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L. RESUMEN

GERARDO FEDERICO QUIROZ ROCHA TOXICIDAD AGUDA DE CASIOPEINA
II POR ADMINISTRACION ' INTRAVENOSA EN RATONES. ESTUDIO
ANATOMO-HISTOLOGICO. (Bajo la direccién de MVZ Eugenia Candanosa Aranda,
Bi6l. Ma. Isabel Gracia Mora y Dra, Lena Ruiz Azuara).

Las casiopefnas® son “compuestos de coordinacién™ con centro metilico de cobre,

con actividad ci ica y antineoplésica, dichos comp han sido disefiados por Ruiz

L., y desarroliados en la Facultad de Quimica, UNAM.

Actualmente se estdn Hevando a cabo los estudios pertinentes para evaluar la
toxicologfa y farmacologfa de estos compuestos, en el presente trabajo se decidio hacer la
determinacién de la "Dosis Letal 50 Aguda (DL50)" de casiopeina Il por admini: id

(4

intravenosa; asf también se procedi6 a realizar un estudio anatomo-histolégico encaminado
. a reconocer las lesiones causadas por esta administracién,
Para la determinacién de la DL50 se utilizaron 25 ratones hembra de la cepa NIH
‘con una edad promedio de 10 semanas y 24.04 g, £2.06 g de peso promedio, divididos en §
grupos de 5 animales cada uno, se les administré segiin grupo las siguientes dosis: 7, 11,
15, 19y 23 mg/kg de P.C.

Para el estudio anatomo-histolégico, se emplearon 44 animaies de las
caracieristicas que los anteriores, asignindole a cada uno una dosis y tiempo de sacrificio
post-inyeccion. Las dosis empleadas fueron 10, 13, 16, 19 y 22 mg/kg de P.C., y los
tiempos de sacrificio fueron 45', 90', 3, 6, 12, 24, 48 y 72 horas, se incluyeron 4 animales
que recibieron sélq el vehiculo de la droga para considerarse como controles.

La DLS50 obtenida fue de 15185 mg/kg, que es notoriamente superior a los 8.89
mg/kg de la dosis por aplicacién intraperitoneal de la misma droga, lo cual significa una

menor toxicidad por esta via. Los animales que murieron lo hicieron durante las primeras

* Casiope(na: Registro de marca (SECOFT) Nimero 407543 (1992),
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24 horas postinyeccién, y los demés se observaron hasta el dfa 14 sin observarse muertes
posteriores al tiempo ya mencionado, por lo cual no existe toxicidad tardfa de casiopeina IV.

En el presente trabajo se concluye que la admistracién intravenosa de la casiopefna
1 presenta una menor toxicidad letal que la administracién intraperitoneal. No existe
toxicidad tardfa por la via intravenosa para esta droga, ademis de que algunos efectos
adversos de su administracién son atribuibles al disolvente y no al propio firmaco. En el
estudio anatomo-histolégico se puede observar que la casiopeina Il no causa lesiones
macroscipicas - aparentes a excepcién de congestién pulmonar, a nivel histolégico las
lesiones mds significativas son aquellas que involucran daiio vascular siendo los érganos

mis afectados, en orden de severidad: pulmén, bazo, rifidn, cerebro e higado.



. INTRODUCCION.

Dada la gran importancia que revisten los procesos mdrbiles conocidos en forma
genérica como cdncer en la salud piblica y animal desde hace mucho tiempo, y
principalmente en décadas recientes al convertirse en uma de las causas de mayor
mortalidad a nivel mundial (36) v tercera en importancia en México (39) donde, 1 de 5
personas mueren a consecuencia de algun tipo de neoplasia, diversos grupos
multidisciplinarios en todo el mundo se han dado a la tarea de desarrollar métodos pricticos

Yo

para ser emp s en a d ion. pr ién, cura y control de dichos padecimientos. Es

sabido que las tres formas principalmente utilizadas son: cirugia, radioterapia y
quimioterapia (36);, y recientemente se han puesio en préctica varias mds, entre ellas:
inmunoterapta, terapia génica, crioterapia y termoterapia (41), asi como la combinacién de
2 0 més de estas.

