9, el cual inici6 a las 24 horas después de la inoculacion de la

linea celular.
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El grupo 7 se conformé por 10 individuos que recibieron el in6culo tumoral y fueron tratados con el
compuesto NBOB3 en una dosis de 9.5 mg / kg, que corresponde al 25% de la dosis letal 50 del
compuesto, siguiendo un esquema de tratamiento de gd 4x3, con un total de 3 administraciones

en los dias 1, 5y 9, el cual inicié a las 24 horas después de la inoculacién de la linea celular.

El grupo 8 se conformé por 10 individuos que recibieron el in6culo tumoral y fueron tratados con el
compuesto NBOB3 en una dosis de 3.8 mg / kg, que corresponde al 10% de la dosis letal 50 del
compuesto, siguiendo un esquema de tratamiento crénico durante 9 dias, el cual inici6 a las 24

horas después de la inoculacién de la linea celular.

Las soluciones se prepararon a una concentracion adecuada para cada uno de los tratamientos, de
tal forma que la dosis administrada a cada ratén estuviera contenida en un volumen de 0.2 — 0.5
mL como méximo (Tabla 2).

Con estos tratamientos evaluamos si los compuestos NK82 y NBOB3 tienen alguna accion que
altere el crecimiento tumoral y por lo tanto retrase el dia de muerte de los grupos tratados con

respecto al grupo control negativo.

A partir de que se llevé a cabo el trasplante, se registrd diariamente el peso de los ratones y las
muertes que ocurrieron como control de sobrevida, durante 60 dias, tomando como “dia 1" el dia
posterior a la realizacion del trasplante. Al término de este periodo se sacrificaron los animales que
aun seguian vivos y se procedié con la evaluacion del experimento mediante los siguientes

calculos mateméticos y estadisticos.
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Analisis de resultados

Para poder evaluar la actividad antineoplasica de los tratamientos con NK82 y NBOB3 fue
necesario emplear un andlisis estadistico, para poder concluir con un determinado grado de
confianza (P < 0.95) si los tratamientos empleados dentro de este experimento fueron eficaces o
no. A continuacion se describe el tratamiento matematico efectuado para cada uno de los datos

obtenidos.

Tratados/Control (T/C)

Este pardmetro se evalud tanto en peso como en sobrevida (103). Definido como:

T Xt
—=— {100
C J{c( )
Doénde:

Xt = promedio en peso o sobrevida del grupo t

Xc= promedio en peso o sobrevida del grupo C(-)

Porcentaje de incremento de peso

Este pardmetro fue calculado con el peso corporal diario de los individuos pertenecientes a cada
grupo. Se consider6 que todo incremento en el peso corporal de los individuos con respecto a su
peso inicial fue debido al incremento del tumor. El incremento en peso esté definido de la siguiente

forma: (103)
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_Xy-Xo
wp X0

*100

Donde
Xo: peso corporal promedio al dia 0
Xy: peso corporal al diay

Y: cualquier dia durante el tiempo del ensayo

Anadlisis estadistico de incremento de peso

Para analizar los resultados en funcién del porcentaje de incremento de peso se empled una
prueba de andlisis de varianza (ANDEVA) para los dias 1, 5, 10, 15 y 17 del experimento, se

escogieron estos dias ya que después ya no se contaba con la poblacion completa.

Se consider6 al porcentaje de incremento de peso como un indice para poder evaluar el
crecimiento tumoral y la toxicidad del compuesto utilizado.

La prueba se hizo con el objeto de analizar si existian diferencias significativas entre el crecimiento
tumoral de un grupo con respecto a otro en un dia especifico, de esta misma forma también fue
posible evaluar si el tratamiento estaba dando un buen resultado.

Se trabajo bajo las siguientes hipétesis:

H,: al menos una | es diferente
Ho: p1=p2=p3=p4...

Para realizar la ANDEVA se construy6 la siguiente tabla (Tabla 3):
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Tabla 3. Andlisis de varianza

Fuente de Grados de Cuadrado de la  Razén de varianza (F
Suma de cuadrados (SC)
variacion libertad (GL) media (CM) calculada)
Tratamientos Ejk = 1n, [}(j —X.. ]2 k-1 SCtrat/GLtrat  CM trat/ CM error
Error sFo1 s -1 (¥ -X) n-k SC error / GL error
Total  zF-1z" —1(x,-%) n-1

ANDEVA nos dice si al menos uno de los tratamientos es diferente, sin embargo para saber cual
de ellos fue el diferente fue necesario realizar un andlisis de comparacién multiples de medias
mediante la prueba de Tukey, por medio del cual se compararon todas las parejas de grupos
posibles y se determind cudl de ellas presento diferencias estadisticamente significativas en sus
medidas de incremento en peso.

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

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

CMarrar

DVS = Qaren-1 [

Donde a es el nivel de significancia elegido, k el nimero de medias en el experimento, N el nUmero
total de observaciones en el experimento, n el nimero de observaciones en el tratamiento, CMeror
el cuadrado medio del error de la tabla de ANDEVA, que se obtuvo consultando tablas de Tukey

con a, k, y N-k.

Se calcularon todas las diferencias posibles entre las parejas de medidas, cualquier diferencia que

proporciono un valor absoluto que excediera de la DVS se consideré como significativa.
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indice de sobrevida (Increased life span, ILS)

Se llama sobrevida al retardo en el dia de muerte de los individuos con respecto al grupo control

negativo de al menos un dia. El indice de sobrevida se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Mediana del tiempo de vidadel grupo T

ILS = 100 = 100

Mediana del tiempo de vida del grupo C Bl

Dénde:
T = Grupo x (Puede ser cualquiera de los grupos tratados).

C = Grupo Control negativo C(-).

El criterio de aceptacion dentro de los protocolos del NCI para considerar la evaluacion de la
actividad antineoplasica como efectiva en esta linea celular indica que el valor de ILS sea igual o

mayor que 25 (103).

Analisis estadistico de sobrevida

Para realizar este estudio fue necesario definir la fecha de comienzo y la fecha de finalizacion del
seguimiento, con la que se calcularon posteriormente los tiempos de sobrevida de los sujetos

experimentales.

El tiempo de sobrevida se define entonces como el tiempo transcurrido desde la fecha de

comienzo del seguimiento hasta la fecha de ultimo contacto con el sujeto experimental

Existen distintos procedimientos que permiten estimar las curvas de sobrevida, aunque quizds uno
de los més populares en la investigacion clinica sea el método de Kaplan-Meier (105).

. Es un método no paramétrico, con muy pocas restricciones; de hecho, lo Unico que supone es
gue los sujetos censurados se habrian comportado del mismo modo que los seguidos hasta que se

produjo el evento (lo que se conoce por “censura no informativa”).
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Para aplicar este método se ordenaron de menor a mayor todos los tiempos de supervivencia
observados, anotando para cada uno de ellos el nimero de muertes y censuras producidas. Para
cada periodo de tiempo se calculé la probabilidad de sobrevivir, y la funcién de Kaplan-Meier es “la

probabilidad de supervivencia individual acumulada a lo largo del tiempo” (105).

Para comparar dos 0 mas curvas de supervivencia se emplean diversos test de hipétesis que
plantean como hipétesis nula que los grupos que se comparan tienen igual supervivencia, Sin
embargo, el método mas comun para comparar tiempos de sobrevida de grupos independientes es
la prueba de rangos logaritmicos (Log-Rank). El principio de esta prueba es dividir el tiempo de
sobrevida, y tiene en cuenta las diferencias de supervivencia entre los grupos en todos los puntos

gue dura el seguimiento (106, 107, 108).

