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CAPITULO UNO

INTRODUCCION

El cancer, cafermedad que pucde afectar a distimtos organas y nejidos os
caracterizada por la proliforacidn desordenada de las células, lo que provoca
graves abicraciones en la firma y en la fusicion de los iepdos afectados Fn 1n
mayoria de los cinceres, lay células énlennas se agmipan en mausas enominadas
tumores mahignos, ¢n la actuahdad es un problemia de salud mundial. Desdc hace
aftos, s¢ han llcvade a cabo innumerables csfucréos para proveer dec nucvas
opciones lerupéuticas, Asi, s¢ ha observada gue el gatamieno con sélo un
medicamentsy presenta imitaciones claras; ya que solo s cfoctivo s1 ¢ tumor sc
encueniia en un cstndo de localizacion leinprana. Ademas, la toxaicidad hucia el
tejido normal y loy efeclos indeseables han Sida siiematicamente motivo de
csiudiey. Por elly, lu hasquedos de ecsquenas de trdowmitenta exitosos ba conducidao

a la combinacion entre diversos agenies anlincoplasicos, radiacion v cirugia.



Por 1o ang, la adraoistracion conjunta de dos o vanos compuestes ha pertmtido

mejoras los resultados y reducir las Iimitaciones mencionadas.

En ¢l tratamiento con mas dc un medicamento © procedimicnto, se reguierce
delma s1 wconi interacciéon entrc Cllos, ¢s docy s la influsncia yue una sustanciy
activa tuviera sohre ba regpoucsta de ofro agente, pudicia csfay notoriamentc

incremaentads o dehilitada hasta ser de mayor unlwlad o ser incflicar

Las inieracciones farmacolOgicas pueden llevarse a cabo én dos sentidos, ya sca
posilivo O negative, mismas que no son definidas de mancra unilorme, por lis que
han gcncrado controvaersias y ambigtedades. Esto s¢ ba debido a la existencia dc

diferentcs abjelivos entee log invistigedares Por cslo s¢ ha considecsdo deftner

para los [ines ded presente estndio:

Interaccion pairivar dicese de la magnitud de los cfcctos de dos famacos gque
administrados de mancrn conjunta son mayores de lo previsin para 1a
admmistrscion individual de ellos. e inlcmccién posiniva, tumbién i conacekla

von €l nouine de potenciacion .2y

Une de los fines de las wteracciones posittvas ©s mcjorad los resultados de |a
guimioterapia climea. Aciualmente, existe la base wimca v expenmental para
demostrar la existencia de polenciacion 4 lravés de sus inecanisinaos de accién o
pur sus eleclos complementanos en la cindética cclular (3)

1.4 veniaja principal Jc estas combinaciones resde en la aplicacion de dosis
mcnores de cuda uno de los timacos, can [o cual si los efectos wxicos fueran de
dhstinta naturaleza, Ja tolcrancia global a Jos medicamentos mejoraria
considerablerrente. La la g [a s¢ muestran distinlos ipos do uldciaceion de

moedicamentos.
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Figura Ia
Distintos tipos de curvas de interaccion de medicamentos: ,
I Cutva de refacion dosis-efecto. 11 Curva de asociacion { sumacion ) de dos agentes
agomistas y 1L Curva de potenciacion

Interaccion megativa: dicese de la magnitud de los efectos de dos farmacos que
administrados de manera conjunta. son menores de lo previsto para la
administracion individual de ellos. La interaccion negativa, también es conocida
con ¢l nombre de antagonismo. Anes v Simonis 4.5 han clasificado este concepto
de acuerdo a la afinidad hacia los receptores en antagomismo competitivo y

antagomismo no competitivo En la fig 1b se muestra un ejemplo de antagonismo

competiiivo i)



Por otra parte, no se considerara interaccion (interaccion cero). cuando los efectos
de los farmacos admimistrados al mismo tempo sean exactamente aquellos gque se

hubiesen previsto a partir de la suma de sus cfectos por separado. A este

fenomeno se le conoce tambien como sumacion

E + 100
Emax

150 -
130 —

e -

2
{

0 23mg/kg de KO-592

1 L] ] i St | i 1
% NI 2pi§ o
* 3 §7 § =
DowinKa
Figura 1b

Ejemplo de antagonismo competitivo entre el Ko-592 y &l proterenol.



Por otra parte, por miles de afog of bombre ha mamewdo rierés constante en los
principsos icrapéuticos de naturalcza vegetal. El Papiro de Ebers (1,502 ac )} en
Fawpto, s cl primer documento cscrito sobre 1os usos de vegetdles em la
tcrapéutica.
En China &l emperador Shen Nung, describid un conjunts de mil plontxs
medicinales.

LEl avance que ha experimentado la ciencia médica ha permitido esdiar las
plantas desde una optxca mas profunda Asi. se han extraido, aislado, idenuficadoe
y cstablocide Jas relacioncs do estructura-actividad de miles de principios activosy.
A continuaciOén se descniben las caracteristicas de Ja substancia objcto del
prescnto cstukdio.

La Peroxisomicina Al (I-514), (3, 3, & 8, 9, 9 -hexahidroxi-3, 3".4, 4’-
tetrahudru<7,10° }-bianttucenona-1,1°-(2H,211")-diona). €3 una untrecenona
dimdrica aislada de las semillas del frulv de las plantas del género Karwinskia,
(fig. 2) Dreyer y cols. (h aisiaron y caracicrizaron éxda sustancis y otins tres
conocikdas como T-496, T-516 ¥ T-544 en funciéan de su peso molecular.

Estudios de toxicidad de la T-514 rcalizados por Bermudez y cols 0.9 con
animales de diferentes especies mostraron alicracianes taracterizadas pov NECIosis
cenuvivhulillar masiva y degonaeracian grasa en higado, 1esion cn los capilarcs
pulmonares y degencrucidn hidropica del riién. La estruchara mabocutar de lag
tONANAS ¥y suy 2fecins s mucsiran en la fig 3.

1.8 aclectividad pam higado y pulmén Ylevaron a log autores a fa determinacion de
In darsin betal S0% (1D]1.50) en distintas especies animales.



Figura 2
Karwinskia humboldtiana con fruto verde y maduro
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Figura 3
Toninas aistudss del trute de K. humboldtiang y sum efextos.



La gréfiim adp lctalidad que 3¢ encontrd co Jas estudios antes mencionados mosind
A pendients mury cmpinula, pendienie que ho 22 presenta con frecuencis y s
habla de una variacifin biolGgica estrecha (1] este sesultado lievd a que se
andlizana al efexto de ln T-514 sobee lineas celulares neoplasicas y benignas.

Con ¢l propdsilo de investigar 1a toxicidad del compuesto, Pideyro y cols. 12w
realizaron estudion in vitnp cop distintas lineas colulangs, donde demostraron que
algunas cdlulas neoplicices podcen una marcada sensibilided 4 la T-514 al ser
comparadns con 1as linens cclulares benignas, de esta mancra se demostn su
oxicidad selective. Las células mas sensibles expuestos a la T-514 fueron
bepatoma (PLC/PRF/5), Adenocarcinoma de Coloa (Lovo) y carcinoma
pulmonar de células pegueiias {(NCI-IT69) ().

Fsto fue commoborado por Fiebig (comomcaacién posonal) la Universidad de
Fnburgn m Alemania, quicn @ocontré 1in 63% de scnsibilided de las lincas
celulimes eslndiadas; principalmente mdanoma, hepatoma, adenncwrcinoma de
pulmén, asf como tambidn en carcinemas de ovario y eolon Otrea esiadios
realizados en el Instintn Racinnal de Cdrcer en los Estados Unidos en lineas
celulares de mefanona, mama, 5ifién, coloa y SNC, mdicasva su potoncial use
COmo antineoptAsico.

En ¢t departamento dc Farmacologia y Toxicolagia dc csta facultad, s¢ han
rcalizado estudios para doiorminar &) probable mecaniama de ancién de L T-514,
los cunles han pevmitdo idenitizoar:



Un ciectp depresor sobre el nimearp de peronisomas hepaticos de ratas y Macaca
fascicplans (1»y und inhibcion de 1y ennma calalasa bovina i vitu (34), sim
cmbargoe, al investigarse ¢l efecio de la T-514 sobne la actividad de |3 catalasa
hepaiica deb ratdn albing en cortes de tejido y homogenizados, no se demostrd la
imhibcién de 1a enzima, tanto on proceses bistoguimscos como broguimices. Esto
indicd que cuando se utiliza la anzima purificada, 1a T-514 solamente disminuye
la actividad de |a catnlasa i vitrd ¥ no cuando la cnmma estd en los PCroX1isMmas;
¥a sca en fragmento dc icjklo » cp animales complctos (14 £1 decremento en la
actividad de la envsma |p yitrg sc wnplea en nucstro laboratorio con fines de
cnntrol de ealidad.

Oros estudios demostraron que T-514 produce una iotemupeida de 1a cortimndad
de¢ la membrana permxizsomal en eélplas de levaduras sntaciss, expecificamonts
Hassenyla polymuprepha y Cadula baidinu (15) Faie ofeclo Hevo a denominat a 1a
T-514 oo “Pevoxisomicina™ De pcuesdo con la Comisién intemacional de
nomenclamras (JUPAC) se le asignd a8 todos Jos compuestos de K, humboldtiana
con Sito de unidn 7, 10" Peroxisomicona A (16 y Peroxisomicina B a bos 1s6meros
posicionales con wdn 7, 7°.



Por otro lado, el Factor de nccrosis tumoral (TNF) es uvoa proteios

metaholicamente activa, de 1a cual sc han descito dos tipesa y B

La historia del descubrimiento del TNFa comenzé el siglo XITX, cuando um
cirujano de Nueva York, llammada William Colcy (17 notd que infecciomes
crisipelatomas mtcrcurrentcs podian dar hugar 2 b resolucion parcial de nooplasias,
ademils obmernvt que |a administracién 8¢ preparaciones derivadas de cultivos de
bhactetias (estfeploconed y acffatia) induclan necrosis hemomrigica en varios
omares, mas Gande s2 descabrid de mancra mdependientc un vediador crrcallante
de )a emaciacion durantc 1a enfermedad mfcecnss al que e le Ulamt cuguectina
08,y rcsultd scr el TNFee.

El TNFa es praducido principalmcote por macrofagns y otas células, como
monocites, ctlulas B, célules NK, astrocrios y células de Kupifer, an respuests a
estimulacion con producios bacterianus conocidos comu endoloxinas (1v,2a),
Adicionaimente al TNF, s¢ produoe en los lindocitos T & cual se conoce cormd
TNEB 6 linfoloxina 212

Kl grado de homologin entre TNFet y TNE ex del 46%% en los nucledtidos y del
28% cu Jus sromoscidos (an). La forma precursora de ITNFa coasiste de 236 an,
en tamn yue para el TNFB es de 204 aa. antes o dwante la sccrecion e eliminnn
por accion enziméatica aminoacidiox N-taminale: de 1as formos preciursoras para
dar como resultado TNFa suluble, de peso molecular de 17 kDa y TNFP de peso
molecular de 20 kDa. Los TNF a y B s unen en ¢l misno rooeptor d¢ los células
blanco. En las figuras 4 y 5 53¢ mucstra un esquema cownputarizado del TNF alfa y
la secuencia de am miosacidng.



-70

Met

60
LeuProLysLysThr
-40

SerPheLeulleVal
20
GlyProGlnArgGlu
1
ValArgSerSerSer
21
GinAlaGluGlyGin
41
ValGluLeuArgAsp
61
GinValLeuPheLys
81
SerArglieAlaVal
101
CysGlnArgGluThr
121
GlyGlyValPheGin
141

TyrLeuAspPheAla

ﬁ'ﬁ

Figura 4

Esquema computarizado del TNF alfa.

SerThrGluSerMet TeArgAspValGlu
GlyGlyProGlnGly- 0 SerArgArgCysLeu
AlaGlyAla’l'hrThr-m LeuPheCysLeulLeu
GluPheProAr&As[;lO LeuSerLeulleSer
Arg'l'hrl’roSerAspll LysProValAlaHis
LwGlnTrpLeuAs: 1 ArgArgAlaAsnAla
AsnGlnLeuVa.Waf ! ProSerGluGlyLeu
GlyGlnGlyCysPro7 1 SerThrHisValLeu
SerTyrGlnThrLys9 ' ValAsnLeuLeuSer
ProGluGly.»’s]aGlul & AlaLysProTrpTyr
LeuGluLysG-lyAs;l)3 : Argl euSerAlaGlu
GluSerG-lyGInVaJ151 TyrPheGlyllelle
Figura S

LeuAlaGluGluAla
PheleuSerLeuPhe
HisPheGlyVallle
ProLeuAlaGinAla
ValValAlaAsnPro
LeuleuAlaAsnGly
TyrLeulleTyrSer
LeuThrHisThrlie
AlalleLysSerPro
GluProlleTyrLeu
IleAsnArgProAsp

Alaleu

Secuencia de aminoacidos del Factor de necrosis tumoral alfa
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Dhrrante los altinos afios se hyn descrito unra xmplia gama de ackivaduedes
biolégicas del TNF 2212429, que influyen en diferentcs procesos, entre los que
SC encucTHIan nmitogénesis difcrenciaciGn € inmupoircgulacdn, sl actiones en
algnmas células blanco e indican en la tabla 1.