El uso de drogas para buscar el tratamiento de tumores ya sea como terapia Gnica o
en combinacién con alguna otra forma de (ratamiento es muy antigua, teniéndose datos del
uso de sustancias para esta finalidad desde hace 500 afios o més; pero la "era moderna” de
la terapia antineopldsica s¢ da cn nucstro siglo a partir de la década de los 40°s (7) con la
aparicién de los antagonistas del 4cido f6lico, a partir de esta época se incrementd
grandemente el desarrollo a nivel mundial de varios medicamentos con esta finalidad.

Al ser la quimioterapia, la técnica de més amplia diversificacién en la época actual
por involucrar las posibilidades que aporta el descubrimiento y disefio de una infinidad de
compuestos (29), lleva a determinar una serie de normas internacionales de evaluacion de
férmacos con potencial anticancerigeno, encaminados a establecer lineamientos para poder
designar a alguno de estos como apropiado para su uso colectivo en la medicina préctica (4,

12).

El interés de los investigadores en descubrir o disefiar nuevos p con

potencial antineopldsico radica en poder obtener mejores cualidades que las de fos que se
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emplean en estos momentos como son: mayor actividad contra diferentes tipos de cancer,
selecﬁvidad de cada compuesto a tumores especificos, asi como la reduccién de sus efectos
16xicos secundarios, como por ejemplo resistencia cruzada, elevada muerte celular de
tejidos sanos altamente mitéticos y dafio a 6rganos donde se lleva principalmente a cabo el
metabolismo o eliminacidén de estos compuestos (27, 29).

Cabe hacer mencién sobre algunos tipos especificos de céncer en la clinica de la

especie humana, que pueden ser tratados a base de quimioterapia, asf como algunos que no

lo son (5):

TUMORES CURABLES POR LA QUIMIOTERAPIA
Niiios Adultos
Leucemia Aguda Linfobléstica Coriocarcinoma uterino
Retinoblastoma Carcinoma de testfculo
Enfermedad de Hodgkin Carcinoma de ovario
Tumor de Wilms Enfermedad de Hodgkin
Rabdomiosarcoma Sarcoma Osteogénico
Sarcoma de Ewing Rabdomiosarcoma
Tumores Germinales Sarcoma de Ewing
Linfomas Leucemia Aguda
Linfoma de Burkitt Céncer de Pulmén

Neuroepiteliomas

TUMORES NO CURABLES CON QUIMIOTERATIA

(Excelente paliacién y calidad de vida)

Carcinoma de Vejiga Tumores de Cabeza y Cuello
Leucemias Crénicas Carcinoma de Endometrio
Mieloma Multiple Carcinoma Suprarrenal
Linfomas : Meduloblastoma

Carcinoma Gistrico Carcinoma de la Prostata
Carcinoma de Cérvix Glioblastoma

Sarcomas Carcinoma de Mama
Insulinomas Carcinoide



Asf también tenemos que existen tipos de cincer de interés veterinario que pueden

ser tratados con quimioterapia entre los que estén (19):

TUMORES EN LOS QUE LA QUIMIOTERAPIA TIENE MAYOR ACTIVIDAD

Tumor venereo trasmisible Leucemia linfocitica crénica
Linfoma canino Leucemia mielégena crénica
Mieloma canino . Linfoma felino

Micosis fungoide

TUMORES EN LOS QUE LA QUIMIOTERAPIA TIENE MODERADA ACTIVIDAD

Sarcoma de células gigantes Fibrosarcoma
Hemangiosarcoma Carcinoma mamario felino
Adenocarcinoma tiroideo Carcinoma de células escamosas