El valor de probabilidad (p < 0.05) para rechazar la hipétesis nula se obtuvo de manera directa al

utilizar el programa estadistico SPSS 16.0
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Resultados y discusion

Durante la realizacion del experimento, cada uno de los ratones fueron pesados diariamente y
estos datos fueron acomodados de acuerdo a los grupos que conformaban el ensayo y graficados
en la figura 12, observamos que todos los grupos presentaron en los primeros dias una ligera
disminucion de peso respecto al dia 0 puesto que durante los dias 1 a 9 se les administraron los
tratamientos correspondientes provocando esto estrés y una leve toxicidad lo cual provoco que
bajaran de peso; después de estos dias la mayoria de los grupos comenzaron a ganar peso de
forma desordenada, esta ganancia de peso fue debido a la rpida multiplicacion de las células
cancerosas inoculadas y a la formaciéon de la masa tumoral, a excepcion del grupo 5 en donde
ningun ratén tuvo crecimiento tumoral y su curva de crecimiento se comportd de forma muy similar
a la curva de la figura 18 (ANEXOS) que presenta el laboratorio harlan para esta sepa (109) ya que
los individuos no presentaron cambios, dando con esto mayor validez al estudio.

Podemos observar que solamente las curvas de los grupos 5y 7 llegaron hasta el dia 60 porque al
menos un individuo de cada grupo seguia vivo, a diferencia de los demas grupos en los que el total

de sus integrantes murieron antes de finalizar el estudio

Pesos de los grupos tratados

—&— Control negativo
—— Control positivo
NK82 QD 4X3 3.8 mg/ kg

—® NK82 QD 4X39.5 mg/ kg

Peso

—®  NK82 Cronico 3.8 mg / kg

NBOB3 QD 4X3 3.8 mg/
kg
- ® NBOB3 QD 4X39.5mg/

Tiempo kg -
—@® NBOB3 Cronico 3.8 mg / kg

Fig. 12 - Muestra el peso promedio diario de cada uno de los grupos durante los 60 dias del

experimento.
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Tabla 4. Muestra los valores obtenidos del indice T/C en relacion al peso de los grupos en los dias

1,5, 10, 15y 17 del experimento.

Dlal Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 17

Control positivo 101.17 97.48 95.58 91.22 90.22

NK82 QD 4X3 3.8 mg/ kg 96.18 95.54 93.12 98.37 98.28
NK82 QD 4X3 9.5 mg/ kg 100.32 85.63 86.29 94.10 94.11
NK82 Cronico 3.8 mg / kg 99.26 92.29 93.58 90.93 87.28
NBOB3 QD 4X3 3.8 mg/kg 97.82 100.05 98.51 98.51 96.97
NBOB3 QD 4X3 9.5 mg/ kg 98.30 99.79 95.38 98.03 97.37
NBOB3 Cronico 3.8 mg / kg 101.17 96.33 98.66 99.23 98.19

Para el andlisis de T/C (Tabla 4) se utilizaron los pesos obtenidos durante los dias 1, 5, 10, 15y 17
ya que durante este periodo se contaba con el total de individuos vivos. Se puede observar que al
dia 1 todos los grupos presentan un valor cercano a 100 + 4 lo que dio confiabilidad al estudio ya
gue indica homogeneidad de los grupos al comenzar el experimento.

Durante el dia 5 y el 10 los valores de T/C disminuyeron en la mayoria de los grupos
principalmente en los de NK82 crénico y mayormente en el intermitente con una dosis de
9.5mg/kg, los cuales se acercaron al indice de toxicidad (<85%) que propone el protocolo del NCI

(103, 110).

En los dias 15 y 17, la mayoria de los grupos incrementaron su peso debido a su desarrollo, a que
se estabilizaron de los efectos téxicos de los compuestos y al crecimiento de la masa tumoral, por
lo que aumentaron también el valor de T/C a excepcién del grupo C(+) que presentd un crecimiento
tumoral mas lento ya que es un farmaco ya aprobado por la FDA para el tratamiento del cancer y el
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grupo crénico de NK82 en el cual los valores se alejan cada vez mas del 100% ya que no present6
un crecimiento tumoral, a diferencia del grupo C(-) con el cual fueron comparados, sin embargo
hasta este dia no alcanzaron un valor menor a 50 para que pudieran considerarse significativos

(98).

Incremento de peso

mdial mdia5 mdial0 dial5 mdial7

20 -
15 A
10 A

Z —-I' -'r-.-

-10 -
-15 -

% Incremento de
peso

Gpol Gpo2 Gpo3 Gpod4d Gpo5 Gpo6 Gpo7 GpoS8

Fig. 13 - Andlisis del incremento de peso de los grupos durante los dias 1, 5, 10, 15y 17

La figura 13 nos muestra el incremento que tuvieron los grupos tratados hasta el dia 17 en que
murié el primer ratén. Podemos observar que el grupo 1 al que solo se le administro agua
inyectable y el grupo 6 con la dosis mas baja de NBOB3 de forma intermitente incrementaron su
peso constantemente durante este periodo; a diferencia de los grupos 2, 4, 5y 8 que presentaron
una disminucion es su peso al dia 5 y después una recuperacion, mientras que en los grupos 3y 7
la diminucién de peso se dio hasta el dia 10, seguida por su recuperacion en los dias posteriores

En los dias 15 y 17 podemos observar que el incremento de peso de los grupos C(+) y NK82
cronico (grupo que no presentd crecimiento tumoral) era considerablemente lento a diferencia de
los demas grupos que aumentaron su peso de acuerdo al crecimiento acelerado de la masa

tumoral.
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Incremento de
peso
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—®  NK82 Cronico 3.8 mg / kg NBOB3 QD 4X3 3.8 mg / kg

—@® NBOB3 QD 4X39.5mg/ kg —@® NBOB3 Cronico 3.8 mg/ kg

Fig. 14 - Curvas del porcentaje de incremento de peso que mostraron los diferentes grupos durante

60 dias

En la figura 14 se puede observar el incremento en peso que tuvieron cada uno de los grupos
cuando se les aplicaron los diferentes tratamientos y durante un periodo de 60 dias que durd el
experimento.

En los primeros dias se observa una disminucién en los pesos de algunos de los grupos que
fueron tratados, a diferencia del grupo control negativo que no presentd esta disminucion, se infiere
gue esto fue debido a la toxicidad del compuesto el cual se les administré durante los primeros
nueve dias de acuerdo con el protocolo del NCI el cual indica presencia de toxicidad con una
disminucion menor o igual al 85% respecto al grupo control negativo (103, 110).

Después de este tiempo los ratones empezaron a aumentar su peso, en parte por su desarrollo

normal pero también por el crecimiento de la masa tumoral, segin la curva de crecimiento
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presentada por los laboratorios Harlan (figura 18, ANEXOS) para esta cepa, el maximo peso que
pueden alcanzar los ratones a una edad de 60 dias es aproximadamente de 25 gramos (109), peso
gue alcanzaron la mayoria de los grupos entre los dias 25 y 30 y que continué aumentando de
acuerdo a como se incrementaba la masa tumoral, casi hasta el dia en que murieron. Al final de
cada curva se presentd una leve disminucidn en el peso, puesto que la condicion de enfermedad
en que se encontraban los ratones no les permitia una buena alimentacion y habia un deterioro de
los individuos.

La curva del grupo tratado con 3.8 mg/kg de NK82 de forma intermitente fue la que presenté un
mayor incremento de peso y por lo mismo una sobrevida menor, incluso que la del control negativo.
Por el contrario el grupo que fue tratado con 3.8mg/kg de NBOB3 de forma intermitente tuvo un
incremento de peso menor y una sobrevida mayor que la del grupo tratado con ciclofosfamida pero
ambas muy por debajo de la del control negativo confirmando el uso de ciclofosfamida como
control positivo (103).

La curva del grupo que fue tratado con 9.5 mg/kg de NBOBS3 se extiende hasta el dia 60 esto es
debido a que uno de los ratones que integraban el grupo no presentd crecimiento tumoral, sin
embargo al dia 35 del estudio ya habian muerto todos los demas ratones de este grupo a los
cuales si se los formo un tumor, este grupo presento un comportamiento similar al grupo de
3.8mg/kg de NKB82 intermitente, aumentando la sobrevida solamente un dia y presentando un
incremento de peso menor (Tabla 7, ANEXOS).