Células o tejido blanco Efecto
Lanfotsos T Imcorota In oxpraadn peh eccptants de 12 odmca In
it Ao Lo
Lismiboina B Incemests la grodeecids de sebhoarpos
Maaacins y maoraiag = [ Comativa ol extwia cancda
'f&mm&byﬁbw nducy srtividad procoeszistoria, mivbudks & M—li“_‘
AP EUMAISAD | AERGORD
A daprocia Doy bpogrotcnpes, (oo b byl

Wergplinicas

?m’ dc clovim ME-180, Hola-H2 )
= yma de vvaean. BT-20, MCF -7 . L S .
Hegratomma: Mo (M50 o' acxsinibrwilition

Adrmocsraniaa de colom. HT-29

| Mcimnaran, WP M- 740

l.lﬁﬂ.ln'mtvx'zm

Casvinrmen ronal 7950
(duciuinatiussa LISTHhOG

Mardoena: RPMI-E7> Prunicrdrm 1wad
At wrcinunes dre: cobom: HT-29
L.mcka&ln:}ld.a

Caaeaus lermgey: [HEp-2 ]

Tabla §
Acciones de) TNF en alpunss oélulas blanco

Fstudioz 18 vitto han deroustrado ©] cfccto citotdodoo det TNF en cicrtas lineas
cejulares ales como Me-180 y HelLa=H21 (Cp. Cérvix), BT-20, MCF-7 (Ca. dc
mamaj y Mctz (J0-80)6 (Hepatosna), ne asl para ks células nowmales; este becho
sugiere que parlicipa de forma imporiante en la resolucian de algunas nooplasias
(2.77.28).



Aungue e mecanismo de esa citotoxicidad selcctiva a'm no e ha aclamdo, no
parcoc deberse a diferencias en el niimero o tGipo de receptores de saperficic para
el TNF. Por otra paste, Yasmineh y cols. ¢ han demostrado en hepatocitos de
rata que ¢l TNF produce wma dissinucion de la actividad de 18 catalasa ademsés de
un significativo docremento en & nUmoro y amatio de peroxisomans.

Tos resultados abtenidost de los extrdios de fusc clinica 1 y i no han sido
alcmadores, dehido a la présencia de inxscadad cuntiovascular ooy, la cadl cs 1y
Jimitante ois importante, ademas de altamacion en o metaboliano de ks lipidus
(31), tombomilpenia y heuoopenu Gn

Mor otro lado, al cxaminar ¢l I'NF en adicién a otros agentes_ tales como
mterferon y, se ohsavdé que dicha combinacién avmemt aproximadamenic 10
veces la citntoxicidad en los siguientes tumares: biliar, pmstitico y sarcoma
(33,34 14,3, 37). Esto ha sngeﬁdo que la administracidn combinada de estos
compuesing pudiera emplearse en 1a ierapia de evtas neoplasws.

La PAl y ol TNF presentan algunos efectos en comiin, lo cuat establecc la
posibilidad de qpe su asociacion resulie en un efecio sinérgico sobre 1us ofiulas

ncoplisicas.

o TTE—p—

| Relacisn de low Efactos comunes de la PAYy TNF: ;
Disminucién dc la actividad d La catalzsa' PA1 i vive c in vitro, TNF i yivo

—

IDecremento ded mimero vy tamaile de peroxisomas in vivo

Trombocitopenia ¥ Jeucopenis (n pacicnics




El wnterés de observar el efecto de 1a PAL en combinacion con ofros agentes
amtineoplasicns condujo a estudiar a 1a doxina en conpmen con Mitomicina C, 5-
fluvorouracio y Actinomicina- D, esta ltma es un inhibidor de la sfoiesis de
proieings, del cual we ha cvidenciado que sensibiliza al efocto tdxico del TNF en
lincas celulares que oo presontan efecto a le exposicidn con el TNF ()

La mitomicina C es un antincoplasico generador de radicales libres y e 5

fluorouracile un anometabolito.

El presenile estudio pretemde demostrar in vivo by interaccion de estos apenies,
Para ello, »e ha planteado La sigusersgc hipdtesis y objpetivo general.
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HIPOTESTS
E Factor de rexa0sis nomoral alfa achia in vigro, de manera sinérgica oon la
Peroxisomicina Al sabre oélulas neoplisicas.

OBJETIVO GENERAL
Anulizar la posiblc intcraceidn de la Perisomicina Al y el Factor de necrosis
wmorsl alfa in vitro.



ORIETIVOS ESPECIFICOS

. Proliferar ¥ estandarnzar las lincas celularcs benignas y malignas requendas
paru el eshudio.

Detorminar las concontraciones tdxicas maximas (CTmax), mimimas (CTmin)
y 50% (CTsn) con los métodos morivlégico y wsanl dec ipann, lay
concentrucionen  inhibitonu S0% (CI50) com ¢l mélodo de MTT y la
mhibiciéa def crecimientn 5% (GI50) con cl métado de SRR, en las linecas
celularcs exgpucas a Peyoxasomicing Al.

. Detomminar las concariaciones t0xias maxunas (CTmax), minimas (CTmin)
y 50% (CTS0) con « mélndo mosfvldmnco, las concentmaciones miubrtonas
50% (C150), con d métndo dc MTT y la mhibicion del caccimiento 50%
(G150) con cd método de SRR, cn las [ncas celularcs oxpuestas 3 TNF.

. Determeinar la combiraciin de PAI4+TNF que pruduzcs en cads una de laus
lineas celulares una concentrackin inhihitoria del 50% (combinacide

socfocta), posteruor a uns exposicita de 1os compuestos de 48h

. Determinar |3 ¢xistencia y tipo de interaocion en las Yineas otlulares expuestas
2 la combinacion isoefocto dc PA1+TNT pur 48h



CAPITULO DOS

MATERIAL Y METODOS

21 MATKRIAL
2.1.1 Limenx cclulyres
Las lincas cclulare: utilizadas para el esnmdin fueron obtenidas de

American type culture enllection (ATOC) y son las siguientes:

Células hepducas de Chang Chang lsver

1 lepatoma PLC/PRES |
 Heputoblastoma HepG2

Cé&luias benignas de colon CCD 33-Co
AdepoGarGotana de vobon Lovo

[ Adenocarcinoim de aumuas BT-20
Meclanmma SK-MFL2
Carcinoma escamose de cérvix SEHA
Fibeoblastos muninos L-929

17



2 1.2 Material pléstico
Piacas pura cultive celiar de 96 pozos de supesficie plaoa Sigma
Frasocos de cultavo T25 Costar 3055
Pipetas automiticas de volumen graduable Gppendord
Puntillas para pipctas Eppendorf de diversas capecidades

213 Matrrial de vidria
Frascos pars medio de cultive de 1L
Mamaces Erlenmcycr de diversas capucidades
Vazos de precipitado de diversas capacidades
Pipctas libeales de 5, 10 y 25mL

2.1.4 Apentes antimeophlisicos

2.1.4.t Peroxisomicinn Al
PA1 Jcl lote de produccidn no. 80 fue aislada y punficada el
Depariumento de Famacologia y Toxioologia de esta facultad, la cual fue
sometida 8 un cstnicte conttol de calidad que ncluyéd piuebas
fisicoquimicax, gomatograficus y bielogicazs come inhibicséa de Ia
calalaen y sctividad celudar.

2.1.4.2 Fartor de necrozis tnmoral @ (TWF) recombinante hamano
Sc vbtuvo de 1a Compafiia Sigma Chem Co. (T-9157)
Fxprcsado en levaduras, presentacidn de 10 ug/ml. en PRS, 95% puwo
(SD& page ¥ HPLLC); probada para endotoxinas ¥ cultive oeluler. Coa
actividad mayor de 2 x 107 1/nidades/mp.



Z21.43 Actinomicirma D (Cosmegend®)} Mcorck & Co._ Inc.

2.1.4.4 Mitomicina (Mitecin-C®) Bristol.

2. 1.8.5 S Fluorouracilo (Rbonuracil-L E ®) Rhone-Poulenc Rorer.

21.5 Reactivon
Reoactivos N° de catdlogo

Medso de cultivoe MEM )

; Sigma M-0643
(Mimmum essental mesbrum Eagle) i
Sucro fetal bovina Sigma F-2442
Tripswa Sipgma T=2271
Coloranie azul de tripano Sigma T-6i46
NTT 8;
34,5 dimetiltiaznd-2) 2.5 bromuse de difemit=trazolio 2128
Damelil sulféxado Sigma D-2850
Sulfurodamina B Sipma Tox—4
Eianol absolulo Merck

2.1.6¢ Equipo general
Inverioscopio IM 35 Canl Zeiss
Lexriok de placos RTS-7000 Pyrkin Eliner
incubadora con temperatura y humedad contrulada Procisson
Campang de fluje lammnar Vepter
Pipeteador automalico Sigma P592S5
Camara de Neubauer



2.2 METODOS

221 Limeas celulares
2211 Criterioa de aclecelén
* Lineas celulares sensibics a ia PAR (11,17,
« Fibmhlasios murinos L-929, o s respoesta proliermtiva bsicia e) TNF.
* T.a lineca celular de adenncurcinoma de mama BT-20 presenta
scrailn) xlad espontinea hacaa e TNE,
* Carcinoma de cérvix represemnta una Jde tas coformedades mas frocoanies
an la poblacetn femeniny en Méxicn. Actualmentc pacientes con
duigndsticnd de cirancima cérveoy ULETIDO fetifTente S encucniran €n

e de fane clinica [ eon PAIL

Faips e relulares presesitan s sigurentes caracteristicas:

a) Adaptabilided para creces en medio sencllo y comim (Mimumum exsentad
medium Eagle (MEM) splementado con 10% de suero fetal bovino
{SEB)].

b) Duplicacién de masa celular quc permite colectar minimo 2 x 10*
cHulas/ml. dJog voccs pew =emana.

) Adaptabilidad para utilizarse on micneultivas.

d) Capacidad de todas las lincas oclulures de formsr monocapa.,

Una vez estabilizadas las lincas celulares, se manticneé en msncewo minmmo de
pasajcs (no supenur 8 dicz), con «l fin de conseyvas sus caracleristicas de

aecimiarto, morfologle v dosis-respuests,



Las células s¢ faccionan en alicuotas de 1 x 10° oflulas, y se conservan en
nitrégeno liquodo hasta sy cmploo.

2.2.1.2 Mastenimicnte de las Lneas celulares

En < mantcnimicnto de [ws 1incas celulares sc considerd 1o supusonte:;

a) Roquerimiento cclular continue de 2 x 10° celulas dos voces por
SEMmana.

t) Cambib de medio de cultive, segim la densidad celular.

<) Posibilidad de comaminacién microbiana, para ello se monitorearon
contimuamentc |ag lincas cetularcs para obscrvar su compartamicnto de
CIeC) MISD y APATIENCL) MILTOSCOEa.

& Ademis ac mantuvo un nimere Limitado de pasajes (no supenioc a dic<)

para evitar envejecimiento celular.

Las ¢élulas e cultiviwon rulinariamentc ¢n momosapa on frascoes de culbvo
T25, con MEM y SFR (9.1), sin antibidtco a 37°C con una stmésfera de
CO, 8l 5% y 100% dc humedad ciativy,

Pam pwevenur la contaminacsén de todo b alltiva, 8 1a mitad de Ios frascos
ac le realizd & combio de medio de cultivo los Iunes y los jueves, y a la
otra mitnd las martes y viernes.

A cada linca cclular sc ¢ midd la densidad de siembra, 1a cual debhe sor
superior a 2 x 10° células, to cual proporciona un 70-90% dc confluencia
despuds de 7 dias de mantenimicnto o después de 4 6 5 dias dcl ensayo;
ésia densidad ae utilizd dos veces a la sernima para mantener las eélujas en

culgvo rutinario y para evaluar 1a actividad de los medicamentos.



2213 Preparncién ¢ isoculaciin de bas cétulan
Todas las células en monocapa se separaron «de oa frascos e cultivo
adicionando L sml. de tripsina al 0.25% y manteniéndols a 37°C por no
més de |5 minutos,. la Uipsina se inactivé con ¢l SFB previamenic
afiadido al medsp de culbive MEM
Las e£lulas s separaran entre si, mediante un suave y vepatidn papcico y
poSteniOonNMents se pontarom en la cAmara de Nenhaner,
Utteriur al conteo se realizaron las diluciones necesariay para obtener nna
suspension cclular de $ x 10 células/mL, las células sc mocularon en ma
placa de 96 pozos eo un vodumen de 100 pl /pozn, ¢s decir 5,000 ctlulas.
De dicz a doce poana con otlulas 0o se exparsieron a los medicamentos ya
que se utilizaron de control, a otros cuatra pazos se les adiciond wna
alicoata de 100 L de medio, loe cunles o~ considevaron como hlanco sm
modicamerio y finalmente se sembraron dos pozos oon medio de cultivo
y lag difcrentes dosis de o loz agentes on cstudio, ¢stos pozos se
considinwon comun hlancos con medicamcnty.
Las plarss ue preincybaron por 24h, @l condiciones de Rmpoatra y
presion mencionudas, para permiti su estobilizacidn antes de adicionar

lox jnedicamentos.



222 Astincoplisicos (Sclabidicaciéa ¥ dilacion)

2221 Peroxisomicina Al
Para |a cvaluacion dc la PA), se probaron 10 dilvcones scriplag; sc
cmpled una escalp peomética basc dos (1), 3¢ Ulilizd coow concentracion
maxima de A0pug/mL (7.78 x 10° M) y como conccntracidén minims de
0.07pg/ml. (1.36 x 1077 M).