TUMORES EN LOS QUE LA QUIMIOTERAPIA TIENE MENOR ACTIVIDAD

Leucemias agudas canina y felina Linfoma cutdneo

(linfoblastica y mieloblastica) Osteosarcoma
Tumor de prostata Tumor de ovario
Mcianoma Tumor primario de pulmén
Carcinoma tonsilar Tumor pancredtico
Tumor de vejiga Adenocarcinoma mamario canino
Adenocarcinoma géstrico Tumor cerebral

La distribucién en porcentajes de acuerdo al sitio de presentacion de neoplasias

(benignas y malignas) mds frecuentes son (23):

PERRO.- SITIO PORCENTAIJE DE INCIDENCIA

Piel

Glandula mamaria 12%
Hemolinfitico 10%
Tejidos blandos 9%
Cabeza y Cuello 7%
Cavidad oral 6%
Oseos 5%
Perineal 5%
Testiculos 4%
SNC 1.5%

Pulmonar (primario) 1%



GATO.- SITIO
Hemolinfatico
Piel
Cabeza y Cucllo
Tracto alimenticio
Gléndula mamaria
Cavidad oral
‘Tejidos blandos
Oseo -

SNC

ANTECEDENTES.

A partir del desarrollo de los

a

internacionalmente se ha

PORCENTAJE DE INCIDENCIA
48%

15%
7%
6%
5%
5%

3.5%
3%
1%

de aplicacié

L L 1

bésicos dependiendo de su mecanismo de actividad antineoplésica, y estos grupos son:

agentes alquilantes, antimetabolitos, antibidticos antitumorales, alcaloides de plantas,

hormonas y drogas miscelneas.

Para cada uno de los grupos de quimioterapéuticos tenemos a los siguientes

compuestos (19):

AGENTES ALQUILANTES

Ciclofosfamida™*
Cloranbucilo

Mostaza nitrogenada
Trietilentiofosforamida
Busulfin

Melfalin*
Dacarbasina
Cisplatino®

ALCALOIDES DE PLANTAS

Vincristina*
Vinblastina

ANTIMETABOLITOS
Metotrexato™
6-Mercaptopurina
6-Tioguanina
5-Fluorouracilo
Citosina arabindsido*

HORMONAS
Prednisona
Dietilestilbestrol

de clasificar a todos ellos en 6 grupos
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ANTIBIOTICOS MISCELANEOS

Doxorubicina* L-asparginasa*
Bleomicina o,p'-DDD
Actinomicina Hidroxiurea

*Son los agentes mas comunmente utilizados en oncologfa veterinaria (23).

Enla actualidad, un grupo encabezado por Ruiz L., ha sintetizado una serie de
compuestos de coordinacién (11, 31, 32, 37 y 38); que han sido registrados con el nombre
de Casiopefnas® (Figura 1), estas han sido disefiadas buscando la posibilidad de su
interaccion con el ADN; asi mismo han sido sometidas ya a una serie de pruebas iniciales
incluidas en los protocolos internacionales para el cernimiento de compuesto
potencialmente antineopldsico, con lo que se ha podido comprobar que tienen la capacidad
antineopldsica apropiada; las que a la fecha han cubierto el mayor nimero de pruebas para
ser consideradas como una adecuada opcion para el tratamiento de procesos Cancerosos son
las denominadas casiopeinas I, I y III**, dichas pruebas incluyen:

~ Evaluacién citostéticain vitro sobre cultivo de linfocitos humanos sanos, con

[tados e incluso superiores a la mayoria de los quimioterapéuticos de uso

p

comercial. Los resultados de estos ensayos muestran que las casiopefnas son capaces de

detener la mitosis en la primera divisién después de su admini ion (28).

humanos de

2.- Evaluacién antineopldsica in vitro do clones
céncer cérvico-uterino de pacientes del INCan, obteniéndose resultados comparables a la

actividad de mitomicina C y cisplatino. Asl como clones tumorales murinos (14 y 15).

* CASIOPEINA: (SECOFI) Registro de matca mimero 407543 (1992).