El grupo que se tratd de forma crénica con NK82 presenta una sobrevida hasta el dia 60 en que
termino el estudio (Tabla 7, ANEXOS), ya que a ninguno de los integrantes se les formé un tumor,
esto, omitiendo a los tres ratones que murieron en los primeros dias a causa de la alta toxicidad del
compuesto, presentando un comportamiento anormal y un mal estado fisico, confirmado por el
dafio principalmente en higado, observado mediante las necropsias de los cadaveres y los valores

de toxicidad de acuerdo al protocolo del NCI (103, 110).
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M control negativo

Dl aS d e m u erte M control positivo

M NK82 QD 4X3 3.8 mg/ kg
B NK82 QD 4X3 9.5 mg/ kg
m NK82 Crénico 3.8 mg / kg
M NBOB3 QD 4X3 3.8 mg / kg
ENBOB3 QD 4X3 9.5 mg/ kg

50.0 454 = NBOB3 Crénico 3.8 mg / kg

45.0
40.0
35.0
30.0
25.0
20.0
15.0
10.0

5.0

0.0

Promedio de dias de muerte

Fig. 15 - Promedio de los dias de muerte de los grupos experimentales.

La figura 15 muestra el dia promedio en el que murieron los ratones de los diferentes grupos
tratados.

Existe una diferencia maxima entre grupos de 19 dias siendo el grupo crénico de NK82 el mas alto
seguido por el grupo de ciclofosfamida, y el grupo de 9.5 mg/kg de NK82 el del promedio mas bajo.

Con base en esto se obtuvo el valor de T/C y se calcul el indice de sobrevida (103).
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Tabla 5. Muestra los valores obtenidos del indice T/C en relacién a la sobrevida de los grupos

tratados.

T/C Sobrevida

Control positivo 140.77
NK82 QD 4X3 3.8 mg/ kg 101.15
NK82 QD 4X3 9.5 mg / kg 101.92
NK82 Cronico 3.8 mg / kg 174.62

NBOB3 QD 4X3 3.8 mg / kg 125
NBOB3 QD 4X3 9.5 mg/ kg 117.31
NBOB3 Cronico 3.8 mg / kg 111.54

La tabla 5 muestra los valores calculados de T/C en cuanto a la sobrevida de los grupos tratados
comparada con la del grupo C(-), encontramos que el grupo con un valor de T/C mayor fue el de
NK82 cronico, mientras que el mas bajo fue el que presentd el grupo de 3.8 mg/kg de Nk82
intermitente.

El protocolo para la evaluacién de nuevos farmacos del NCI establece un indice de 125 como valor
limite de eficacia, siendo aceptables valores superiores (103, 98), el grupo cronico de NK82 y el
grupo C(+) presentan valores superiores a 125, 174.62 y 140.77 respectivamente, validando el uso
de ciclofosfamida como control positivo (103), y dando al grupo 5 un indice muy alto debido solo
murieron tres ratones por toxicidad, mientras que el grupo intermitente de 3.8 mg/kg de NBOB3 se
encuentra en el limite y de acuerdo al protocolo seria aceptable pero no ideal por lo que se podria

ajustar esta dosis buscando un aumento en este valor (105).
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Los resultados en la prueba de ANDEVA en funcion de la sobrevida (ANEXOS) demuestran que
existe diferencia en los tratamientos utilizados. Sin embargo con los resultados obtenidos en la
prueba de Tukey podemos observar que el grupo 5 en donde se utilizé el tratamiento cronico de
NK82 es el que demuestra mayor diferencia con respecto a los demas grupos utilizados en el

experimento siendo esta significativa (105, 110).

Indice de sobrevida

M Control positivo
B NK82 QD 4X3 3.8 mg/ kg

70 1 NK82 QD 4X3 9.5 mg / kg
60 1 m NK82 Cronico 3.8 mg / kg
50 1 mNBOB3 QD 4X3 3.8 mg/ kg
40 4 NBOB3 QD 4X3 9.5 mg / kg
ﬂ 30 - B NBOB3 Cronico 3.8 mg / kg
20 -
10 -
O -
10 - -3.66 -2.93

Fig. 16 - Muestra los valores de Indice de sobrevida obtenidos para cada uno de los grupos

tratados.
La figura 16 muestra los valores de sobrevida calculados mediante las férmulas descritas para
cada uno de los grupos tratados; en los grupos intermitentes de NK82 se observé un indice de

sobrevida negativo en comparaciéon con el grupo control negativo indicando un tratamiento poco

eficaz y probablemente toxico para este modelo murino.
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A pesar de que todos los grupos tratados con NBOB3 presentaron un indice de sobrevida positivo,
con un rango de 6.23 a 19.05, no fue lo suficientemente alto para alcanzar el valor de 25 el cual
indica un efecto antineoplasico aceptable para nuevos farmacos segln los protocolos
internacionales del NCI (103, 98), a diferencia del control positivo el cual tuvo un indice de
sobrevida superior a 25, lo cual le da validez al estudio ya que se comport6 de acuerdo a como se
indica en el protocolo (103, 98), y también el grupo tratado crénicamente con NK82 que presenta
un ILS de 66.30, muy superior al valor minimo aceptable de actividad antineoplasica para nuevos

compuestos (103,98).

Funciones de supervivencia

1.0 | grupo
‘ —11.00
2.00
3.00
11400
5.00
1600
7.00
5.00
—+—1.00-censored
2.00-censaored
3.00-censored
—+— 4 00-censored
5.00-censored
—+— 6.00-censored
7 .00-censored
i | 8.00-censored

0.3

047

Superviviencia acumulada

0.2

0.0

I T I I T T T
0.00 10.00 20,00 30.00 40.00 50.00 60.00

Tiempo (Dia)

Fig. 17 - Muestra las curvas de sobrevida para cada grupo en funcién del andlisis estadistico de

Log Rank.

63

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Tabla 6. Muestra el analisis estadistico de Log Rank en funcién de la sobrevida de los grupos

experimentales

Comparaciones globales

Grados de
X2 Sig.
libertad
Log Rank (Mantel-Cox) 26.839 7 .000

La figura 17 nos muestra claramente la diferencia de las curvas de sobrevida de cada grupo,
podemos observar que en el caso de los grupos del tratamiento crénico con NK82 y en el de 9.5
mg/kg de NBOB3 se present6 censura ya que al menos un ratén de cada grupo seguia vivo al dia
60 del experimento

Podemos observar que en general la curva del grupo administrado con ciclofosfamida presento un
mejor comportamiento que los demdas grupos a excepcion del grupo 5, tal y como se esperaba
siendo este el control positivo, mientras que los grupos 3 y 4 fueron los que tuvieron una curva con
menor actividad, incluso, menor a la del control negativo (103).

La tabla 6 nos muestra el analisis estadistico de Log Rank en donde podemos observar una
probabilidad de p = 0 la cual permiti6 rechazar la hip6tesis nula (Ho) con lo cual comprobamos que
existen diferencias estadisticamente significativas en la sobrevida de los diferentes tratamientos,
principalmente en la del grupo crénico de NK82 (ANDEVA en funcién de sobrevida, ANEXOS).
Cabe destacar que en este andlisis los tratamientos fueron comparados con el grupo control

negativo (105, 110).
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Conclusiones

- El' modelo de Melanoma B16 fue efectivo en la evaluacién de la actividad antineoplasica de

los compuestos NK82 y NBOB3.

- La utilizacion de la ciclofosfamida como control positivo presento los resultados esperados
en cuanto a su actividad antineoplasica con un indice de sobrevida igual o mayor a 25%
como lo marca el NCI (103, 98), permitiéndonos comparar este resultado con los obtenidos

en los diferentes tratamientos utilizados y darles validez a los resultados obtenidos.

- El compuesto NK82 presento una mayor toxicidad de acuerdo a los valores de T/C que
propone el protocolo en el cual se basé este estudio (103, 110), aunque comunmente los
compuestos antineoplasicos tienen un margen limitado entre la dosis toxica y la dosis
terapéutica, el ajuste de las dosis a la mitad del tratamiento fue efectivo ya que disminuyo

la toxicidad, al mismo tiempo que ejercid un gran efecto antineoplasico.

- La eficacia mostrada por el tratamiento crénico de NK82 debe ser corroborada y se deben
ajustar bien las dosis para poder continuar con las siguientes etapas de evaluacion, ya que
estuvieron muy cerca de alcanzar el limite de toxicidad que propone el protocolo en el cual

se baso este estudio (103, 110).