La PA] sc disolvid ca elanol absolulo; cstudios proliminanss mosirason
que 1Is cantidad dc 0lvente wtilizada (<1%% dcl volumen total) oo altcra la
wviabilidad colular (11). Las diluciones sc prepararon con medio de cultivo
MEM

2222 Factur de mecrosis tesmorsl alfs
Al TNF, se le fracciond y conservd en congelacién 3 —20°C, hasta sa
requcrimiento. Postenommenic, cada alcuota s¢ aford con medio de cultive
a | mL., pars prepagar las dilucioncs. Las conocontraciones empleadas para
evaluar gl dafia oclular fucron las siguientes: 1, 5, 10, ¥y 1860 ng/mL, estas
cancentracipned 8¢ seleccionarpn con hase én la respucsia de algumas
lineas calulares reportada por Fransen y cols. a4 y Ruid y cols. @n

2.2.2.3 Actinomicina D, Mitomiciaa € y S-Flnoroaracilo
La Act- D, Mit y STU 00 solubles en med acunso, a2 afisdieron al medio
d¢ cultivo y s prepararon Justo acs de cady experinonto,
Una solucién de Act-D dc 1 ughml. sc prepard pora b sensibilizacian de

lus Jineas calulan=x en «studho.



Parg la Mjt se prepararon ocho solucionws sanmias on escula geoménes
base dos, 3¢ utilizé Como concentracidin mixime 100pg/ml. y Como
woncentracitn minima de 0. 78pug/mi..

Pare ¢ SEUJ z¢ preparanon ochd solutnncs sonimdag cn cacala geomémca
base dos, como concentracién mAxima xe emplearon S0pg/M). ¥y una
concentrecitn minima de 3 S0ug/ml.

Con 1a fimalidad da establocer 1as concentracionss inhibitorias S0%%e coa <l
mé&todo de MTT, 1as lnoaes cclulacs se expusieaon a las concontracioncs
de Mit y SFU ya mencionadus por un perssio de 48h,

2.2.2.4 Exposicifa concurrente de PALI+TNF
Para buscar ol efccto de 1a Interaccion dc los compucstos cn las dirmias
lineas eclulanes, »e selecciond ia concenracidn de PA1 que produjoe o 5(F%4
de dafin y la emncentracun immediata mierior para eada lines eelular, las
cusles se mezelaron con 1, 5, 10 y 160 ng/ml. de TNF, se sembraron
cumtro pozos de cada combinacién, cxdta ensayo se realizd pos tnplicado en
cada una de 1as prucbas de cnotoxicidad.

2225 Pretratamiento con Actinomicina D
Adicionalmentc 1as lincas eclulares s¢ scaxihilizaron utilizando o mhibidor
de sintesie 42 protrinag; Actinomicina 13, La previa exposiciéon a este
coOmpuLEsIo A una condentracion de 1)g/ml. permite que cédlulas normales y
mcoplisicas respookkm al TNF 6y, La exposiciim se llevd a cabo en dos
persodas, o puriy de 1b y olro protoneado de 24h Bl madio de cultivo sc
retwd a) kcrminar ¢f tiempo dc exposicién y s¢ afiadib la PAl y la

combinacidon PA HTNE.



2.2.2.6 Exposicién concurrente PAI+Mit y PA1+5FU
La finalidad de este experimento fue determinar la posible interaccion
entre la PA1 y los antincoplasicos Mit y SFU. para ello se determinaron las
CI50 de ambos compuestos en cinco lineas celulares.
La CI50 de la Mit y la CIS0 de Ia PA I de cada una de las lineas celulares
en estudio fueron combinadas para evaluar el efecto de los compuestos. De
la misma manera se realizé para la PA 1+5FU
Se sembraron cuatro pozos de cada combinacion y cada ensayo se realizo
por tniplicado para cada una de las pruebas de citotoxicidad.

2.23 Incubaciton
Inmediatamente después de la preparaciin de las diluciones se afiadieron al
cultivo, alicuotas de 100 ul de cada dilueitn en cada pozo de la placa. In
distribucion de ésta se ajustd de acuerdo al o los agentes a evaluar, en la

figura 6 se muestra un ¢jemplo.

Figura 6
Ejemplo de la distnbucion de una placa de 96 pozos
Controles = C, Blanco con medicamento = B, Blanco sin medicamento = S v Probando = P



Como log pozoa ya contenian las oéjulas en 100 pl de medio de cultivo, la
comcemrackSn final, fue la miiad de b dilucion.

El tiempo de incubacidn con el medicamento fue de 48h a 37°C e wna
atmdafea de 00, al 5%y 100P% de bhhoncgad relativa,

Al finalizar el paiodo de incubacidn, ias placas se observaron en ¢l
MNVEToscOMo para evaluar la muwfologis cclular, 12 comoboracen de los
cfectos criotdxions se renizd con luy pruchey idc Azul de tnpano, MIT ¥
SRB; paw» lo cual se scnbraron 3 placas idéntices pare caxde una de las
pruchas a las condiciones anteriormente menciowmxias.

224 Evaluacitn de Ia citotoairidad

22.4.1 Evaluscitén morfoligica
La viabilidod celular se determiné 48b después de Ia adicién del o los
compuestos, mediante revision en €]l invertoscopio. Como criterio de
citotoxicidad se emplat c©l dcsprendimiento, encogimientn celular y
condcnsackia ded citoplasma.

2.2.4.2 Prucha de exclusién de codorante (Azul de Tripane)
EH Anil dc Tnpano cs uno de los coloranies mas tanpleados para evaluar ta
viabilidad cclular, ¢l fumdamems del mé&adn descrito por Tolnai (M), sc
hasa &n gque ciertos calomntes no penctran en células vivdd, micniras que
lazs c€lulas muecrias m loz cuptan, por (anty la visuahizacién de Ia

morfologia celular sc tacilita considevablcaxente.



IPara ello, s transfind con una pipcta Pasteur una pequeiia cantidad de la
suspension cciular mezolada con ¢l colorante amyl de ripano, a la cAmara
de MNcubaucr con el cubrcobjcdns previamente eolocada, fucgo =¢ llenaron
ambas cimaras par capilanded.

Se comtaron Wodys las ofjulas del cuadro central, y las vbicadu= en los 4
cuadros luterules de 1 mm?, Lac odlulas no viables, s¢ tifien de azul y las
viabléx no lo hacen S¢ cxamtaron por separado 1k ctluluas wiubles y Jus no
viabics, postenosmeute se repitvd 1o mencionado pera I» segunda cimixa
Cuando wés del 10%% de Jas células sc epoontr$ ©n gnamos so repibd ol
procadimicnta, las célulsg fuerun dispamedas mediante un pipetco s@ave y
repatida.

22.4.3 Prucba de M1T
34,5 Dimctiltiazxi-2) 2, 5 bromuoo de difecoilictrazolio)
La prucba dc MTT descrila por Mosmann (39 €sti basada en la reduccion
dcl bromuro de¢ 2.5 difenilletrazolio. Hsic compuesio s una ssl
hidrosoluble, que da color amarillo ep ¢l modio de cultivo ¢ en salucioncs
salinsas que no conaengan nope fenol. Bl MTT disnelto es convertido a un
formazan de colar puarpura inscluble por division dei anillo tetrazélice; por
1as deshidrogenasas mitocondriales La producciém de formazan es
directaments proporcional a 1a viabilidad y sobrevida celalar; ol compuesto
sc solubiliza con isopropancd, dimcetil sulfiSxikio (IMPMSO) u otros solvenics.
1a cantidad del matexial disucito ¢ mide en ef espectrafotdmctro, e la
abhsarhancia en funcién de la comcentracidn del caloramte convertida ©9,40)



En este trabajo sc realizdé una modificacién del emsayo coloriméinice
original (an); sc afladié diroctamente una alicuoda de SO pl. de MTT (1
mg/ml.) en medio de culhveo sm smicio fetal bovimoe o gluamma a Gdos loa
povos (prohandoa, onmrolex y blancos), ¢ cultivo e meubd por 4 horas
para que cf MTT s¢ metabolizara a formazan, posteriormente ef
sobrenadanie se asprd y se e aftadieron 150 ph de DMSO para disolver ¢l
formazam; ias placas sc agitaron lenta y cridadosamente finalmente, se
leyd la absorbancia an el lector de placas a una Joagitud de onxia de 540

> 1L

22.4.4 Prucha de Spifprogdumins B
La detaminacidn det gecnpienty colular se realiod mediante la Linckdn con
Sulfmadaming B, o cual se une & los mmminodcidos bhasicos dc las
macromoléculas cclularcs, ¢l compucitd =¢ solubilizd y se leyd
cspoctrofotométricamente pars obtcncr la concentracidn total de las

PIRCITIAS PIescrtcs (an,

Los cuitives de culas adheridas (S000 oSlulaz/pozo) se fiaron in sile con
50 pl. de dcido tncloroacttico (ATC) frio al 50% y se incubaron durante
&0 minuins a 4°C. El snbrenadande se desechd v Las placis se lavaran cun
agua desionizada y se secarco a temperatwa del cuarte. Postsziormecute se
aftadié a cada pozo 100 pl de sulforcdaming B al 0.4% en dcsdo auético al
194, se incubaron por 10 mimutos 8 25°C; Ja SRB libre sc removid
mediantc 5 lavados coa icido actuon al 1%, dapués las placas m: secarpn
al ame; el colormnte fijmlo se disolvid con buffer tna, v se leyd la

ubmayrhancia 0 ypa longiud de aaxda de 570 nm.



225 EVALUACION DE 1.OS DATOS

2251 Morfolégica
La escala de evaluacién visual empleada en este método fue la siguicnte:
(1) indica 25% de dano celular, (++) 50% de dano, (+++) 75% de dafio y
() 100% de Juilo cclular, s¢ considerd comu dakas celular ¢l
desprendiiniemn, encognmienio celular y condensaeitn del ciloplasma,
I.a concentracidn de s perans que ruxand dafio cedular total se comiderd
como la Conceniracion tdxica masima (Cimax), mientras que la
concentracn donde las células formaron monocapa parccida al cootrol se
considend comeo la Cancentracidn eéxica minima (Ctmin).
l.a comconiracion tixica 5% (CTS0) de kas efjulas normales y malignes sc
calcul® de acuerdo ul Mélodo de Flwall 43), que consiste en [a media
goomaric de 12 coteenircadn citaldxica intal y 18 comeentracin mixima
no Hixica probada

2252 Excinsiéon de colowante (Azul de tripans)

Para obtener l0a valores de viabilidnd se empled el siguiente cociente:

Viabifidad cehular (%) = total dc [as cglulgs viables (no tefijgdas) x 100
1otal de las células {tetiidas o bo)

2253 Prueba de MTT
1 03 valorcs de ahenrhancia dc cada placa se registraron para obiener ¢l
siguiente cociente: a ahenrbancia de fondo medida (medio de cultivo), se
restt del valor conbyl (Inedio + oélulas) y las mediciones del medicamcnun
blanco (medio de cullivo + ageole (8) - células) se substrajeroan de loa
valores dc prucha (medio + Gilulas + agemte (s} Tinasimente se calculargn

>



loz valores promedio ¥ su desviacion cstasular; lns datos s¢ exprexan como
% de PAC (Probando/Cortrod) ().

Absorbancia de céfulas probadas = 100
Absortancia de céiulas conmol

Lo que cxpresé 1a viabilidad cclular y la sobrevida en prcscocia de los
medicum erntas.

Tambeén se rcnlizaron bos calculos pars fw concentracidén del agente
nprohado que da wn valor de PAC det 50% y 4%h después on ausenca de los
compars1os para evaluar sobwevida

Adicionalmente se ealcularon las linens de cofrelacién para cada una de las
Iineax celulares expucstas 3 1a PA1 por 48h, o3ta tinea de bondad y ujuste
respande al modelo malemitico de la rocia de minimos cusdrados y s
calcubd on ¢l rango de viabilidad cnire RV y 0%,

12254 Prucha de Saormdamins B

Con el ensaye de Ia sulforodamina B («2), se mid)d 1a absorbancia de la
poblacién celular (5000 células/pozo) al tempo (0 (momernio en el que se
afadié ¢l medicamenio). adicionalmcmote se obtuvicron blos valoces de 2
plecas de reforcucia de o€lules moculadas y fijadas con écido
tnclosgacético, antes de agreegar ¢l medicamncIno.

Azi se obtuvicron tits medidas: absorbancia del contol (C), absarbancia
a@el probendo (P) y absorbancia en el tiempw cero (TO)

El efecio medido de kos compusstos sobre una linea cetular se caleulé de
acwcrdo a las siguicoiey expresiones:

S P o3 mayor o yaual que TO, o Gilvulo es:



100 x [(P -- TOM((C — TaY]

$i P &s menor que TO, indica mueyte eelular y pucde cadcularse:

100 x [(P - TOVTU)

Asl para cada combinacidén madicamento-lines eclular, 3¢ produce una

curva dosid-Irespucsta ¥ es posible calcalar tres niveles de efecto.

La inhibicion de crecimientn S0 ((GIS0) xc caleulé a partir de:

100 x |(P — TOMC — TO)] — 50, donde la concentracitn del medicamento
proddujo una reduccidén del 50% cn el wcremento proteco pote cu las
ofiulns conuol duvaotc la meubackin del modicamonto.