- Casi L.- Patente: Direccitn general de i it marcas y d 1k logico (SECOF1)
registro nimero 18801-120579, USA Patent Apr. 21 (1992), Pat. rumber 5,107,005, Ruiz A.L. Process to
obigin new to be used as anti drugs. Type A., CEE en trimite, Japon en trémite.

Casiope(na 1.~ Patente: registro nimero 18502-120580. EUA, CEE y Japon en trimite,
Casiope(na IIl.- Patente: en trdmite
Casiopefnia [V.- En preparacitn,



3.- Evaluacidn citostiticain vivo cuantificando el fndice mit6tico en ratén. En este
caso, de acuerdo con las dosis y vias de administracién empleadas no se ha visto una
respuesta importante hacia estas casiopeinas (30).

4.- Evaluacién citostatica in vive cuantificando el intercambio de crométidas
hermanas en ratén (30).

5.- Pruebas de potencial mutagénico in vitro (prueba de Ames y cromoensayo) (33).

6.- Pruebas para evaluar mulaciones somdticas en Drosophila melanogaster (8).

Los ttados de los y agénicos in vitro e in vivo muestran ligera
actividad mutagénica de estos compuestos. Esto nos confirma la hipoiwesis de que
interaccionan con el ADN, no obstante las mutaciones son fundamentalmente de tipo

puntual por lo que el dafio es mds facilmente reparable.

7.- Pruebas de actividad antineoplésicain vivo empleando los modelos umorates
murines recomendados por el Cancer Chemotherapy National Service Center del National
Cancer Institute, USA. Los resultados observados en este panel de evaluacion para algunas
casiopefnas sobrepasan en gran medida los requerimientos exigidos por los protocolos
internacionales. En este caso se han empleado las casiopeinas I, Il y Ill en esquemas de
tratamiento de dosificacién tinica, intermitente y crénica; presentindose sobrevidas que van

de 16 hasta 200% dependiendo de la casiopeina y de tr i (16. 20. 24 y 34).

8.- Pruebas de la interaccitn de distintos compuestos de ta familia de las casiopeinas
con ADN, identificadas por electroforesis en gel de agarosa (35).

Al ser los resultados anteriores, en conjunto satisfactorios, dieron la pauta para
iniciar los estudios toxicol6gicos; asi pues se hizo la determinaci6n de las dosis letales 50
agudas (DL50) de las tres casiopefnas en ratén por aplicacién intraperiioneal, y la

q

evaluacién de istracién intr: en ratones (20), asf como la evaluacién de la

toxicidad aguda de la casiopeina | en perros (13), e! resultado en este caso nos revela una



situacion clinica favorable, ya que la dosis letal por vfa intravenosa en bolus, resulta ser
inocua cuando la aplicaci6n es por goteo lento.

Todas las pruebas anteriores, asi como las que se lleven a cabo subsecuentemente
estan circunscritas a las distintas fases del proyecto, las cuales se enmarcan en un
flujograma (Figura 2 ) en el que se muestra la interaccién de dichas fases, actualmente se
esta realizando la fase de farmacologfa y toxicologfa. Las areas de la ciencias médicas antes
mencionadas, estdn intimamente ligadas por compartir varios intereses, como son

i de absorcién y eliminacién, las formas de accién, los principios de tratamiento

y las relaciones dosis-respuesta (40).

Los estudios toxicol6gicos incluyen pruebas para observar las alteraciones
funcionales y estructurales, tanto por separado, como en su interrelacién, ademés en los
casos necesarios dependiendo del medicamento también las de tipo conductual (25). Estos
estudios deben llevarse a cabo en especies de diferente escala evolutiva, con el registro de
los efectos agudos, subagudos, tardios y crénicos que puedan presentarse.