- Los tratamientos intermitentes de NK82 no fueron efectivos por lo que se sugiere estudiar

bien sus propiedades y reevaluar las dosis y los esquemas de administracion.

- En general el compuesto NBOB3 tuvo un mejor efecto antineoplasico aunque ningun
tratamiento alcanzo los valores aceptables (103), a diferencia de NK82 en el cual un

tratamiento si los alcanzo.
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- El tratamiento intermitente de 3.8 mg/kg de NBOB3 presento un T/C y un ILS cercano al
limite aceptable (103, 98) por lo que puede ser un buen candidato para posteriores

evaluaciones.

- Las dosis que tuvieron mayor eficacia deberan seguir en estudio, realizar las evaluaciones
en diferentes modelos, estudiar la via de accién de los compuestos y su absorcion,
distribucién, metabolismo y excrecion, asi como evaluar la eficacia de los compuestos

usados en combinacion.
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Anexos

Haran Laboratories Inc., USA ) -
2 . . Cage floor space: 71.5im
Barrier 202A, Indianapolis, IN CB6F1/Hsd Cage density: 6
40
35+
30 -
25
®
£
5 2
ﬁn
2 15
10
g harlan-
0
0 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
——Males |N=24 | 118 191 241 250 255 277 | 280 | 283 305 309
—=—Females [N=24 | 11.7 173 | 204 19.7 19.8 215 | 214 | 214 235 230
Age (weeks) Growth data to be used as a guideline only.
Maintained on Teklad Global Rodent Diet 2018S Data can be subject to differences in maintenance of mice.
(18% protein) Growth chart includes mean + 2 SD's representing population distnbution.

Fig. 18 - Curva de peso de ratones de la cepa CB6F1:Hsd (109).
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Tabla 7. Dias de muerte e indice de sobrevida calculado para los grupos tratados

Dias de muerte

control |Control| NK82 QD | NK82 QD NK82 NBOB3 QD |NBOB3 QD| NBOB3
negativ|positiv |4X3 3.8 mg|4X3 9.5 mg|Crénico 3.84X3 3.8 mg /{4X3 9.5 mg / Crénico 3.8
o] o] / kg / kg mg / kg kg kg mg / kg
18 28 20 20 4 23 23 23
20 30 22 21 5 25 23 24
22 31 24 21 25 27 23 24
23 33 24 23 60 29 25 25
25 36 26 23 60 31 26 25
27 37 27 23 60 31 27 30
29 39 28 24 60 34 28 31
29 41 28 28 60 34 35 32
38 43 28 36 60 38 35 38
42 48 36 46 60 53 60 38
Prom| 27.3 36.6 26.3 26.5 454 32.5 30.5 29
SD 7.6 6.3 4.3 8.2 241 8.4 11.2 5.7
ILS 34.0 -3.6 -2.9 66.3 19. 11.7 6.2
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Analisis estadistico en funcion del incremento en peso con la

prueba ANDEVA

ANDEVA DIA 1

IP
Suma delGrados de|Cuadrado de
cuadrados libertad [la media F Sig.
Tratamientos 7 12.137 1.460 .196
IError 1598.685 72 8.315
Total 1683.642 79
Comparacién mdltiple
Variable dependiente:
Incremento de peso
() Q) Diferencia  delError 95% intervalo de confianza
Sig.
grupo grupo medias (I-J)  festandar Limite inferior |Limite superior
2 2.16907 1.28958 .699 -1.8568 6.1949
Tukey HSD 1 3 2.11148 1.28958 .726 -1.9143 6.1373
4 .91678 1.28958 .996 -3.1090 4.9426
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Comparacién mdaltiple

Variable dependiente:

Incremento de peso
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() Q) Diferencia deIError 95% intervalo de confianza
Sig.
grupo grupo |medias (I-J)  |estandar Limite inferior |Limite superior
5 1.04416 1.28958 .992 -2.9817 5.0700
6 2.39987 1.28958 .582 -1.6260 6.4257
7 2.17030 1.28958 .698 -1.8555 6.1961
8 -.49257 1.28958 1.000 -4.5184 3.5332
1 -2.16907 1.28958 .699 -6.1949 1.8568
3 -.05759 1.28958 1.000 -4.0834 3.9682
4 -1.25228 1.28958 977 -5.2781 2.7735
2 5 -1.12490 1.28958 .988 -5.1507 2.9009
6 .23080 1.28958 1.000 -3.7950 4.2566
7 .00123 1.28958 1.000 -4.0246 4.0270
8 -2.66164 1.28958 .448 -6.6875 1.3642
1 -2.11148 1.28958 .726 -6.1373 1.9143
2 .05759 1.28958 1.000 -3.9682 4.0834
3 4 -1.19470 1.28958 .982 -5.2205 2.8311
5 -1.06732 1.28958 991 -5.0931 2.9585
6 .28838 1.28958 1.000 -3.7374 4.3142
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Comparacién mdaltiple

Variable dependiente:

Incremento de peso
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() Q) Diferencia deIError 95% intervalo de confianza
Sig.
grupo grupo |medias (I-J)  |estandar Limite inferior |Limite superior
7 .05881 1.28958 1.000 -3.9670 4.0846
8 -2.60406 1.28958 AT7 -6.6299 1.4218
1 -.91678 1.28958 .996 -4.9426 3.1090
2 1.25228 1.28958 977 -2.7735 5.2781
3 1.19470 1.28958 .982 -2.8311 5.2205
4 5 .12738 1.28958 1.000 -3.8984 4.1532
6 1.48308 1.28958 .943 -2.5427 5.5089
7 1.25351 1.28958 977 -2.7723 5.2793
8 -1.40936 1.28958 .956 -5.4352 2.6165
1 -1.04416 1.28958 .992 -5.0700 2.9817
2 1.12490 1.28958 .988 -2.9009 5.1507
3 1.06732 1.28958 991 -2.9585 5.0931
5 4 -.12738 1.28958 1.000 -4.1532 3.8984
6 1.35570 1.28958 .965 -2.6701 5.3815
7 1.12613 1.28958 .988 -2.8997 5.1520
8 -1.53674 1.28958 .932 -5.5626 2.4891
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Comparacién mdaltiple

Variable dependiente:

Incremento de peso
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() Q) Diferencia deIError 95% intervalo de confianza
Sig.

grupo grupo |medias (I-J)  |estandar Limite inferior |Limite superior
1 -2.39987 1.28958 .582 -6.4257 1.6260
2 -.23080 1.28958 1.000 -4.2566 3.7950
3 -.28838 1.28958 1.000 -4.3142 3.7374

6 4 -1.48308 1.28958 .943 -5.5089 2.5427
5 -1.35570 1.28958 .965 -5.3815 2.6701
7 -.22957 1.28958 1.000 -4.2554 3.7963
8 -2.89244 1.28958 .339 -6.9183 1.1334
1 -2.17030 1.28958 .698 -6.1961 1.8555
2 -.00123 1.28958 1.000 -4.0270 4.0246
3 -.05881 1.28958 1.000 -4.0846 3.9670

7 4 -1.25351 1.28958 977 -5.2793 2.7723
5 -1.12613 1.28958 .988 -5.1520 2.8997
6 .22957 1.28958 1.000 -3.7963 4.2554
8 -2.66287 1.28958 447 -6.6887 1.3629
1 49257 1.28958 1.000 -3.5332 4.5184

8
2 2.66164 1.28958 .448 -1.3642 6.6875
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Comparacién mdaltiple

Variable dependiente:

Incremento de peso

() Q) Diferencia deIError 95% intervalo de confianza
Sig.
grupo grupo |medias (I-J)  |estandar Limite inferior |Limite superior
3 2.60406 1.28958 AT7 -1.4218 6.6299
4 1.40936 1.28958 .956 -2.6165 5.4352
5 1.53674 1.28958 .932 -2.4891 5.5626
6 2.89244 1.28958 .339 -1.1334 6.9183
7 2.66287 1.28958 447 -1.3629 6.6887
P
Subconjunto
grupo [N para a = 0.05
1
6 10 -.0612
7 10 .1684
2 10 .1696
Tukey HSD®
3 10 2272
5 10 1.2945
4 10 1.4219
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Subconjunto

grupo [N para a = 0.05
1

1 10 2.3387

8 10 2.8313

Sig. 339

6 10 -.0612

7 10 .1684

2 10 .1696

3 10 2272

Tukey B*

5 10 1.2945

4 10 1.4219

1 10 2.3387

8 10 2.8313
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ANDEVA DIA 5

IP
Suma delGrados de|Cuadrado de
cuadrados libertad |[la media F Sig.
Tratamientos 2596.658 7 370.951 17.718 .000
|Error 1465.540 70 20.936
Total 4062.197 77
Comparacién mdltiple
Variable dependiente:
Incremento en peso
0 ) Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  [Sig. Limite inferior [Limite superior
Tukey HSD 1 2 |5.99343 2.04628 |.082 -.4001 12.3869
3 2.90235 2.04628 |.846 -3.4911 9.2958
4 18.15316 2.04628 |.000 11.7597 24.5467
5 9.23591 2.17041 .002 2.4546 16.0172
6 22729 2.04628 |1.000 -6.1662 6.6208
7 .64662 2.04628 |1.000 -5.7469 7.0401
8 4.48170 2.04628 |.370 -1.9118 10.8752
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Comparacién mdltiple

Variable dependiente:

Incremento en peso
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0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
2 1 -5.99343 2.04628 |.082 -12.3869 4001

3 -3.09108 2.04628 |.799 -0.4846 3.3024

4 12.15974° 2.04628 |.000 5.7662 18.5532

5 3.24248 2.17041 .808 -3.5388 10.0238

6 -5.76614 2.04628 |.107 -12.1596 .6273

7 -5.34681 2.04628 |.169 -11.7403 1.0467

8 -1.51172 2.04628 |.995 -7.9052 4.8818
3 1 -2.90235 2.04628 |.846 -9.2958 3.4911

2 3.09108 2.04628 |.799 -3.3024 9.4846

4 15.25082" 2.04628 |.000 8.8573 21.6443

5 |6.33356 2.17041 .084 -.4478 13.1149

6 -2.67506 2.04628 |.893 -9.0685 3.7184

7 -2.25573 2.04628 |.954 -8.6492 4.1378

8 1.57936 2.04628 |.994 -4.8141 7.9728
4 1 -18.15316 2.04628 |.000 -24.5467 -11.7597

2 -12.15974 2.04628 |.000 -18.5532 -5.7662
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Comparacién mdltiple

Variable

Incremento en peso

dependiente:
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0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
3 -15.25082" 2.04628 |.000 -21.6443 -8.8573
5 -8.91726 2.17041 .003 -15.6986 -2.1359
6 -17.92588" 2.04628 |.000 -24.3194 -11.5324
7 -17.50654 2.04628 |.000 -23.9000 -11.1131
8 -13.67146 2.04628 |.000 -20.0649 -7.2780
5 1 -9.23591" 2.17041 .002 -16.0172 -2.4546
2 -3.24248 2.17041 .808 -10.0238 3.5388
3 -6.33356 2.17041 .084 -13.1149 4478
4 8.91726 2.17041 .003 2.1359 15.6986
6 -9.00862" 2.17041 .002 -15.7899 -2.2273
7 -8.58929 2.17041 .004 -15.3706 -1.8080
8 -4.75420 2.17041 .370 -11.5355 2.0271
6 1 -.22729 2.04628 |1.000 -6.6208 6.1662
2 |5.76614 2.04628 |.107 -.6273 12.1596
3 2.67506 2.04628 |.893 -3.7184 9.0685
4 17.92588 2.04628 |.000 11.5324 24.3194
77



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Comparacién mdltiple

Variable

Incremento en peso

dependiente:
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0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
5 9.00862" 2.17041 .002 2.2273 15.7899
7 41933 2.04628 |1.000 -5.9742 6.8128
8 4.25442 2.04628 |.438 -2.1391 10.6479
7 1 -.64662 2.04628 |1.000 -7.0401 5.7469
2 |5.34681 2.04628 |.169 -1.0467 11.7403
3 2.25573 2.04628 |.954 -4.1378 8.6492
4 17.50654" 2.04628 |.000 11.1131 23.9000
5 8.58929 2.17041 .004 1.8080 15.3706
6 -.41933 2.04628 |1.000 -6.8128 5.9742
8 3.83508 2.04628 |.573 -2.5584 10.2286
8 1 -4.48170 2.04628 |.370 -10.8752 1.9118
2 1.51172 2.04628 |.995 -4.8818 7.9052
3 -1.57936 2.04628 |.994 -7.9728 4.8141
4 13.67146 2.04628 |.000 7.2780 20.0649
5 4.75420 2.17041 .370 -2.0271 11.5355
6 -4.25442 2.04628 |.438 -10.6479 2.1391
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Comparacién mdltiple

Variable dependiente:

Incremento en peso

) ) 95% Intervalo de confianza
Q) J) Diferencia  de|Error
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
7 -3.83508 2.04628 [.573 -10.2286 2.5584

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

IP
Subconjunto para a = 0.05
grupo [N 1 2 3
Tukey HSD® 4 10 -14.5176
5 3 -5.6003
2 10 -2.3578 |-2.3578
8 10 -.8461 |-.8461
3 10 71332 |.7332
7 10 2.9890
6 10 3.4083
1 10 3.6356
Sig. 1.000 .061 .092

79

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Subconjunto para a = 0.05

grupo [N 1 2 3
Tukey B* 4 10 -14.5176

5 8 -5.6003
2 10 -2.3578 |-2.3578
8 10 -.8461 |-.8461
3 10 .7332
7 10 2.9890
6 10 3.4083
1 10 3.6356
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ANDEVA DIA 10

IP
Suma delGrados de|Cuadrado de
cuadrados libertad |[la media F Sig.
Tratamientos 2021.852 7 288.836 8.951 .000
|Error 2258.775 70 32.268
Total 4280.627 77
Comparacién mudltiple
Variable dependiente:
Incremento en peso
0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
Tukey HSD 1 2 7.83133 2.54040 |.056 -.1060 15.7687
3 |5.34651 2.54040 422 -2.5908 13.2839
4 17.19478 2.54040 |.000 9.2574 25.1321
5 7.75000 2.69450 |.093 -.6688 16.1688
6 1.80879 2.54040 |.996 -6.1286 9.7461
7 4.97603 2.54040 |.516 -2.9613 12.9134
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Comparacién mudltiple

Variable

dependiente:

Incremento en peso
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0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
8 1.96303 2.54040 |.994 -5.9743 9.9004
2 1 -7.83133 2.54040 |.056 -15.7687 .1060
3 -2.48482 2.54040 |.976 -10.4222 5.4525
4 9.36345 2.54040 |.010 1.4261 17.3008
5 -.08133 2.69450 |1.000 -8.5002 8.3375
6 -6.02254 2.54040 |.272 -13.9599 1.9148
7 -2.85530 2.54040 949 -10.7926 5.0821
8 -5.86830 2.54040 |.303 -13.8056 2.0690
3 1 -5.34651 2.54040 422 -13.2839 2.5908
2 2.48482 2.54040 |.976 -5.4525 10.4222
4 11.84828 2.54040 |.000 3.9109 19.7856
5 2.40349 2.69450 |.986 -6.0153 10.8223
6 -3.53772 2.54040 |.858 -11.4751 4.3996
7 -.37048 2.54040 |1.000 -8.3078 7.5669
8 -3.38348 2.54040 |.883 -11.3208 4.5539
4 1 -17.19478" 2.54040 |.000 -25.1321 -0.2574
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Comparacién mudltiple

Variable

dependiente:

Incremento en peso

0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
2 -9.36345 2.54040 |.010 -17.3008 -1.4261
3 -11.84828" 2.54040 |.000 -19.7856 -3.9109
5 -9.44478" 2.69450 |.017 -17.8636 -1.0260
6 -15.38599 2.54040 |.000 -23.3233 -7.4486
7 -12.21875 2.54040 |.000 -20.1561 -4.2814
8 -15.23175 2.54040 |.000 -23.1691 -7.2944
5 1 -7.75000 2.69450 |.093 -16.1688 .6688
2 .08133 2.69450 |1.000 -8.3375 8.5002
3 -2.40349 2.69450 |.986 -10.8223 6.0153
4 0.44478" 2.69450 |.017 1.0260 17.8636
6 -5.94121 2.69450 |.362 -14.3600 2.4776
7 -2.77397 2.69450 |.968 -11.1928 5.6449
8 -5.78697 2.69450 |.396 -14.2058 2.6319
6 1 -1.80879 2.54040 |.996 -0.7461 6.1286
2 |6.02254 2.54040 |.272 -1.9148 13.9599
3 3.53772 2.54040 |.858 -4.3996 11.4751
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Comparacién mudltiple

Variable dependiente:

Incremento en peso
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0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
4 15.38599 2.54040 |.000 7.4486 23.3233
5 |5.94121 2.69450 |.362 -2.4776 14.3600
7 3.16724 2.54040 |.915 -4.7701 11.1046
8 .15424 2.54040 |1.000 -7.7831 8.0916
7 1 -4.97603 2.54040 |.516 -12.9134 2.9613
2 2.85530 2.54040 |.949 -5.0821 10.7926
3 .37048 2.54040 |1.000 -7.5669 8.3078
4 12.21875 2.54040 |.000 4.2814 20.1561
5 2.77397 2.69450 |.968 -5.6449 11.1928
6 -3.16724 2.54040 |.915 -11.1046 4.7701
8 -3.01300 2.54040 |.933 -10.9503 4.9243
8 1 -1.96303 2.54040 |.994 -9.9004 5.9743
2 |5.86830 2.54040 |.303 -2.0690 13.8056
3 3.38348 2.54040 |.883 -4.5539 11.3208
4 15.23175 2.54040 |.000 7.2944 23.1691
5 |5.78697 2.69450 |.396 -2.6319 14.2058
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Comparacién mudltiple

Variable

Incremento en peso

dependiente:

(1

) ) 95% Intervalo de confianza
J) Diferencia  de|Error
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
6 -.15424 2.54040 (1.000 -8.0916 7.7831
7 3.01300 2.54040 [.933 -4.9243 10.9503

*, La diferencia de medias es significante al nivel 0.05.

Subconjunto para a =
0.05
grupo N 1
Tukey HSD® 4 10 -11.5577
2 10 -2.1943
5 I8 -2.1129
3 10 .2906
7 10 .6610
8 10 3.6740
6 10 3.8283
1 10 5.6371
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Subconjunto para a =
0.05
grupo N 1 2
Sig. 1.000 .063
Tukey B* 4 10 -11.5577
2 10 -2.1943
5 I8 -2.1129
3 10 .2906
7 10 .6610
8 10 3.6740
6 10 3.8283
1 10 5.6371
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ANDEVA DIA 15

IP
Suma delGrados de|Cuadrado de
cuadrados libertad |[la media F Sig.
Tratamientos 1575.986 7 225.141 4.840 .000
|Error 3255.846 70 46.512
Total 4831.833 77
Comparacién mdaltiple
Variable dependiente:
Incremento en peso
0 ) Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  [Sig. Limite inferior [Limite superior
Tukey HSD 1 2 11.85731 3.04999 .005 2.3278 21.3868
3 -.04095 3.04999 |1.000 -9.5705 9.4886
4 7.86670 3.04999 181 -1.6628 17.3962
5 10.38417 3.23500 |.040 .2766 20.4917
6 1.71951 3.04999 .999 -7.8100 11.2490
7 2.12474 3.04999 .997 -7.4048 11.6543
8 1.22499 3.04999 |1.000 -8.3045 10.7545
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Comparacién mdltiple

Variable

dependiente:

Incremento en peso
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0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
2 1 -11.85731 3.04999 .005 -21.3868 -2.3278

3 -11.89827 3.04999 .005 -21.4278 -2.3687

4 -3.99062 3.04999 .893 -13.5201 5.5389

5 -1.47315 3.23500 |1.000 -11.5807 8.6344

6 -10.13780 3.04999 .029 -19.6673 -.6083

7 -9.73257 3.04999 .042 -19.2621 -.2031

8 -10.63233 3.04999 .018 -20.1618 -1.1028
3 1 .04095 3.04999 |1.000 -9.4886 9.5705

2 11.89827 3.04999 .005 2.3687 21.4278

4 7.90765 3.04999 176 -1.6219 17.4372

5 10.42512° 3.23500 |.038 3175 20.5327

6 1.76046 3.04999 .999 -7.7691 11.2900

7 2.16569 3.04999 .996 -7.3638 11.6952

8 1.26594 3.04999 |1.000 -8.2636 10.7955
4 1 -7.86670 3.04999 181 -17.3962 1.6628

2 3.99062 3.04999 .893 -5.5389 13.5201
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Comparacién mdltiple

Variable

dependiente:

Incremento en peso
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0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
3 -7.90765 3.04999 176 -17.4372 1.6219
5 2.51747 3.23500 |.994 -7.5901 12.6251
6 -6.14718 3.04999 479 -15.6767 3.3823
7 -5.74195 3.04999 .567 -15.2715 3.7876
8 -6.64171 3.04999 .378 -16.1712 2.8878
5 1 -10.38417 3.23500 |.040 -20.4917 -.2766
2 1.47315 3.23500 |1.000 -8.6344 11.5807
3 -10.42512 3.23500 |.038 -20.5327 -.3175
4 -2.51747 3.23500 |.994 -12.6251 7.5901
6 -8.66466 3.23500 |.147 -18.7722 1.4429
7 -8.25943 3.23500 |.191 -18.3670 1.8482
8 -0.15918 3.23500 |.104 -19.2668 .9484
6 1 -1.71951 3.04999 .999 -11.2490 7.8100
2 10.13780° 3.04999 .029 .6083 19.6673
3 -1.76046 3.04999 .999 -11.2900 7.7691
4 6.14718 3.04999 479 -3.3823 15.6767
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Comparacién mdltiple

Variable dependiente:

Incremento en peso

0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
5 8.66466 3.23500 |.147 -1.4429 18.7722
7 40523 3.04999 |1.000 -0.1243 9.9347
8 -.49452 3.04999 |1.000 -10.0240 9.0350
7 1 -2.12474 3.04999 .997 -11.6543 7.4048
2 9.73257 3.04999 .042 .2031 19.2621
3 -2.16569 3.04999 .996 -11.6952 7.3638
4 |5.74195 3.04999 .567 -3.7876 15.2715
5 8.25943 3.23500 |.191 -1.8482 18.3670
6 -.40523 3.04999 |1.000 -0.9347 9.1243
8 -.89975 3.04999 |1.000 -10.4293 8.6298
8 1 -1.22499 3.04999 |1.000 -10.7545 8.3045
2 10.63233 3.04999 .018 1.1028 20.1618
3 -1.26594 3.04999 |1.000 -10.7955 8.2636
4 |6.64171 3.04999 .378 -2.8878 16.1712
5 9.15918 3.23500 |.104 -.9484 19.2668
6 49452 3.04999 |1.000 -9.0350 10.0240
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Comparacién mdltiple

Variable

dependiente:

Incremento en peso

(1

) ) 95% Intervalo de confianza
J) Diferencia  de|Error
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
7 .89975 3.04999  (1.000 -8.6298 10.4293

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

IP
Subconjunto para a = 0.05
grupo N 1 2 3
Tukey HSD? 2 10 -.1234
5 3 1.3497 1.3497
4 10 3.8672 3.8672 3.8672
7 10 9.6091 9.6091
6 10 10.0144 |10.0144
8 10 10.5089 [10.5089
1 10 11.7339
3 10 11.7748
Sig. .900 077 191
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Subconjunto para a = 0.05
grupo N 1 2 3
Tukey B* 2 10 -.1234
5 8 1.3497 1.3497
4 10 3.8672 3.8672 3.8672
7 10 9.6091 9.6091
6 10 10.0144 [10.0144
8 10 10.5089 [10.5089
1 10 11.7339
3 10 11.7748
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ANDEVA DIA 17