Hl ceiculo de ta imhabicion del crecimiento por efecto del medicamento, sc
calculd de P = T0, donde la cantidad de privicina al finul de la meoubaciom
de] medicamento fise izl 3 la cuohdad preseote al micio,

Fl céiculo pars concentraciom Ictal 50%4 (LCS0) qur ov 12 concantracitn de
medicamentn que produjo una reduccidn del 50%4 en las proteinas medidas
al final de la incuhacién del madicamente, comparindolo cod € vilor del
tnicio de La inoculncion, e indicd pérdida neta do 1eas oélulas sognidas ca ol
ansaya

La L.C50 se calcula dc:

100 x [(P — TOWTO} = —50

2255 Prucha de ANOVA
Sc utilizd una prucbae de ANOVA pam evaluar los resultadoa obtenidos
con los métodos de azal de tripano, MTT y SRB y detesminar similinades



cntre 108 pozos com céfulege imiadas con iguales conceniraciotnes de los
agemes tanto en 13 misma placa como on las placas similares.

226 Definicija de kn interacciom
Pura este fin s¢ ampled of método dencrite por Montis Berembaum (13, el
cual permite analizar 1as relaciones dosis-efecto endre los agerscs probadoa
e una combinaciéa, dicha combinacion es aquella gue produce una
mhabicion del crecimienio en ¢l 50% de 1a poblacion oclular. Este método
tambeén exsmina la cuantificacién de loa efoctos y pamite definir la
cxisiencia y cluse de interaccidn de Jos compuacstos en cstudio.

El mdor propone la existoocia de un puro de refarencia comra el cual
civcio obscrvado puede s juzgado, a este punto de referencia se Ic conoce
con ¢l pombrt de efecto csperado o efectn calcaslado, o cusl se determina
mediantc el criterio multiplicativo, &stc se ohtiene del producto de La
multiplicacién del cfecto ¢lc dos agentes probados de manera
mdcpendients a una dogis determinada Este criterio se basa #n modclos
bésldgicns ¥ s amplea exticnsnments en la investigacion del canocar.

Uaa vew obtenidos e efecto esperade v el efecio observado. los datos
fueron snalizadon mediante los siguiendes berramientas estadisticas: para
vernficar la condicion de normalided la prucba Kolmogorov-Smumnov (14,
uns prueby de Cochrap pars comparar las vananzas y aphcacion de Is
ptueba de comparmciones maoltiples 1.SD (minima difercncia
estadisiicamente significadiva). El mivel dc significancis o valor de p

Tequenido para establecer yue nn my diferenciad fue de 0.05,



Otro enerio cmpleadn en la detesminacidn del tipo de iteraccitn catre los
compuestns fue ol Indice de combinacién (1.46, €] cual expesa la relacion
entre Jas doms de los agemes que producen un efecto especificn, parm exte
estudio se emples la concentracion wmhibitona 50 (C150) obtenidas para
cada uns do lss lincas cclulares estudiadas v 1as dosis en una combinacion
quc presentaron o 5024 de mhibicwim del areamiomo colular.

Crrtecios para define el tipe de inlevaocsdn:

Un Indice de combmacidon <0.% se considerd comro mieraccidn positiva o
potanciacioa

Si €l resvitado del mdice de combmacidn s cocontd e Q90 y 1.10 so
corraderd muTaccibén com u sumacién,

Si por &1 conwmanio, el resultado fue >1.10 se definié como interaceion

DepAliva O AMagoniSmG.



CAPITULO TRES

RESULTADOS

3.1 EVALUACION MORFOLOGICA

3.1.1 Espaoxicion a Peroxisomicina Al por 48k

1as ctlulas de higado de Chang, colon y fibroblastns no prescrtaron
cambhios owrfoldgicos en Iags primeras coatro dosis (0.07-0.6pug/mL), en
tanto gue las células de hepatoma, hepatoblastoma auienoCa de tnama y
Ca. & ocirvix masireron  encogimwmo  oclular, condensacion  del
citoplasme y desprondimiouo del sustrato a partir de 0.15pg/ml (dusis 2).
Lu exposicion A 2.5 ug/mL (dosiz 6) produji on 1ay oéiulas peoplisicas de
bhepatoma, bepatoblastioma, adenoCa de colon, melmoma y Ca de cérvix
dafio meyor o igual al 50, en cambio las células henignas y s neopldisica
de mamg imicancnic presentaron allcraciones ca ¢l 25% Je In poblacion
A la dosis de 10 pg/ml (dusis §) todas las oélulas e estdio preseataron
dafia muyor o igual dst 50%, En la tabla 28 sc muctra s cvalmacién dc la
moriologia de las lincus celubanss expucstas a PA1 por 48h y en la tabla 2b
se aprecian las conumiraciones mAximad, cimcuenta y minimas



Tabia 2a
Fwvaluacsdn morfolégica de lincas ool ulares expucsies a PA1 por 4Rh,
Porocraje de dafia: (-5 0%, (+) 29%, (++) S%, (++) 75%, (+++) 100%.

Tahin 2b
Concentracioncs manmas, cokucins ¥ minimas de PA | an lincas celnlwcs cxpuestas al
compUesto por 4Kh,



312 Exposicidm a TNF
Todas las lineas celulares cxocptn adern(a, de mumm  presontaron
mosfologin sintilar al contrad, 2 b decaina de 10 ng/ml. ks celulas
nooplasicas de muma mostraron alteraciones en el $0% de la poblacidn
Fn la tahlz 3 s¢ mucestran los resuliades obtenidos y se windica con rojo o
dadfic observado pam s células de adenoCa. de mama

Tsbta 3
Evaluacidin morfologica de lineas celulares capucstas 2 TNF por 43h
Forcentaje de dufia; (-) (%, (+) 25%, (++) 50%, () 75%, (+++) L00%

3.1.3 Exposicidm a PA1 y TNF
Fn (a tabla 4 se muestran los rcsutados de dos &kwis de PALl en
combmnacitn com 1, 5, 10 y 160 ng/ml. dc TNF para cada linea cetular
cxpucda por 48h, cn rojo ¢ indican loes combinaciones que producroen
[00% de dafo, parn las cétulas de adenoCa de mama 3¢ obsevd an bus

combinaciones de LOpg/ml dc PA1+10 v 160 ng/mL dc TNF, en tanto que



para Ca. de ¢érvix en la combinacién de 2.5 mg/m]. de PA! y 160ng/mL
dec TNF.

Tabla 4
Evaluacian morfolégica de Lincas colulares expisestas p dos dosic de PAT en
cambinacion can 1, 5, 1D y 160 np/ml. dc TNF por 4Rh
Poroomtaje de: dafia: (-) 0%, (+) 2596, () 0%, (+1+) 75%, (H-++) 100%.

las Jusis do PAL conpleaddas fucron aguellas que produycrom ¢d 50% de
dafie y Ia dosis mmediata menor, para el TNF se emplesron las cuatro
dosis seleccionadas para el estudio.

E! catamien con l2 dosis menor de PAl presente la combinaci6n
produjo en las lincus cclularcs a excepeién de Ca de cérvix encogimianto
y desprendiraicnto dof substruin y menor a igea] que las ohsuervados con la
exposicitn de PAT.



Las dosis altas de PA] pr=azMes en la combinacion produjcron en las
cClutas de higado de Chang, colon y adenoCa de colom S0% de dafio, en
mmwmdechwlnmNmmmwwuﬂM
dado dependiente de la cantidad de TNF,

Ea las figwus 7A, 7B y 7C sc maestran microgmfias de kas lincas celulares
cxpucsias a la combinacidn PA 14+ TNF por 48h que produjo isclocto y sus
respectivos omilrols, (factor de ampliacidn 320x).



Figura 7A
Lincas celulares de higado de Chang (2), hepatoma (b) y hepatoblastoma (c)
expuestas a PA1 + TNF por 48h, presentan disminucién del tamafio,
encogimiento celular v condensacion del citoplasma. En (a'b’c’) se muestran
sus respectivos controles
Factor de ampliscién 320x



Figura 7B
Lineas celulares de colon (d), adenoCa. de colan (e) v fibroblastos (1)
expuestas a PA1 + TNF por 48h, presentan disminucion del tamaio,
encogimiento colular v condensacion del entoplasma. En (d'e’f" ) se moestran
sus respectivos controles
Factor de mmpliacidn 320%



Figura 7C
Lineas celulares de adenoCa de mama (g), melanoma (h) y Ca. de cérvix (1)
expuestas 8 PA1 + TNF por 48h, presentan disnunucion del tamaiio,
encogimiento celular y condensacion del citoplasma. En (g'h717) se muestran
sus respoectivos controles
Factor de ampliacitn 320x

41



3. 1.4 Pretratamiento con Actinomicina 1)
En la tabla 5 sc mucstra la cvaluacidr Jdcd efocto de la PAL y PA1+TNF en
lag diferentes [ineas celuleres previamente sensibitizadas con 1pgsmi. de
Actinomicing [J por penodos dec 1 y 24h, en 1ojo sc indican s células
opucstas a PAl y/o PAT+TNF sengibilizadas con Aci-D que presentaron
dafia en i torwal de lax célylas.

Tabla §

Evatuacian morfoldgica de lincas colidares expucstas 1 PAY y PA L' TNI por A8h
presensibilizadas con lug/ml de Actmomicina [ por Th (®) y 24h (®*),
Povoeutsge da dafio. (-) 094, (+) 23%, (++) 3006, () 7996, (++++) 100%
Todas las lineas colulares fuesuwn sensiblex a la Act-D, 1as célulag de Ca. de
cétvix presentarom toxicidad ded 100% ocon ¢l ratamiento de 24h.
Ias células de higada de Chang, hepatoblastoma, colon y adenol’a de

colon  sensibilizadas com Tug/mi. de Act-D poc lh y expucstan
=



posteriormentic a la FA 1 por 48h prescatarom el misimo dafio que ias células
no sengibilizadas, sin embargo ¢ tratamiemio con Act-I por 24b produjo
en las dos lineas henignas dano de hasta un 75%, lo cual no ocursié en las
neoplasicas de hepaloblastima y adenolCa de coloe...

Para fibroblustiu, mclanoma, Ca de oSvix y adenoCa de tmama Se
observd que ef dosfiv celular se incramentt m 507 oom In sensibilizacidn
de 1h, en cambie con la sensibilizacyén de 24h presentaron 100% de dafio
las tres pnmeras Lincas mencionadas.

Por oum partc, on las combinaciones d¢ PAI+HINF sc obscrvd gue Is
scnsihihizacidn com Act-ID & uma dosis de |pgfml., sumentd el Jafic on
todas las Iineas cohulares. Filwoblastos y melanoma presentaron
alterncioncs en el 100% dc Ias células con &) tratamienio de Ih, en wnto
quec higade dc Chang, hepatoblastioma, melanoma y Ca. dec cérvix o
prescvtaron con lu semsibwliacion de 24h.

3.15 Ffectode in PAL com 0fros antineoplisicos
J.1.5.1 Efecto de la admimittracifén combinada de PA L+ Mitomicina

La xicidn combircuda de Jos cemwpusstos produjo en las oflulas de
hepmioblastoma, cobon y adenoCa de colon desprendumiento y
encogimiento cetular en ln totalidad de la poblacydn. en lis oélulas de
higado de Chang y adcnoCa. do mama sc observad dafio sdlo en la miiad (e
1as eflulas.

Los mesuhados de la evaluacion de las Jineas orlulures expuesias a
PA 14+ M1t 8¢ ohagrvan en |a 1abla 6.



Lin

PA1+ Mit

Higado de Chang

++

Hepatoblastoma

++++

Colon

++++

Evaluacién morfoldgica de lineas celulares expuestas a PA1, Mit y

PA1+Mit por 48h.

Porcentaje de dafio: (=) 0%, (+) 25%, (++) 50%, (+++) 75%, (++++) 100%.

3.1.5.2 Efecto de la administracion combinada de PA1 + 5-fluorouracilo

La combinacion de PA1+35FU produjo en las lineas celulares estudiadas
desprendimiento y encogimiento celular solo en el 50% de la poblacion, lo
cual se observé de manera similar en la exposicion con solo uno de los

compuestos. Tabla 7.

Linea celular

PA1+ 5FU |

Higado de Chang

++

¥ Hepatoblastoma

++

++

+ 4

Evaluacion morfologica de lineas celulares expuestas a PA1, SFU y PA1+5FU por 48h.
Porcentaje de dafio; (-) 0%, (+) 25%, (++) 50%, (+++) 75%, (++++) 100%.



3.2 EVALUACION CON AZUL DE TRIPANO

La prucba de ANOVA realizada para evaluar la similitud entre células expuestas
aadacamuwiénmpuﬁwhddolmmmhmiﬂmphaymm
plmmmmmmmup(nmamm
superniores a 0.05, con lo cual se asumié similitud entre los tratamientos.

3.2.1 Exposicién a PAL
En la figura 8 se muestran las curvas dosis respuesta de las lineas celulares
expuestas a la PAL por 48h.

e W de Chang —i— Calon e AdeooCa mams

“ Hopotos ——  AdeacCa colon % Ca deodrvix

= Hepaoblassorss e Melshoms ~=—  Filwoblesics
Figura 8

Viabilidad de lineas cclulares expuestas a PA1 por 48h.
Prucha de mzul de ripang



Las células benignas de higado de Chang, colon y fibroblastos y la
neoplasica de melanoma presentaron valores de viabilidad mayores del
85% en las primeras cuatro dosis (0.07-0.6 pg/mL), gradualmente el dafio
se incrementé encontrandose captacion del colorante en el 50% de la
poblacion entre 5 y 10 pg/mL (dosis 7 y 8) para el caso de las células
benignas y en 2.5 pg/mL (dosis 6) para melanoma.