La histopatologfa muestra ser una herramienta de gran utilidad para observar las

alteraci que una ia puede causar sobre la estructura tanto intracelularmente,

como en su relacién intercelular,

A diferencia de las pruebas de cernimiento,in vitro e in vivo, donde existen

rotocolos perfe blecidos, no hay acuerdos sobre que pruebas deben ser
p! p Yy que p

p adas para la evaluacién toxicoldgica, lo cual causa que existan constantes

controversias entre las asociaciones protectoras de animales, érganos legistas, grupos
médicos y compailias farmacéuticas (25), por lo tanto, cada grupo de investigacién debe
decidir cuales son las pruebas que mejor cubren sus necesidades y de las que obtendra los
mejores resultados.

Por lo anteriormente descrito, y en base a los resultados ya obtenidos, se ha deci&ido

complementar los estudios toxicolégicos, por lo que en el presente trabajo se llevd a cabo la



determinacién de la DL50 aguda de la casiopefna II por via intravenosa, por ser esta la de
cleccion para efectos terapéuticos de este firmaco, ademds de ser esta via la que

‘comiinmente se emplea para los antineoplésicos en g I. Asf también es i

(4

evaluar los efectos que causa esta casiopefna en distintos 6rganos y tejidos, haciendo la

.t
P

e tag)

observacién tanto macroscdpica como

de las p que pudieran
producirse, eligiendo como modelo el ratén, por ser una de las especies consideradas en los
protocolos preclinicos (4).

Cabe hacer mencién que estos Gltimos estudios sobre toxicologfa son sugeridos por
el INCan (Instituto Na::ionel de Cancerologfa), como parte de los estudios previos a su uso
experimental en humanos, esto es, para pasar a la fase clinica I en dicha institucién; esto fue
propuesto al haberse firmado un proyecto de colaboracién directa entre dicha institucién

con la Facultad de Quimica de Ja UNAM.

10



HIPOTESIS.

Al administrar la casiopeina Il en ratones de la cepa NIH por via intravenosa, es
posible determinar los efectos t6xicos de ésta, a través de un estudio anatomo-histolégico

en diferentes dosis incluidas en el rango de +6mg de la DL50.

OBJETIVO,

Determinar la DLS0 aguda de la casiopeina Il administrada por via intravenosa, y
evaluar por medio de un estudio anatomo-histolégico, los efectos téxicos causados por la
aplicacion de este firmaco en dosis seriadas entre 3-6mg de la DL50 aguda en ratones

clinicamente sanos de la cepa NIH.



111. MATERIAL Y METODOS.

Se seleccionaron 69 ratones hembra clinicamente sanos de la cepa NIH con una
edad promedio de 10 semanas; fueron alojados en cajas de policarbonato con una superficie
de 20.5 cm x 11.5 cm (21), incluyendo 5 ratones por caja; se mantuvieron con agua filtrada
por 6smosis inversa y pH ajustado a 2.5 con HCI (18), y alimento peleteado comercial PMI
5001 marca Purina, ad libiturn. Recibieron ciclos de luz/obscuridad de 12/12 hrs (10).

Se disefiaron dos experimentos, en el experimento 1 se hizo la determinacion de la
DL50 aguda de casiopeina 1 por via intl;avenosa y en el experimento 2 se administraron
distintas dosis para observar las posibles lesiones por efecto de la droga. La casiopefna i1
fue pesada en balanza analitica para después ser disuelta en agua bidestilada en matraces
aforados de 5 mL de capacidad. La vena de eleccién para la administracion de la casiopeina

11 en ambos experimentos fué la caudal.

Experimento 1.-

Se utilizaron 25 animales, divididos en 5 grupos de 5 animales cada uno, se les
admimistr6 casiopefna I por via intravenosa en las siguientes dosis: 7, 11, 15, 19 y 23 yg/g
(mg/kg) de P.C. para cada grupo. A partir de Ia aplicacién, los animales fueron observados
por 12 hrs. continuas, a las 24 hrs., y posteriormente cada dfa durante 14 dfas. Se registro el
ndmero de animales muertos haciendo una relacién muertos/vivos en cada grupo (22); con
estos resultados se realizd una regresion lineal (6), de la cual se obtuvo el dato exacto de la

DLS50 1.V., considerando para esto sélo los animales que murieron en las primeras 24 hrs.