IP
Suma delGrados de|Cuadrado de
cuadrados libertad |[la media F Sig.
Tratamientos 1835.188 7 262.170 5.263 .000
|Error 3486.704 70 49.810
Total 15321.893 77
Comparacién mdltiple
Variable dependiente:
Incremento en peso
0 ) Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  [Sig. Limite inferior [Limite superior
Tukey HSD 1 2 12.11114° 3.15627 .006 2.2496 21.9727
3 -.05767 3.15627 |1.000 -9.9193 9.8039
4 7.11577 3.15627 .333 -2.7458 16.9774
5 13.66730° 3.34773 |.003 3.2075 24.1271
6 2.93186 3.15627 .982 -6.9297 12.7934
7 2.62510 3.15627 991 -7.2365 12.4867
8 2.16151 3.15627 .997 -7.7001 12.0231
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Comparacién mdltiple

Variable

dependiente:

Incremento en peso
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0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
2 1 -12.11114 3.15627 .006 -21.9727 -2.2496

3 -12.16881 3.15627 .006 -22.0304 -2.3072

4 -4.99537 3.15627 .759 -14.8569 4.8662

5 1.55616 3.34773 |1.000 -8.9036 12.0159

6 -0.17928 3.15627 .086 -19.0409 .6823

7 -0.48604 3.15627 .068 -19.3476 .3755

8 -9.94963" 3.15627 .046 -19.8112 -.0880
3 1 .05767 3.15627 |1.000 -9.8039 9.9193

2 12.16881 3.15627 .006 2.3072 22.0304

4 7.17344 3.15627 .323 -2.6881 17.0350

5 13.72497 3.34773 |.003 3.2652 24.1848

6 2.98953 3.15627 .980 -6.8721 12.8511

7 2.68277 3.15627 .989 -7.1788 12.5444

8 2.21918 3.15627 .997 -7.6424 12.0808
4 1 -7.11577 3.15627 .333 -16.9774 2.7458

2 4.99537 3.15627 .759 -4.8662 14.8569
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Comparacién mdltiple

Variable

dependiente:

Incremento en peso
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0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
3 -7.17344 3.15627 .323 -17.0350 2.6881
5 |6.55153 3.34773 |.518 -3.9083 17.0113
6 -4.18391 3.15627 .886 -14.0455 5.6777
7 -4.49067 3.15627 .844 -14.3523 5.3709
8 -4.95426 3.15627 .766 -14.8158 4.9073
5 1 -13.66730° 3.34773 |.003 -24.1271 -3.2075
2 -1.55616 3.34773 |1.000 -12.0159 8.9036
3 -13.72497 3.34773 |.003 -24.1848 -3.2652
4 -6.55153 3.34773 |.518 -17.0113 3.9083
6 -10.73544 3.34773  |.040 -21.1952 -.2757
7 -11.04220° 3.34773 |.031 -21.5020 -.5824
8 -11.50579 3.34773 |.021 -21.9656 -1.0460
6 1 -2.93186 3.15627 .982 -12.7934 6.9297
2 9.17928 3.15627 .086 -.6823 19.0409
3 -2.98953 3.15627 .980 -12.8511 6.8721
4 4.18391 3.15627 .886 -5.6777 14.0455
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Comparacién mdltiple

Variable

Incremento en peso

dependiente:
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0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
5 10.73544 3.34773  |.040 2757 21.1952
7 -.30676 3.15627 |1.000 -10.1683 9.5548
8 -.77034 3.15627 |1.000 -10.6319 9.0912
7 1 -2.62510 3.15627 991 -12.4867 7.2365
2 9.48604 3.15627 .068 -.3755 19.3476
3 -2.68277 3.15627 .989 -12.5444 7.1788
4 4.49067 3.15627 .844 -5.3709 14.3523
5 11.04220° 3.34773 |.031 .5824 21.5020
6 .30676 3.15627 |1.000 -9.5548 10.1683
8 -.46359 3.15627 |1.000 -10.3252 9.3980
8 1 -2.16151 3.15627 .997 -12.0231 7.7001
2 9.94963" 3.15627 .046 .0880 19.8112
3 -2.21918 3.15627 .997 -12.0808 7.6424
4 4.95426 3.15627 .766 -4.9073 14.8158
5 11.50579 3.34773 |.021 1.0460 21.9656
6 77034 3.15627 |1.000 -9.0912 10.6319
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Comparacién mdltiple

Variable dependiente:

Incremento en peso

) ) 95% Intervalo de confianza
Q) J) Diferencia  de|Error
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
7 46359 3.15627  [1.000 -9.3980 10.3252

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

IP
Subconjunto para a = 0.05
grupo N 1 2 3
Tukey HSD® 5 8 2.9103
2 10 4.4664 4.4664
4 10 9.4618 9.4618 9.4618
6 10 13.6457 |13.6457
7 10 13.9525 |13.9525
8 10 14.4160 |14.4160
1 10 16.5776
3 10 16.6352
Sig. 461 .053 .343
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Subconjunto para a = 0.05

grupo N 1 2 3
Tukey B* 5 8 2.9103

2 10 4.4664

4 10 9.4618 9.4618

6 10 13.6457

7 10 13.9525

8 10 14.4160

1 10 16.5776

3 10 16.6352
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Analisis estadistico en funcién de la sobrevida con la prueba

ANDEVA
ANDEVA
Sobrevida
Suma delGrados de|Cuadrado de
cuadrados libertad |[la media F Sig.
Tratamientos 2965.988 7 423.713 3.381 .004
|Error 9022.500 72 125.312
Total 11988.488 79
Comparacién mdltiple
Variable dependiente:
sobrevida
0 ) Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
Tukey HSD 1 2 -9.300 5.006 .584 -24.93 6.33
3 1.000 5.006 1.000 -14.63 16.63
4 .800 5.006 1.000 -14.83 16.43
5 -18.100° 5.006 .012 -33.73 -2.47
6 -5.200 5.006 .967 -20.83 10.43
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Comparacién mdltiple

Variable dependiente:
sobrevida

0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza

grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
7 -3.200 5.006 .998 -18.83 12.43
8 -1.700 5.006 1.000 -17.33 13.93

2 1 9.300 5.006 .584 -6.33 24.93
3 10.300 5.006 452 -5.33 25.93
4 10.100 5.006 478 -5.53 25.73
5 -8.800 5.006 .650 -24.43 6.83
6 4.100 5.006 991 -11.53 19.73
7 |6.100 5.006 .924 -9.53 21.73
8 7.600 5.006 .795 -8.03 23.23

3 1 -1.000 5.006 1.000 -16.63 14.63
2 -10.300 5.006 452 -25.93 5.33
4 -.200 5.006 1.000 -15.83 15.43
5 -19.100° 5.006 .007 -34.73 -3.47
6 -6.200 5.006 917 -21.83 9.43
7 -4.200 5.006 .990 -19.83 11.43
8 -2.700 5.006 .999 -18.33 12.93
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Comparacién mdltiple

Variable dependiente:
sobrevida

0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza

grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior

4 1 -.800 5.006 1.000 -16.43 14.83
2 -10.100 5.006 478 -25.73 5.53
3 .200 5.006 1.000 -15.43 15.83
5 -18.900° 5.006 .007 -34.53 -3.27
6 -6.000 5.006 .930 -21.63 9.63
7 -4.000 5.006 .993 -19.63 11.63
8 -2.500 5.006 1.000 -18.13 13.13

5 1 18.100° 5.006 .012 2.47 33.73
2 8.800 5.006 .650 -6.83 24.43
3 19.100° 5.006 .007 3.47 34.73
4 18.900° 5.006 .007 3.27 34.53
6 12.900 5.006 .182 -2.73 28.53
7 14.900 5.006 .073 -.73 30.53
8 16.400° 5.006 .033 g7 32.03

6 1 |5.200 5.006 .967 -10.43 20.83
2 -4.100 5.006 991 -19.73 11.53
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Comparacién mdltiple
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Variable dependiente:
sobrevida