Las lineas neoplasicas de origen hepatico y de colon presentaron una
progresiva y abrupta disminucion de la viabilidad celular del 50% con 0.6

ug/mL (dosis 4).

Las células de Ca. de cérvix presentaron una disminucion de la viabilidad
dependiente de la dosis, [la viabilidad 50% se observé con 2.5 pg/mL
(dosis 6)]. Por otra parte, la linea celular de adenoCa. de mama mostro
una gradual disminucion de la viabilidad, la exposicion a 10pg/mL produjo

un 55% de muerte celular.

En la tabla 8a se muestran las dosis a las cuales las distintas lineas
celulares presentaron dafio cercano al 50% y la viabilidad de las células no
expuestas a PAl (células controles) y en la tabla 8b se muestran las
concentraciones méximas, cincuenta y minimas de las lineas celulares

expuestas al compuesto por 48h calculadas por el método de Ekwall (3).



Tablia Ea
Vigbilidad de lincas celulares expucsins a Poroxisomicina Al por 48h,
Prusba & anil de tripand

¢ CHaolrs no cxpucstat 8 Paroxiasmicine Al

Linea Celular Coucenlrscién pg/ml.

CTmax CT= : CTmia
1digndo e Charg 40 207

) 3 PSTANY 10 O.ER 0.07
Hepmoblastoma 10 Q B8 0.07

4 69 N&
0.88

14. 4
144

20 118

40
14y
40 707
40
10

Tabis 8b
Copoeniraciones miximas, cincncots y minmas de PA ) mn lioass eclulares expucstag al
coMmpucsts Pof $8h
Azul do sripann



3.2.2 Electo de In exposicion a TNF
Ln viabilidod celular en tndas lax lineas estndindas a excepcibn de
adenoCa de mama fize mayor del 85% con laz cuatro dosis probadns, s
células de adenoCa de mama presentaron tras la exposicion a 10 y 160
ng/ml., dafic en un $4 y 49°% de la poblacién respectivamente.

323 Efecto de la administracion combinada PAL + TNF
En la tabla 9, se mucstra la vishilidad dc las liincas cchilarcs cxpuesias a
ocho coambinaciones PA1+TNF y el de la expasicion a PAl, en roje se
mdica la combinacion que produjo ol 50% ds viabilidad.

TNF ng/ml.
a5 | e
ki 67
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Viabilidagd de¢ lineas eclularcs expucstas 8 dos dosis di: PA1 y ocho combiinaciones de
PAI+TNF por 48h.
Prucha de Azal de niparo



Las células benignas de higado de Chang v colon expucstas a PAI+TNF
no presentaron diferencias significativas con respecto a las células
expuestas a PAI

La wiabihdad de las lineas celulares de hepatoma, hepatoblastoma,
adenoCa. de colon y melanoma expuestas a PAI+TNF fue menor o igual
que aquellas expuestas a PA|. En cambio, las células de adenoCa de
mama y Ca de cérvix mostraron en todas las combinaciones valores
menores a los observados con la exposicion a PAL La diferencia mas
marcada se localizé en las combinaciones con las dosis de 10 y 160 ng/ml.
de TNF

En la figura 9 se muestra Ia captacion del colorante azul de tripano por las

células de melanoma

Figura 9
Células de melanoma teftidas con azul de tripano, factor de ampliacion 320x

<9



3.2.4 Pregatamientio cow Actitomicima D
La iahitudad de taa celvlas scnsimbizadas con Act-1) (1 y 24h) ¥ im ultenor
exposicidn a PA1 y PA1+TNF se muestran en 1a mbla 10.

Tablz 10
Viabilidad de lineas celulares oxpucsias a PAL, PAT+INE por 48h y no scoxibilizadas y
senshitizadas soo 1 up/ml de Adinomicine D por 1h (%) y 24k (**).
Fruche de Anul de Gepamd

Twdag |ax lincas ¢colulares respondicron al cfecto thxica de 1la Act-D.

Lax célulps de higado de Chang, colon y adenoCa de colon expucstas a
PAL1 v prcsensibilizadas con Act-D por un periodo de 1Th no mostraren
difcrencias oom las no pretratadag, sin embargoe la sensibilizacién por 24h
disounuy¢ la wviabthidad al 5% en las células denignoes en tanto gque la
linea neoplisica de udanuCa. de colon se mantuveo igual.



Para fibroblasios, adeopyCa de mema, melsnoma y Ca de pérvix la
sensibiduacidon con Act-[) en ls dos perwdoa cstudidos Bvorecid el
efecan Wdxica de la PAL.

Las lincss crlularcs expucstss 8 las combinaciones PA |+TNF que fueron
poviamenic fSenwbilizalas con Act-ID moastrasom valores do viabitidad
murcsdamente dimmmuidim 8 excopeiin de whanonCa de mamsy.

TLas células pretratadas con Act-D por 1Th 0o masdraron dsfevencias con lag
ctlalus expucsias 8 PAl, en tanino gue las semibilioadas por 24h &i
presentaron una notoria disminucion de a vinbilidad.

3.2.5 Efecto de la exposicién de 1a A1l com otros antineoplisicon

3281 Exposicidon a8 PAI + Mitomitina C
Lag dosis empleadas de PAl y Mit fucroa agquelles en las que sc obscrvd
citotoxicidad an el 50% de la poblaci6n, como se muesira en is 1ahia 11,
La cuombinacién de ambos compuestor produjo en s célulat dc
hepatoblastorza, colon y adenoCa. de colon un decvemento en |a viabilidad
de hasta un 70%, par olma parte lus ctlulas de higado de Chang y adenoCa.
de mama no prezentaron dabo mayor que & ohservado eon ks

adminisiracion de une solo de s agentes,



Tabla (1
Viabihdnad de lineas eclulares expucstas a PAL, Mit y
FAlt+Mit por 48h
Procha de Aznl de tripano

3.3.5.2 Exposicion a FAl + S-fleorouracile
L [ineus celulares expuestas s la combiracion PA 145F1] no mosiruron en
ninguns de s 1zas0s valores de viahilidad menores a las observados en ia
exposiciim de PA1 6 SFU, como s¢ obscrva on [a tabla 12.

Tabip 12

Viaknlidsd de lincas colidares exporsias 1 PAL, SFU y a Ia combiumeuon de

PA1+5FU por 4B
Pounba de Azl da ripame



33 EVALUACION CONMTT
La prucba de ANOVA realizada para evaluar la similitud entre células expuestas
a cada concentracion en particular del o los agentes en la misma placa y entre las
placas mostré en términos generales valores de p (niveles de significancia)
superiores a 0.05, con lo cual se asumid similitud de los tratamientos

3.3.1 Efecto de la exposicion a PAL

Las curvas dosis-respuesta construidas con los resultados obtenidos de este
miétodo se observan en la figura 10a

N it

Figura 10a
Curvas dosis-respucsta de lineas celulares expucstas a Peroxisomicina Al por 48h



Tus ctlulas de higado de Chang, colon y fibroblass presentaron wna
vighilidad cyfular mayor del 95% desde 0.07 a 0.6 pgimi. (dosis 1 & 4),
postenormenic p¢ hservd 1na disminucidn progresiva relacionada con la
cantidad de PAI wulizada, enoontréndose lss concontraciones inhibitorias
50% {(C150) fmry las céfulas de higado de Chang y colon ca 7.07 pg/ml v
para las céhulas de fibroblastos en Spg/mL.

Lo misma ocwrrid con las células de melanoma pero con uma pendiente
nds pronunciada, se alcanzé la inhibickn celular del 50% con 2.5 pa/ml.
(dosis 6).

Las cwrvas dosisyespucsta para [as Tieas neoplisicas de bepatona,
hepatoblastoma AdenoCa. dc coloa y Ca do c4rvIk mostraron una
marcada y progresiva disminucién de la viahilidad desde las doars muis
pequehas utilizades. Las trecs primerus lineas cefulares mencronadas
redujeron su viabilidad ul 5084 con lus dosis de 0.6 ¥y 1.25 pg/ml (dasis 4
y 5). v Jas de Ca. dc cérvix 8 2.5 pg/ml. (dosis 6).

Por ota parte, lax odlulas de adenaCa. de mama PrCSontaron  poca
scnsibilidad a la PA1. LaC150 se encontra en 14.14pp/ml. (dosis 8),

Lo tas figuras 10b, 10c, ¥ 10d s muestran las curves dosi3 respuesta de Ins
leas oclularcs cxpuestas a PA1 poc 486, con sus concSpondicnics lineas

de camrelacioa
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Curvas dosis respuesta de lineas celulares expuestas a PA1 por 48h, con sus respectivas
lineas de correlacion obtenidas por modelo matematico, la linea naranja indica la CIS0,
segun la linea de tendencia.
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3.3.2 Efecto de In exposicién a TNF
A las dosis de 1, 5, 10 y 160 ng/mL de TNF, la mayoria de las lineas
cclulares presentaron una viahilidad mayor al 80%. Por lo contrario, las
células de adenoCa. de mama fucron sensibles a la concentracion de 10
ng/ml., con una disminucion de la viabilidad del 53%. Las curvas dosis-
respucsta se muestran en la figura 11

S i e S B
AderoCae de mema
Figura 11
Curvas dosis-respuesta de lineas celulares expuestas a 1, S, 10 y 160 ng/mL de TNF
por 48h.



A partir de los valores de viabilidad obtenidos cob 1B prueba de MTT 3o
calcularon las copcontraciones inbibitorsas S0% (CIS0) para ambos compuestos
con ¢l métado de Ekwall, dos nesultpdos se muestrsn en Ig 1abla 13,

T Fra b v Cixe
Lirees Cetuianey PA1 (uz/ml)
1Gpndo de Chamg 7.07
Coton 747
Filsvblasios 500
Melanoma 1 245
-—-——.——-—‘-—-——-—l
Cs. de Céavix 167
Heptohlastoana 0.6&0
Addenola de oolon 0.59
Hemioma a.59
LA il 8 3 —
I;dcno(.‘.l.dcmm 14,14 10
Tubla 13

Concentraciones inhibilorias 5596 {C150) d¢ PAL y TNF en lincas oclulares

cxpucstas & s compreestes par 48h
Bructa de MTT

333 Efeciv de ia admimistirgcidéa combinads PAL + TNF
kin las figums 12a, 12b y 12c st tmesran bon hisdngramas de bas diferentes
lincas oclularcs y el cfacin de 1as combinaciones PAY FTNE. Lac dosis de
PAl copleadas en las combimaciones fucton aquellsy que produjcron ¢l
50% de viabilidsd celular y la dosis inmedisty mepor. Para TNF se
utilizaron 1a3 cunlro dosia seboccionadas para ¢l extudio.



En la figura 12a se muestran los resultados obtenidos de las lineas
odulmudemgmhcp&ﬁm‘mmahsoauhachuox
obswmmdifumiasmmlucaulaswnhseombmy
las expuestas a PA1, con las combinaciones de Sug/mL de PA1 se observé
una viabilidad mayor del 64% y para las combinaciones con 10ug/mL de
PA1 y TNF la visbilidad se observo entre 52 y 43%
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Figura 12a
Viabilidad de lineas celulares expuestas a PAL, TNF y PA1+TNF por 48h.
Prucba de MTT



Los resultados obtenidos con las células benignas de colon y las

nmlumum.amymamummu

figura 12b
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Figura 12b
Viabilidad de lincas celulares expuestas a PAL, TNF ¥y PA1+VTNF por 48h

Prucba de MTT
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Las lineas celulares de colon vy adenola de onlon expucstas a las
diftremtes combinacioncs de PAI+TNF no prescoritarod  Jiferencias
significativas cn los valores do viabilidad con wspecto a la exposicion

unxma PA)

Por otra pane, en la miona figura sc observd que Jas células de adenisCa
dc mama mostraron um marvado docremento o todas las combimaciones
La exposicidn de Sug/ml dc PAIHTNF mostté wna disminuciim de [a
viahilidad hasta un 40% y en la exposicién de 10ug/mL de PAI+TNF b
dismingeion fue hagia un 12%.

Fun la figura 12¢ se obsesva la viebilidad de lus lincas celulures de
filroblastos, melanoma y Ca de chvie Pama las dos primema lineas
mencionmdas 30)o cbsarvamas una notable dismmueidon de 1s viabiidad ex
las combinaciones de mayor concentracKin

Para ¢l cuse de Ca. de cédrvix se observd una substancial reduccion de
viahilidad = todas las combmaciones. En las combinacioncs de 125
p/ml. dc PAI+TNF, la vishilidad dosmmnuyd de 46 a 22%; y para las
combinaciones con 2.5pg/mL de PA+TNF ia visbilidad s encontré entre
43y
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Viabilidad de lineas celulares expucstas a PA1L, TNF y PAL+TNF por 48h,

Prucba de MTT



3.3.4 Sobrevida celular mlteror a 1a exposicién de PAL y PAY +TNF
Al conclyir las 48h de exposicidn con PA1 y PAYSTNF, los agentes fucron
retirados v sustituidos con medio dc cultivo eariquecido con SFB. la
incubacién s profongd por un periodo de 72h, pam posteriormente
detorminar & sobrevida de lak linecag cclulares en estadio (viahilidod
celular en ansencia de iod compuestos). Loa datos obtenidos con este

método se mopestran en la tabla 14.