Una vez obtenida la dosis exacta, fue necesario hacer un ajuste del célculo con fines -
précticos, en la formaci6n de grupos evitando el uso de fracciones decimales. Este ajuste se

hizo por aproximacién hacia la unidad, y a este valor ajustado se le denominé DL50.



Experimento 2.

Fueron empleados en este experimento 44 animales, los cuales se dividieron en 9

grupos de la sigui manera:
grupo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tiempo 45' 90' 3hrs. {6hrs, {12 hrs. |24 hrs. ! 48 hrs. | 72 hrs. | Control
DOSIS:
dosis 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
dosis 2 1 i 1 1 1 1 1 1 1
dosis 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1
dosis 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1
dosis 5 1 1 1 1 1 1 1 1

Cuadro de dosificacién

A cada animal se le asign6 una dosis diferente y un tiempo de sacrificio post
administracién del firmaco, dos de estas dosis por debajo de la dosis letal. y dos por encima
de ésta, con el objeto de comprobar.el comportamiento de la regresién lineal antes obtenida,

S lac ()

por

icacion.

ademds de poder hacer una comparacién sobre las p
La aplicacién del firmaco fue a base de una solucién de casiopefna Il a una concentracién
de 6ug/mL. En el caso del grupo control, se les administré a los animales de dicho grupo
0.5 mL de agua por via intravenosa a cada uno, esto con Ia finalidad de descartar lesiones
que pudieran ser causadas por la propia accién mecénica de la inyeccién y/o el vehfculo.

Al cumplirse el tiempo determinado se sacrificé a los animales por medio de
dislocacién cervical, y se procedié a realizar la necropsia para observar los daflos

macroscdpicos, haciendo la descripcidn de estos; después se llevo a cabo la diseccién de los

siguientes érganos y tejidos: bazo, belo, cerebro, , gldndula adrenal, higado,
intestino delgado, intestino grueso, médula espinal, ovario, péncreas, peritoneo, piel,
pulmén, rifién, itero. Estos fueron fijados en formalina amortiguada al 10% en proporcién
organo/formalina de 1:10 durante 24 hrs.

Ya fijados los érganos se procedié a la inclusién de las muestras en parafina (2),

efectuando cortes de cada uno de los 6rganos disecados y procesados autométicamente en
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" histogquinet. A partir de cada preparacién e realizo la tincién de rutina hematoxilina-cosina,

una vez obtenidas las laminillas se procedié a hacer la interp i6n de las mi por

medio de observaci6n con microscopfa 6ptica. En los casos necesarios se hicieron tinciones
especiales.

Para la observacién de las laminillas se utilizé como apoyo un manual de histologia
de ratén (17).

Los resultados fueron capturados en el programa computacional Quattro Pro for
Windows, version 5.00 Copyright ® 1993, a partir de aquf se importaron al programa SAS
(SAS Copyright Software release 6.02 *1985'), donde se elaboré toda la estadistica no
para posteriormente ser analizada la

. N

paramétrica que éste pruebas

informaci6n.



IV. RESULTADOS.

Experimento 1

Durante la observacién de los animales en experi i6n se hizo una relacién de

los signos que estos presentaron postinyeccion, incluyendolos en un cuadro (cuadro 1). Asf

tambien se hace aqui una relacién de los tiempos aproximados en que se presenté cada uno

de los signos.
observaciones  controles

. 215-30 seg.- ataxia severa 24/28 4/4
convulsiones 23725 3/4

muerte instantinea 4/25

2 2-5 min, hiperestesia. 13/25
g 15 mina 3 Hrs.-  debilidad (en ratones que se recuperaron) 14/25 4/4

signos de dolor 9/25

8-15 mina 12 Hrs *.-debilidad 14/25

hipotermia 12/25

postracién 10/25

hiperestesia 13/25

congestion en la regién digital 5125

epistaxis 3/25

hemorragias vaginales. 5125

312 a 24 Hrs.- hipotermia 4/25

debilidad 14/25

postracién 7125

ia de resp a | 2/25

* Estos signos solo se observaron en los animales que muricron antes de 12 Hrs.