0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza

grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
3 |6.200 5.006 917 -9.43 21.83
4 |6.000 5.006 .930 -9.63 21.63
5 -12.900 5.006 .182 -28.53 2.73
7 2.000 5.006 1.000 -13.63 17.63
8 3.500 5.006 .997 -12.13 19.13

7 1 3.200 5.006 .998 -12.43 18.83
2 -6.100 5.006 .924 -21.73 9.53
3 4.200 5.006 .990 -11.43 19.83
4 4.000 5.006 .993 -11.63 19.63
5 -14.900 5.006 .073 -30.53 .73
6 -2.000 5.006 1.000 -17.63 13.63
8 1.500 5.006 1.000 -14.13 17.13

8 1 1.700 5.006 1.000 -13.93 17.33
2 -7.600 5.006 .795 -23.23 8.03
3 2.700 5.006 .999 -12.93 18.33
4 2.500 5.006 1.000 -13.13 18.13
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Comparacién mdltiple

Variable dependiente:

sobrevida

) ) 95% Intervalo de confianza
Q) J) Diferencia  de|Error
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
5 -16.400° 5.006 .033 -32.03 - 77
6 -3.500 5.006 .997 -19.13 12.13
7 -1.500 5.006 1.000 -17.13 14.13

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Sobrevida
Subconjunto para a =
0.05
grupo N 1 2
Tukey HSD? 3 10 26.30
4 10 26.50
1 10 27.30
8 10 29.00
7 10 30.50 30.50
6 10 32.50 32.50
2 10 36.60 36.60
5 10 45.40
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Comparacién mdltiple

Variable dependiente:
sobrevida
0 0 Diferencia  delError 95% Intervalo de confianza
grupo grupo [medias (I-J) estandar  |Sig. Limite inferior [Limite superior
Sig. 452 .073
Tukey B* 3 10 26.30
4 10 26.50
1 10 27.30
8 10 29.00
7 10 30.50
6 10 32.50 32.50
2 10 36.60 36.60
5 10 45.40
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Analisis estadistico en funcién de la sobrevida con la prueba log-

Rank

Resumen de procesamiento

Censurado
lorupo [Total N N de eventos|N Porcentaje
1 10 10 0 .0%

2 10 10 0 .0%
3 10 10 0 .0%
4 10 10 0 .0%
I5 10 3 7 70.0%
I6 10 10 0 .0%
7 10 9 1 10.0%
3 10 10 0 .0%
Total 180 72 3 10.0%
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Tabla de sobrevida
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Proporcion  acumulativa  de|
Numero de
sobrevida al tiempo
eventos Numero de
|Grupo Tiempo |Estado Estimado Error estandar Jacumulados casos restantes
1 1 18.000 1.00 .900 .095 1 9
2 20.000 1.00 .800 126 2 3
3 22.000 1.00 .700 .145 3 7
4 23.000 1.00 .600 .155 4 6
5 25.000 1.00 .500 .158 5 5
6 27.000 1.00 .400 .155 6 4
7 29.000 1.00 7 3
8 29.000 1.00 .200 126 3 2
9 38.000 1.00 .100 .095 9 1
10 42.000 1.00 .000 .000 10 0
2 1 28.000 1.00 .900 .095 1 9
2 30.000 1.00 .800 126 2 3
3 31.000 1.00 .700 .145 3 7
4 33.000 1.00 .600 .155 4 6
5 36.000 1.00 .500 .158 5 5
6 37.000 1.00 .400 .155 6 4
7 39.000 1.00 .300 .145 7 3
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Tabla de sobrevida
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Proporcion  acumulativa  de|
Numero de
sobrevida al tiempo
eventos Numero de
|Grupo Tiempo |Estado Estimado Error estandar Jacumulados casos restantes
8 41.000 1.00 .200 126 3 2
9 43.000 1.00 .100 .095 9 1
10 48.000 1.00 .000 .000 10 0
3 1 20.000 1.00 .900 .095 1 9
2 22.000 1.00 .800 126 2 3
3 24.000 1.00 3 7
4 24.000 1.00 .600 .155 4 6
5 26.000 1.00 .500 .158 5 5
6 27.000 1.00 .400 .155 6 4
7 28.000 1.00 7 3
8 28.000 1.00 3 2
9 28.000 1.00 .100 .095 9 1
10 36.000 1.00 .000 .000 10 0
4 1 20.000 1.00 .900 .095 1 9
2 21.000 1.00 2 3
3 21.000 1.00 .700 .145 3 7
4 23.000 1.00 4 6
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Tabla de sobrevida
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Proporcion  acumulativa  de|
Numero de
sobrevida al tiempo
eventos Numero de
|Grupo Tiempo |Estado Estimado Error estandar Jacumulados casos restantes
5 23.000 1.00 5 5
6 23.000 1.00 .400 .155 6 4
7 24.000 1.00 .300 .145 7 3
8 28.000 1.00 .200 126 3 2
9 36.000 1.00 .100 .095 9 1
10 46.000 1.00 .000 .000 10 0
I5 1 4.000 1.00 .900 .095 1 9
2 |5.000 1.00 .800 126 2 3
3 25.000 1.00 .700 .145 3 7
4 |60.000 .00 3 6
5 |60.000 .00 3 5
6 |60.000 .00 3 4
7 |60.000 .00 3 3
8 |60.000 .00 3 2
9 |60.000 .00 3 1
10 |60.000 .00 3 0
I6 1 23.000 1.00 .900 .095 1 9
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Proporcion  acumulativa  de|
Numero de
sobrevida al tiempo
eventos Numero de
|Grupo Tiempo |Estado Estimado Error estandar Jacumulados casos restantes
2 25.000 1.00 .800 126 2 3
3 27.000 1.00 .700 .145 3 7
4 29.000 1.00 .600 .155 4 6
5 31.000 1.00 5 5
6 31.000 1.00 .400 .155 6 4
7 34.000 1.00 7 3
8 34.000 1.00 .200 126 3 2
9 38.000 1.00 .100 .095 9 1
10 |53.000 1.00 .000 .000 10 0
7 1 23.000 1.00 1 9
2 23.000 1.00 2 3
3 23.000 1.00 .700 .145 3 7
4 25.000 1.00 .600 .155 4 6
5 26.000 1.00 .500 .158 5 5
6 27.000 1.00 .400 .155 6 4
7 28.000 1.00 .300 .145 7 3
8 35.000 1.00 3 2
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Proporcion  acumulativa  de|
Numero de
sobrevida al tiempo
eventos Numero de
|Grupo Tiempo |Estado Estimado Error estandar Jacumulados casos restantes
9 35.000 1.00 .100 .095 9 1
10 |60.000 .00 9 0
3 1 23.000 1.00 .900 .095 1 9
2 24.000 1.00 2 3
3 24.000 1.00 .700 .145 3 7
4 25.000 1.00 4 6
5 25.000 1.00 .500 .158 5 5
6 30.000 1.00 .400 .155 6 4
7 31.000 1.00 .300 .145 7 3
8 32.000 1.00 .200 126 3 2
9 38.000 1.00 9 1
10 38.000 1.00 .000 .000 10 0
110



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Medias y medianas para el tiempo de sobrevida

[Media® Mediana
95% Intervalo de 95% Intervalo de
confianza confianza
|Estimad |Error Limite Limite Error Limite Limite
lorupo Jo estandar | inferior superior  |Estimadolestandar [inferior superior
1 27.300 [2.422 22.552 32.048 25.000 |[3.162 18.802 31.198
2 36.600 [1.996 32.689 40.511 36.000 |[3.162 29.802 42.198
3 26.300 [1.383 23.590 29.010 26.000 |[2.372 21.351 30.649
4 26.500 [2.621 21.362 31.638 23.000 ]1.033 20.976 25.024
I5 45.400 (7.249 31.193 59.607
I6 32.500 [2.684 27.239 37.761 31.000 |1.549 27.964 34.036
7 30.500 [3.389 23.858 37.142 26.000 |1.581 22.901 29.099
3 29.000 [1.807 25.458 32.542 25.000 |[3.162 18.802 31.198
Total |31.763 ]1.369 29.080 34.445 28.000 |.993 26.055 29.945

a. La estimacion esta limitada al mayor tiempo de sobrevida si

es censurado.
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