[Léneas celuriared E:;L %Y | %8V EZPareTNF | %V % BY '
Higado de Cheog 100 « 10+ 50 o |
liepatmblasmma U] o1 034160 5 »
aoo. . IQO—'_“ 10+ % 48 1
AdetoCa dacolon | 0.6 4 2 06+3 © 47
Fibroblasios s0 ] | § 5+ 44 4
AdenoCa domama | 5.0 75 [ ses a7 6
Mclzinma 25 N b ] ? 2%+ 1ﬁ 5\_ i '3_‘
Ca do oeviz .23 63 - | 125+ 1% __;5

Tabla 14

Soubrevida de lincas celularcs expucstas & PAY y PAI+TNY por 48h v

cultnve proloogado cn guscoca de bos compuesios por 72h
Procba de MTT

NV — Vishidutard celubar {(48h de exposicon), % SV = Vishilidad cedular que pecmmmnece goserior » una
EpumGisn y aagen meientn 4o cultive en susancia del agomts poe 71



= sobreyyda de (oday las Hoeos celulures etpucitus a PAIL dismnuyd
significaliviunénte comparada con la viabilidad eelular determinads a las
48h, a excepeiéh de hepatoblactoma y sdenoCa de colon en donde la
reduccion fue ligerameme menor.

De igual mancra la schrevida de las Gélulas cxpiestas a la combimacion dge
PAS+TNF disminuyd notorianmenie 8 excepcidn de adenoCa. de cobon ta
cual presentd wna sobrevida scmcjantc a la viabilidad delaminada a ias
48h,

33.5 Efecto del pretrata puento con Actinomicima D
3.3.5.1 Senslbilizacios por 1k

En fas figwas 3a v 13b sv observa quo todas las linems cchilares
respandicron al efecto de 8 Act-D, In axposicion de 1pg/ml. de Act-D
durante 1h redyje la viabilidad en algunas lincss celulares hasta un S0%.
Al retirar €] medio que contenia Act-D y oxpones a cada linea ¢clular a
PA1 y PALFTNF poc 48h, sc obsavd que a sensitilizackén con Act-ND
aumentd significatrvamentc & efecto tanto para la PA1 como para las
combinacioncs cn las linces oclularee de fibrobiasios, melanoma y Ca. de
CLrving

Las lineas echilares de Chang, colon, hepatvhlasioma y adenaCa. dc colon
presentaron una  disminucidn de |la wiabilidsd ankamentc en  las
combinaciones.

En las células de adenoCa. dc mama o e ohservanon cambios wmportantess
en la viabdidad



3.3.5.2 Semyibilizaciéam por 240

1 a expozizadn de lns lineas calulares a 1ug/ml. de Act-I) por 24h produjo
un efcoto citotéxico significabvamente mayor pora bas lineas colulares de
Chang, colon, fibroblastos, mclanoma y Ca. d= afrvix, Sin combargn no =e
observaron difercocias on el cfecto ontre la cxposicin de 1h y 24h en
hpatoblastoma y adenivCa. de eadon

Se observd un decremente de la viabilidad en las combinaciones de
PAL4+TNF en higado de Chang hepsatoblastoma y adenot’a dc mama y
merws marcado parn fibroblastas, melanoms y sdenoCa. de colon. Las
células de colon ¥y Cu. de piavix expucstas a la combinacion no moetranm
diferencias con lus sensibiliadss con Act-D por Th. Log histogramas de
cada una dr las lineas celulares extudiadas s2 muesioon en as figurss 13a y
13b
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Prueba de MTT



3.3.6 Efecto de ia expoaicién de Ia PA] eoa atroa satineoplisicon
3.3.6.1 Exposicionm a la PA1 + Mitomiciaa C

Las CI50 de 1as lincas colulares expucstus a Mit y 50 s mucstran en la

tabla 15,
2 atared Mitomicina SFU ‘
— pgiml jg/ml.
Il $¢ Chang 1060 1000
Hepabrdlastoamn 1.25 124 49
Colon S 5000
AdenoCe dec colon SO 3538
AdenoCa de mama S0 S00.0
Tabia 15

Concentracionws innbetonias 50% (C150) de Mivtonmmons y S=Fluorowacalo en difesentes
limcas colulxres de scocrdo a le prache de M.

Fn la fimra 14 s moestra [a viahilidad de S lineas celulares expucstas a
PAIL, Mil y combinaciones PA1+MiL Para este enseyo se utilizsson las
Cls%0 dc laPAl ydc la Mt cn cada linea celular.



Las células Chang y las oélulas de adenoCa de mama expuestas a la
combinacion PAI+Mit no presentaron citotoxicidad, en tanto que
hepatoblastoma, colon benigno y adenoCa. de colon fueron
significativamente més sensibles a la accion de los compuestos.
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Figura 14

Lincas celulares expuestas a PA1, Mit y combinaciones PAT+Mit (ug'ml) por 48h



3.3.6.2 Exposicion a PA1L + S-flucrouracilo
La figura |5 muestra la viabilidad de las lincas celulares expuestas a PAI,
SFU y combinaciones PA1+5FU por 48h Las CI50 para ambos
compucstos calculadas por el método de Ekwall fueron utilizadas para
evaluar la administracion conjunta de los compuestos. La respuesta celular
a la combinacion PA1+5FU en todas las lincas celulares fue igual que 1a
observada con la exposicion de solo uno de los agentes en estudio.

*'s8 388 £8§ 333 =83
£g=s zgs Ege 3RS ER:
Chang Hepato- Colon AdenoCa AdencCa.
bisstorma ceColon  de Mama

Figura 15

Lineas celulares expuestas a PAL, SFU y combinaciones PA1+5FU (ug'ml.) por 48h.



3.4 EVALUACION CON SRB
La prueha de ANOVA rcalicada pars evaluar 1a similitud ontre oélulas expucins
3 txla concentracién en particular ded ¢ Jos agentes en la misma placa y entre las
placas Mmoslnd en términos gceoperales valores dc p (niveles de significancia)
superiores @ 095, con o cual sc asunué simibtud de Jos tratamsentand

3.4.1 Efecto de kn expoticién g PAR
Las curvns dasis-respuesta abtenidas de ba expoticion de las distineas
lineas celulares a la PAY por 48h y evaluadas con el método de SRB sc
muesitan en la figura 16, ka linea moja solwe cada curva dosc-respuesta
indica Ia dosis que produjo el 50% de la inhibiciéo del crecimiento,
1as ctiulas dc ongen bangno (higado, colon vy fibroblastos) prescntaron
wm crecimeentt cercana al 100% en las prwncras cuatto dosis probedas
(0.07-0.6 pp/mlL), posierirmente 9 Prraoité un decreoientn progresivo
en funcidm de la dosia, encontrindose & S0% de la inhibicién del
crecimiento entre § vy 10pg/mL {dosis 7 y B), mientras gue o las odlulas
neoplésicas de higado y colon 3¢ observd con D.6pg/ml. (domis 4). Para Ca.
de cérvix ¥y mclunoma la mbibickin dod crocimierno en e 50926 de Ia
peblacion sc obtuvo con las dosis de 125 y 2.5 pgholl (dosis § y 6)
respeclviamens,
El crecimiento de lay cflulas de adersCa de mama disminuyd de manera
Icnta; 1a inhibicién del 5024 ae produjo con la dosis de 10ug/mL (dosis R),
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Figura 16
Curvas dasis-respuesta de lineas celulares expuestas a PA1 por 48h
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Con los valores oMenidas se determind la inhibicion de crecimsento total
(TGT), ia inhibicién de crecimientn 50% (GI50) y dosis letat 50%6 (LCS0),

los cudles sc muestran on la tably 16.

Linea Celular = _

Higado de Chang 400 7.0

400 7.0

200 50

23 06

; 25 0.6

¥ AdenaCa, de colon 5.0 06
fAdenoCs. demsma { 300 | o

: 10.0 23

1 Tase t7

Tabhls 18

Ighibecién total 31 crecimicabo (TG1), inhibncién del precimiento U6 (GLSO) ¥
concentraciGn Jedal SO% (1.C90) dc bimcag celylarcs expucdas 3 eroxisnmicine Al por
4Rh
Pl de SRE



3.4.2 Efecto de Ia exposicién a TNF
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INFmampcioudeadmngdemdmlMW*
crccuumuodelsmeoonwylmadm.h:udmomh
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Curvas dosis-respuesta de lineas celulares expuestas a [, 5, 10y 160 ng’'mL de TNF
por 48h.
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343 Efecto de bn admimisiracién combimada de la A1 + TNF
El cfecto de la cambinacién PAI+SFU sobse las célulae de higado de
Chang, eolon y adenioCa. dec cnlon po fue maynr que el observado con 1a
administracidn de 1a PA) como a¢ murstra en Ins figuray 1Ra y 18

Fn la figura I1¥c s puede observar que pama ks fbroblastine g
administracién compumta del TNF y 2 Spg/finl. de PA1 presentd un efecto
positiva sobre el crecimeenin celular, ya que Int cugtio ¢ombineciopcs
resentaron valores por arriba del 30%6, micntras gue la administracidn de
Ba Spug/ml de PAY junto com las distintas cotcenbraciones de TNF
dismiuyd s prolifeatein celular besta un 25%.

Para a8 c¢clulay meoptmicas de bigado (heputoblsangy y hepatoma),
oilanona, adcnoCa de mama y Ca. de cérvix se observwd un nDatmble

docremento celular con las dusis 10 y 160 ng/ml de TNF vy la dosis mas
alta dc PA I utilizada co cada linea, ¢in condicidn se observd més marcada
en ka3 c{ulas de adenolCa de mama y Ca, de cérvix ya quc L2 inhibicrén
cclular fuc mayor at 70%.
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3.4.4 Efecto dd pretratamiento con Actimambeins I
G las figuras 193 y 12b sc mucstran Jos histogramas de s lineas oclulames
sensibilizadas con Act-D por 1 y 24b y oxpuestas poddenomente a PA1 y
PA1+TNF por 48h.
ILa cxpewmicidm Ad-D pridujy en uxlam Ias liness esoxdiadys una
disminuwion del qrecmmients.

3.4.4.1 Sensibilzacitu por 1h
Las ctlulas de higado de Chang, bepatoblastoma, coloa y adenola. de
colon senmbudpadus por 1b con Act-D y &xpucstas 3 PAL por 48h no
prisentarog ddomneias com 1as oclulas oxpuexizs a PAL ain scosibihizacion
previa con Ait-I>. En o que = refierg al Adeno(Ca de marma y Cu. de
oérvix entan memtranon ara figers dismmuciim del erecimienia, en cambio
melanoma y fibroblasios presentaron un decrements mayor al 50%.
Para el casp de las combinaciones PAL+TNF, ln semsibilizocyn con Act-D
favorecio la mhibicion del crecimiento en todas los lineas cehalares con

excepciin de adenoCa de mama.

3.4 4 2 Sensibilizncién por 240

El pretratamiestin con Act-D por un periodo de 24h dizmmuys en un S0%
o mas |la tasa de erocimicuto en today las lincas celularcs cxpucstas a PAL
con excepcion de hepatoblastoma. Fa o caso de las lineas cchilares de
colon (berupno v adenoCa dc colon) se observd una reduccidn del
crecimienity del 6084, en tanto que &l resto de s eflulas prew=htaron LNa
disminucion nmaywr o jgual ded 70% con respecto a las oélulas po
snnibilzadas.
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3.4.5 Efecto de la exposicién de Ia PAl con otros antineoplisicos

3.4.5.1 Exposicion a PAL + Mitomicinag C
usdmischAlyMitempludnmhsoommmmm
que  administradas  individuslmente produjeron una inhibicion  del
crecimiento cercano al 50%.
lxwmmmﬁnmnj‘mdclmwwndnjombeautudem
adenoCa  de colon y hepatoblastoma una disminucion del erecimiento
nwyordclMcnquuehsc&uhsdehlgndodeChmyadenoC&de
mama presentaron tasas de crecimiento iguales que ol observado con la
exposicion danica de alguno de los agentes. En la figura 20 se mucsran los
hustogramas de cada una de las lineas celulares estudiadas.
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Figurs 20
Lincas celulares expucstas a PA1, Mit y PA1-+Mit (pg/mL) por 48h.
Prueba de SRB



3.4.5.2 Exposicién a la PA1 + S-Nuerouracilo
ludﬁsdc?&lySﬂJWahmm'Mm
administradas  individualmente  inhibieron ¢l crecimiento del 50% de la
m&mmumummamwwmm
significativo en minguna de lus lincas celulares estudiadas La representacion
grifica de los resuliados se muestra en la figum 21
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Figura 21

Lineas celulares expuestas a PA1, SFU y PA1+5FU (pg/mlL) por 48h
Prucha de SRB



3.5 ANALISIS DE LA INTERACCION
Con la finalidad de verificar la normalidad de los datos obtenidos se empled la
prueba Kolmogorov-Smirnov (K-S) 42) y una prueba de Cochran para comparar
las varianzas. El anélisis de la prueba K-S indicé que los valores obtenidos de las
lineas celulares expuestas al o los agentes en las diversas concentraciones
presentaron niveles de significancia mayores de 0.05 (valor requerido para no
rechazar la hipotesis de normalidad) y también niveles de significancia superiores
a 0.05 (para la prueba de varianza), con lo cual se asumié normalidad e igualdad
de varianzas. La normalidad de los datos permitié la aplicacion de la estadistica

convencional (parametrica).

3.5.1 Combinacion PA1+TNF

En la figura 22 se muestran los resultados de las lineas celulares expuestas
a la combinaciéon PA1+TNF por 48h, en ellas se compara la viabilidad
observada versus la viabilidad esperada (segin el método de Berenbaum).

Al analizar las lineas celulares de Higado de Chang, colon, fibroblastos,
adenoCa. de colon y melanoma no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre la viabilidad observada y la viabilidad
esperada; se determinaron también los indices de combinacidn (tabla 17) y
se observé que las lineas celulares mencionadas presentaron valores
iguales a 1 con lo cual se asumié interaccién tipo cero o sumacion de los

agentes en estudio.



&mutmmummm
de mama y Ca de cérvix presemtaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05), ¢ indices de combinacién (tsbla 17), entre 035 y
0.74. lo que indica segin Ia tabla de rangos de Berenbaum (1) y Chou (43.44)
que se truta de una interaccion de naturalezs positiva o sinérgica.

Figura22 -
Comparacion cntre 1 viabilidad obscrvada versus fa viabilided esperada de lincas
ednhm&pm‘aPAl?TNP'(::’uhhm .
* Efacto significalivamente mayor que o cfects esperado (<0 0S)

H1 = Higado de Chang. H2 = Heputoma, G2 = Hepatoblastoma, Co = Colon, Lo = AdenoCa de
colon, Fi = Fibrohlastos, Ma = AdenoCa de mama Me = Melanoma v Ce = Ca. de cérvix



Combanexon 1C
) Pﬁfm Bennh.u:
$+5 3536
; 03+5 | es092
% Heputoblastoma 0.3 + 160 8.5084
% Ca. de cbrvix T 125+ 0.7485
% Higada de chang T 10+s 1.0000
% Colan 16+5 10000
% Fibroblastie s+1 I 0000
AdcnoCa. de colon 06+5 1.0166
Metnnoma ] 2541 10205
Tabdla 17

indices dc combinacson de lineas celulares expuestas a PAL+TNF.

IC>1.10 Anfapomismo
{Cenre 090y .10 Sumacion

1C <0.90 Potenciacién



3.5.2 Exposicitn a PA1

3.5.2.1 Seasibilizacién previa con Act-D por 1h
LaﬁwmliammlsunmoaulaesMaPAl por 48h
mmibﬂizndnsoonm-Dporlh.eudhumumh
viabilidad observada versus la viabilidad esperada

100 ¥
75
2 :
» 1
I il i
Wil TGl Teel Ta Ll T Taam' T Tew

celulares expuestas a PAL previamente sensibilizadas con Act-D por 1h
* Efecto sigmificativamente mayor al ofecto esperndo (p<0.05)
* Efecto significativimente menor al efecto esperado (p<0.08)

H1= Higado de Chang, G2 = Hepatoblastioma, Co = Colon, Lo >~ AdenoCa. de colon.
Fi = Fibroblastos, Ma = AdenoCa de mama, Me = Metanoma v Ce =~ Ca. de cérvix.

Las lineas celulares de higado de Chang, hepatoblastoma. colon, adenoCa.
de colon y adenoCa de mama presemtaron un efecto estadisticamente
menor sl esperado, lo cual indicd ung interaccion negativa o antagdnica
entre los compuestos.



Melanoma y Ca. de cérvix no mostraron diferencias, con lo cual se infiere
una interaccion de tipo cero. En contraste, los fibroblastos presentaron un

efecto estadisticamente mayor que el efecto esperado lo que indicé una

interaccion sinérgica.

3.5.2.2 Sensibilizaciéon previa con Act-D por 24h

En la figura 23b las células neoplasicas de hepatoblastoma y adenoCa. de
colon presentaron un efecto estadisticamente menor que el esperado por lo
que se asume una interaccion negativa, por el contrario las células de
adenoCa. de mama presentaron una interaccion sinérgica. El resto de las

lineas celulares estudiadas presentan interaccion de tipo cero o sumacion.

8
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% Viabilidad
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o

E_ﬂj BT il

H1 G2 Co Lo Fi Ma Ce

Efecto observado 1 Efecto esperado

Figura 23b

Comparacion entre la viabilidad observada versus la viabilidad esperada de lineas
celulares expuestas a PA1 previamente sensibilizadas con Act-D por 24h.

* Efecto significativamente mayor al efecto esperado (p<0.05)
* Efecto significativamente menor al efecto esperado (p<0.05)

H1= Higado de Chang, G2 = Hepatoblastoma, Co = Colon, Lo = AdenoCa. de colon,
Fi = Fibroblastos, Ma = AdenoCa. de mama, Me = Melanoma y Ce = Ca. de cérvix.
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Viabilidad de lineas celulares expuestas a PA1 y PA1+TNF por 48h, sensibilizacion

Prueba de MTT
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3.5.3 Exposicion s PAT+TNF

3530 Sensibilizaciton con Act-D por 1h
Enhﬁgml“xobmv:mh-mwme&xmmwd
efemcumbxiwdelm.yampmdujomhsuwueelm.endchiﬂo
um&mwmy&.amummw
Momm:imm(fmznxmquxmm
nteraccion sinérgica El efecto observado en hepatoblastoma v adenoCa.
de colon fue similar al efecto esperado por 10 que se asume una interaccion
clase cero y adenoCa de mama presentd una intersccion negativa o
antagonica.

i
]“

Figura 24a

Comparacion entre la viabilidad observada versus la viabilidad esperada de lincas
celulares expuestas a PA1+TNF previamente sensibilizadas con Act-D por Th

* Ffecto significativamente mayor al efecto esperado (p<0 05)
» EMW@R‘MW(MOS)

H1= Higado de Chang, G2 = Hepmoblastoma, Co = Colon, Lo = AdenoCa de colon,
Fi= Fibroblasias, Ma~ AdonoCa de mama, Me= Mclanoms v Ce= Ca de cérvix



3.5.3.2 Sensibilizacién con Act-D por 24h
Enlang\nubsemqmmlulhna.uhd“ptm
mteraccion sinérgica a excepcion de melanoma v Ca. de cérvix, las cuales
mostraron sumaciin. .

i

2l

Comparacion entre la viabilidad observada mh viabilidad esperada de lincas
celulares expuestas 8 PA1+TNF previamente sensibilizadas con Act-D por 24h.

* Efecto observado significativamenie mayor al efecto esperado (p<0.05)

H1~ Higado de Chang, G2 = Hepatoblastoma, Co = Colon, Lo = AdenoCa. de colon,
Fi= Fibroblastos, Ma~ AdenoCa de mams Me= Mdanoma y Ce= Ca. de oérvi.



3.5.4 Exposicién a PAI+Mit

Cuando se compard la viabilidad observada versus la viabilidad esperads,
de las lineas celulares expuestas a esta combinacion, se observo que todas
las lineas celulares presentaron diferencias estadisticamente significativas
al compararse con la viabilidad esperada.  Las oélulas de higado de Chang
y adenoCa de mama mostraron un dafio menor que el esperado, lo que
mdicod una interaccion negativa de los compuestos, mientras que en el resto
de las lineas celulares el daio observado fue mayor que el esperado, lo
cual habla de una interaccion sinérgica. Estos resultados se muoestran en la
figura 25.
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Figura 25

Comparucion entre la viabilidad obscrvada versus la viabilidad esperada de linecas
celulares expuestas a PA1 + Mit por 48h.
Prueba de MTT
* Efecto sigmficativamente mayor al efecto esperado (p<0.05)
* Efecto sigmficativamente menor al efecto esperado (p<0.05)

H 1= higado de Chang, G2~ hepatoblasioma, Co= colon, Lo~ adenoCa. de colon y
Mo~ adenoCnr de mams.



3.5.5 Exposicién a PA1+5FU
En la figura 26 se observa que las lineas celulares expuestas a esta

combinacién presentaron una interaccién de naturaleza antagonica, la
viabilidad en todos los casos se mantuvo cercana al 50%:; la cual fue

significativamente mayor a la viabilidad esperada.

% Viabilidad

H1 G2

Efecto observado | Efecto esperado

Figura 26

Comparacién entre la viabilidad observada versus la viabilidad esperada de lineas

celulares expuestas a PA1+5FU por 48h.
Prueba de MTT

* Efecto observado significativamente menor al efecto esperado p<0.05

H1= Higado de Chang, G2 = Hepatoblastoma, Co = Colon, Lo = AdenoCa. de colon,
y Me = Melanoma.
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CAP{TULO CUATRO

DISCUSION

Ll avance de la quimisterupia sntinmon] ha dapendido on gran medida de
la coeubipacidn de medicumentos, existen bases leGiNcus y cXporimmontales para
ESpoTaEr WICTacCIoNCs pusitivas, ya sca 8 bravés de sus mecunismos de aceidn o de
sixs efectng on la cindtica oelulac ¢9).

Exte estudio sc disché para investigar [a accidn concismenie de la Peroxisomscina
Al en combinucién con el TNF. Para contraswar las resultados dc csta
combunacidn se utilizaon ot trex ageantss quimotcrapéulicos conocidos: Ace-
D, Mit y SFU on disturtas lineas celulares (7).

El efectn antrhmmoral de cada nno de bos agemtes sugwid la posibilidad de que la
sbmumisiracdn conjutta de ellos diera una mieraccitn, la eonfimeaciim d¢ ctc
hexbo dia lugar a Ia presenin MVCSHGACIONE ZR 47,43)



4.1 Toxicidad s¢lectiva de in FAY

La evaluaridn de la toxicidad de uno 6 varios compuestos sobre una linea
celular puede expresarse co funckm de la viabilidad. En 1994, Priicyta y
ools. (12) discribyeron la citotoxicidad de la T-514 (PAL) cot o parimetro
CTs50, esta eapresidm indich 1a concenliscidén cittixica para el 50% de la
poblacitn y fue detennmaxda considerapdo como criteno criotdxicn, o dafto
celubar y desprendinisenio del substralo. En ¢l prasanie estndio se decidid
wtilizar como pardmetro de viabilidad ta CI50. Ambos parfnctros reflejan el

efecio Wxico del o los compuestos y dehicran tcnes comelacion.

Al realizar la comparacyin entre las CT50 reportadas por Padicyto v cols, )
y las C150 determinndns en este esnidio se encontraron diferencias en las
concentraciones que pyoducen las CTSO y las C150. Esta discropancia
rudica explicarse, ya que a iravis de los ahos los procesos de scparacion y
La técnica omplouda para d sislamienio de Ia T-514 fucron maodi ficindone,
lo que dio como resultado le identificacién de nuevos ysOmeros con pese
molecular similar (514), este avapce permutid ¢l mejoramiento en €l proceso
de punlicacién del compuesio ri6). La diferencia en la aclividad biologica
hace suponer que cn e estudio de Pificyroe ¥y cols. 1) pudicran habcr
participado dos 0 mMas compuestos cou ¢l mismo pead molecular. A pesar de
lo antichiormente mencionadn, la PAT mantsene la toxicidad selectiva hoacin

estns ejidos con m alte indice terapéutico como también fue demostrado
por Pifticyro ¥ culs. (1n



42 Efecto del TNF sobre distintas limens celulares

Las lineas cclular¢s expuestas al TNF oo presentaron dafio a fos dosis
empleadsn en este estudhia, a exeepcidn de adenoCa de mama que mostnd
mhibicién del crecimiento a partir de Ia dosis de T pg/ml., extns daios
cuinciden con kos reporict de Frunsmn ¥ cols., y Hill y colzs. para Ias lineas
oeoplésicay de hipoado v mama quienes encodtraron rnhabacién ded
accuniento con les memas dosis Eazs).

En of casn de ks fibeoblastos (1.-929), céiutas prefercatemente emplcadas
para cvaluar la actividad del TNF, se abservo wn increamentn cu 1a densidad
celular con 1as dasis de 10y 160 ng/mk..

Por otra parte, las investigacioncs realizadas por Kirsten y cols. en referencia
a csta linca cclular, indican que € TNF sc vuclve citotdxtco despucs de que
las ciulas alonrrzan urm densidad de cahwrneion, Bl duila ioccia oo wn efecta
ciostitico seguido de actividad ciotdxica que deseacadenn ciolisis ). En
nuesio esiwdio, encontramos que con la cantidad de células (5 x 10¢
célulex/ml) y condicines expenimeotulea empleadas no sc observd lo

antcriormente descrito.

4.3 Combinatdn PAI+TNF
El efecto citntdxico de la combinacién TALI+TNF fuea claramente
evidexiado en todas 1as lincas celularcs @ excopeion de las células
ocopiisicas de adeno(Ca. de colon en law cusles =c obacrvd permancicas de
la actividad celular tras |la prolongacién dcl cultive por 7Xh. Esta



obmetrvacién indiod un efecto ertnstdnico, mmque bo e clarn si & INF tene
una actividad citostfica diferente de la actividad citotdxica El efectn
citostitico del TNF pucde simplemente reflejar 1a sensibilxdad vaniable de
difcrowtes liocks colulares (oL

Entre Ins mecanizmis de citoxicidad descritos pare e TNF loa grupos de
Supsman y Taujineoto (st, 52) reficren que 1a nespoesia al dafo nw se debe a
diferencus en ¢ mmero © Lipo de reueploces de superficie. Wallach y cols.,
y Kirstein v culs. (53,54) por su partc indican que las difesencias en
semsibilidad reflcjan la presenéma de protcinas protecloras que =0n
expresadas en kas células resistenies y son deficienies en las eélulas
scnsibles.  Estudios posteniores publicados por Wong y cols. sugieren que la
mangancso supceroxido disminutasa {MnS0)) actia como proteina
protectora, bajo ta hipdlesis de que 108 radicales superixido generadeos
mizocondrialmente son componantcs clave en la muerte cehular mediads por
el TNF, csta enzma cataliza a Joa radicelex muperdxido ¢ss)

En la kleatificacidn del tipo de imtoracoién entk: 105 agentes 3¢ detetmund la
combinacién g produjo dada en el 50% de la poblacion cclular. Esia
combinaciin sc connoe con ¢ pombre de com binaciin-moefoctn (labla 17)
Ne acuctdn con |ox criterios amplcadns para definirc el tipo de interaccién
(indices de combinucidn y efecis wmuliiplicativo) se obsesvd que la
combinacin PAL+TNF mostrd imteraccién positiva o palenciacita on Lis
cotiulas Jde hepatoma, hepatoblastomas, adcnoCa. de mama y Ca de Xrvix
(ENCTMAION .



La combinacién PA I+-TNF sobre citan lineas celukares adamss de preventar
poicnciacién en 1a combinacidn-isoefecto también lo presentaron en ptras

combinacioncs.

Todas |as combinaciones protxadas sobre las céfitlas de edenoCa de niama y
Ca. de cdrvix mostraron un cicolo citotdxico substancial on todas las
curmbinaciones. en tanto que Jus cflulas de bepatoma presentaron eete etectn
en [as combmaciones cna TNE de 5, 10y 160 ng/ml. y cn hepasoblastoma
30lo oS con Iad dosis mAS altes ded THNF.

I'ar ¢ conrano, en las lineas cetulares de melunoma y €ibroblastos no se
observe iDleraccion cotre Jos agentcs dc la combinacidn que produjo el
tsoctocto. Sm ombwrgoe !az combinacioncs con las dosis més altas de PAL y
160 ng/mL de TNF poeesealaron prienciacitm. Fn referencia a estas
observaciones Bonnboum mencion® que la direecién de wna imeraccién
entre dos agenics Mo c©s mecesanamcents la mrsma cu todas e
combinacionca, ya que c3 posible obscrvar polenciacién, saonscién o
antagonixynu én combinaciones difervntes de la vombinaciin en estodio. Lo
cual describe un comportamiento bmodal © multimodal en Inz agenics
prohados (1)

Para finen de valoracidn ¢ interpretacin de una interaccitn se emplea ls
comnbinacidéon-isoefecio.

La combinacion PA1+TNF sobre las células benignas de higado y de cofon
y 21 adenoCa. de colon no prescrtaron interaccion,  dafio chsorvaxie €a las



cmnbinacroi’s fue sinilar al quc presentaron las oflulas ratadas

umicamernte con PAL

Los datos referidos previamente hacen evidenie que la PA1 sensibilim o
uxduce al efecto tumonicida det TNF y gue la combinacién PAI+TNE

oAt iene La tonacdad coelular.

En relacifn a los mocanisimos de lesién celular de ia PA] 3¢ ha reponiado
mhubicion de 1a twpossomcrasa Ll por Lansiaux y cols. (s6) ¥y la generacién dc
rabicales Libres pov Zanalia (37). En =de connaxita, s grupos de Alcxander
o), Ore (59, ¥y Raymond 0 ban enconuado yue inhibidores de la
topoisomceasy 1 como ¢ ctopdside y ageonics quimioterapéuticos quo
inlucen la generacin de calicalm Libres a través de mecamismos intya y
exracelulares, como 1s mitomicina € ¥y 1a adnamicina respectivaments,
potenc@an la accedon anttumocal ded TWE. En este estudio s demucstra que
la PA\ tambsén scasibliza & dafio colular ded TNE.

Estas observaciones migieren que ia admmistracion conjunta de 23108
agentes en peoplasias hepiiticas y de cérvix pudiemn resuftar en la remision
parcial o emal de cswe nowmees o que cundwiria 3 aumerar ks sobrevida en
pacientes com estas entidades patoldgscaa

ED cl estudio de fase cdinica 1 pura evaluar o cfecto de 1a PAL ¢n paciemes
con carcmoma &Ervice wmerino (CaCu) recuemrente, Martinez y cols 1)
econtraron 1 aaenento Hemcativo et la sobrevida ¥y una mejor Calndmd de
la misma, debida a e dosminucién de Is masa tunoral, Lo cual dismingyé las
mofestias.



Estc rango de solwevida pudicra increamentarse al optimizar of esquema de
wammientn de la combinacidn PAVT+INF ¥y lograr eventualmemtec Ja
Estudios realizados por Ballesteros y cols. (a2 han evidenciado quc ba PAL
induce la secyecién del TNF tanto en sangre coma en homagensdn
pulmunar de ratooes albinoe cepa CD-1. Este efecto tambicn se ha reportado
en macrdfagos murines para agcbdtes guimioterapéuticos como la
adrismicina y mitomicma C &,

Ia informacidn mencionads sugiert que 1as obscrvaciones del cxiudio de
fase clinica [ de |a PAT, pudiera dchberse al efcctn conjumio de ambxos
compuesios.

La administraciin de la combmacetn PA1+TNF podria induct tilaancia
celular hacia la toxacdad mducida por el TINF. Sz ha descrido que J]a linca
celutar hepdtica Tlep G2 2w protmiada con ¢ TNF y postemonmentc
expucsta a dos's nommalpcnic toxicas del TNF 3 Act-1) oo preacnis dafie
oclular.

Con basc cn el cfcewn ohscrvado sobre 1a linea eclular adepoCa de mama
geris canvemiente evalunr o efecio de evta combinucidn oo otras ncoplasias
de glanduls mamana, ya que la linea celular esuxdiada presenta una pobre
respuesta 2 ia toxina; aim v cuando su intoraccidn con e TNF sca posiiva,

las dosis de PA 1 (uet mosiranmn Gde &S00 u SrcUsiMNen muy CEICanas a los

que: produjeron dafic en 1as oélulas benigngs,



4.4 Neasibilizacidéna coa Act-D
Debido a que la mayonia de 1as <lulas extudiadas presentanm resistoncia sl
efiectn 1dxico del TNF, =e realizd un pro-tratamiento sensibilizador con ol
inhibidor de la sintesis proteinas Act-D, este COMpussto ocasiona Una
notona inducceion de la citdlisis mediada por ol TNF ¢, ex

las lincas cclulares cxpucstas a cste bloqucador mctabshco previo @ Ja
exposicikin con la PA1 no mnstraron srtoymdeidn, sino la sumacn de los
efectoa de amboa compuestos. En cambio, 38 abservid un aumento en la
sensibilidad de las lineas eclutares a la enodlizis dcd TNF {en combinacién
con [B PAL) en donde sc presentd sumacidn excepto para los odlulas de
hepatoblastoma, fibrohastor y adenoCa de mama en el pretraiamiento por
24h, dondc si 30 observd Imaracoon positsya. Lan |incam coelulares owestnomon
dafo imewersiblc y lisis cculer, lo cial 3¢ encas-ntra «n tntal concordancia
con loe grupos de Franwen sy y Ruff @

En este estudio ¢l dafio fue obscrvado €n todas 13z liness coliulares; ea decir
no 3¢ mamuvo la toxicidad scloctiva, cste hecho pesminte rechazar &l pre-
tragtamicnto con Act-I) an la oombinacién PA1+TNF ya que se alc)a do uno
de ios abjetives de la quimioterapia- “el dailar profaamemente 3 células
malignas™ ).

4.5 Combinnciém FAL + Mit

La adoministracitn conjunta de PA 1+Mit sobte 1as lineas celulancs resulwd en
potenciaciéo para las célulax beoignas y neoplasicas de colon y

hepatnblasioma. Por lo contrario, las células de higado de Chang y adenoCa

mn



de mama oo se obscrvy mteraccidn. Lo antenor mdict que la combinaciém
presents toxicidad sclectsva haca higado mas no para colon. Ya que tantp 1a
PA1 como s Mil 300 genaadones de radscales Hibees (57.60), lu scoxbdidad o
resistencia hacia e dafio oxxdativo de csta combinackin pucde deberse a la
expresida de la proteina protectora mangancsn yuperdxido dismutacs
(MnSOD). La expresién de 12 MnSOD es regulada por el estrés oxidativo y

por cicrias citocinas, otre las que = incluyc 8l TNF . @& sasn.

Pogebiuak ha publicado que compucstos que cierera clotoxocidad 8 tavés
de In pencackin de redacales Librex polancian d efecto gitocida det TINFet).
Por lo tamto, en este ttabaje se hace evidenie que la PA I que timbién ¢ un
compuesto quc prodhuce radicales libres, de igual foema sensibal iza &l dado
cclhular mediado por el TNF en las c&ulags neoplisicas dc hepatoma,
topwioblassna, adenoCa. de mama y Ca de caavx.

4.6 Combinsacioa PA1+SFU
I.a combmacitn de ila PALl con el mmumewaboliio SFU no presentd
interaccion en ninguna de las lineas celulares cstudiadas, Bl inertismo
resultantc pucde deberse 3 uno U oUL de los apentes parlicipantes en estc
cxpuimenio, Pogrebrizk y cols. (é8) han reponiado quc cste agome
QUi OLETApPCUtion PO gCeneYR eSpechcs activas de oxigens y no amplifica la
produccion del TNF, esto pudicra explicar ¢l porgue so obsavd

IRersociOn on esta combinacidn

] -3



CAPITULO CINCO

CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y CONTRIBUCIONES

S.1 CONCLUSIONES

La determmacitn de s CTmax, CTmin y CT50 con los méodos morfolbyico
y de ayul de tripano indwaron que €] dafio cclular producido por la PAR es
dependiente & la dosia y quc manticnc 1a toxicidad seboctiva hacia edlulas
nmorsles

L= Hncas oclulares expuestas al TNF na prescotaron dafio. a excepcidn de
adenoCa de moama a los dosis de 10 y 160ng/ml.

Todas 1a8 lweas celulars efludindas cxpucitas & {8 combinaciin PA I+ TNE
que produjo soefocto prescotaron toxicidad scloective, €30 & observd ¢p los
amaitn méados de cvaluvacon

10



* Laoombmacién PA 1+TNF produ)o mrteraccién positiva o polenciacsbn en 1as
Hiwems ex-inlares de hepmioma PLC/PRE/S, bepatoblastoma Hep G2, adenoCa
de mama BT-20 y carcinoma de caviz STHA.

= B pectratarncnts con Act-E» sonsibiliad el dafe producido por el TNT pero oo
mantiene la toxicidad selectiva olmcrvada con 1a combinacion PA 14+TNF.

* la combinacin PA1+Mit prosatd potonciacion en las |ineas celulares de
bepatoblastoma HepG2, colon bempoo y adenoCa, de coloa LoVo, on tanto
que 1ag cflulas benignas de higado de Chang y adcooCa de mams BT-20 no

* Ja combinacsin PAI4+5FU preseatd intecoccién antagénica eon tdas las
lineas cefulares esnidindng.

32 PERSPECTIVAS

» Detoiminar la presencia de ia proicina protoctora Manganeso superdsado
dismytasa en las lincas celulares emplemlas en este extudio, ya que csta
cnzina cakaliza a los mdicales superdxido 1o8 cuales son componcntes clave
en ta muarte eclular mediada por o TNF.

s Determiinar el efecio de la combinxnitn PAY+TNF en olras lineas thnioraics
4o mama,

s  Elucidar ef mecanusino de la nteraccion pasitiva de la combinacion PA 14+TNF
aobic una buse oclular y/o molecular.



* Esmdiar ¢l cfocto de la combinacatn PAI+TNF en disumos esquemas de
administoscitn en 1 modelo m_vive

s ELstindiar &l efocto de ba combimacion PA 1 TNF con im trammicaio preyio oon
<l TNF en yn modelo m vivo.

» Dowrmmar tss concontracioncs de TNF circulame en los pactanics oxchzidos
en los protocolos de fise climca I dela PAL.

$3 CONTRIBUCIONES

Los resulisbon oblenidog en exie trabajo noxs indscan que la PAL sensibiliza ol
dafio cclular mediado por TNF © intoracciona posibvaments cy e ooim pues{o
en lus linces colulaes de heputoma PLC/PRF/S, hepatoblastoma Hep(i2,
adencCa de mama BT20 y Ca de cérvix SIHA y con la mitomcing C e las
lincas cclulares dc hepatoblastome HepG2, colon benipn ¥ adenoCa. de colon
LaoVo,

Cnn basc & 1os resvllados agul presentados s¢ suRicTE gue o tatamiena
comhbinado de extos agentes, podria brindar maevas opormmidades ierapéaicos a
los pacientas que manifiesien este tipo de neoplasios

Sin gnbargo, es necosario Tealizer estudios adicionale: para eyclarccer los
mecanmranos mvolugradoa y mu efecto m vive, ya ue oite trabapy por =exr ol
pPrimero cn este thpico, es sblo el principio de un campo todavia incxplorado para
st substanca,
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