Para el célculo de 1a DL50 se tomaren los siguientes datos:

DOSIS MUERTOS VIVOS
7 mg/kg de PC 0 5
11 mg/kg de PC 0 5
15 mg/kg de PC 2 3
19 mg/kg de PC 4 1
23 mg/kg de PC 5 0.



En la dosis de 15 mg una de las muertes se presentd a las 25 hrs pero fue incluida
como dato para el célculo ya que fue el tinico y dltimo animal que murié después de 24 hrs ) .
y todos los demds sobrevivieron.

Al hacer la regresién lineal en base a estos datos obtuvimos la dosis exacta de 15.85
mg/kg de P.C. (Figura 3), con lo cual se hizo el ajuste hacia el entero més proximo
quedando como 16. Asi decimos que la DL50 aguda de la casiopeina 1l por via intravenosa

es de 16 mg/kg.



Experimento 2

Al administrar el vehiculo en los animales control (0.5 mL de agua destilada), por
via intravenosa, se observaron los signos que estos presentaron, los cuales fueron
convulsiones y ataxia durante los primeros 15 minutos postinyeccién, posteriormente

debilidad durante 45 minutos més, tiempo después del cual se recuperaron.

Una vez obtenida la DL50 se 5 dosis en intervalos de 3 mg/kg de P.C. de
casiopeina Il dentro del rango de+6mg/kg, siendo las dosis seleccionadas 10, 13, 16, 19 y
22 mg/kg. Se realizé la aplicacién segtin el cuadro de dosificacién, para posteriormente
realizar todo el proceso de preparacisn de las muestras para histopatologia.

La descripcion de las lesiones macroscépicas se representan en el cuadro 2.

Al hacer el conteo de Ia frecuencia en que se presentan las lesiones macroscopicas
observadas durante la necrapsia, sélo se consideran importantes las lesiones con un minimo

de 5 casos. con lo que tenemos que hay 2 lesiones en esta situacién, y que son: congestion

h

pulmonar can 13 observaciones y edema con 5 obser

En el caso de los controles los hallazgos observados incluyen lesiones como:
congestién en miocardio, edema en cerebro, pardsitos en intestino delgado y grueso,
nddulos linfoides en intestino delgado, lisis de intestino delgado y grueso (Cuadro 3).

También se elaboré una serie de cuadros (cuadros 4 al 11) para cada uno de los
grupos segiin hora de sacrificio, donde se describen las lesiones observadas en cada uno de
los ratones

Una vez hecha la relacion de lesiones histopatoldgicas y teniendo su distribucion en
base a dosis/tiempo se hicieron tablas de frecuencias para cada una de las lesiones, la
evaluacion directa a partir de estas tablas sc llevé a cabo considerando los siguicntes
criterios:
- Frecuencia de las lesiones.

- presencia de lesiones en controles.



- grado de lesi de los animales tratados respecto a los controles.

Existen lesiones que por tener poca frecuencia, no presentan una menor relevancia

con respecto a fas lesiones que se describirdn a continuacién.

Los hallazgos microscépi btenidos despues de aplicar el criterio antes
mencionado, y que ademés resultan ser casuisticamente reievantes, considerando un total de

44 casos posibles, son:

1-. ?ongmién pulmonar (38 casos)
2.-  congestién en bazo (26 casos)
3.-  engrosamiento de las paredes vasculares en pulmén (24 casos)
4.-  congestién en parénquima de rifién (16 casos)
5.-  presencia de megacariocitos en bazo (16 casos)
6.-  congestién glomerular (7 casos)
7.-  congestién en parénquima cerebral (5 casos)
8.-  congestitn en higado (5 casos)

Para las tres primeras lesiones se presentan casos de grado ligero y moderado,
considerdndose ambos en el niimero total de observaciones, para las deméas lesiones, sélo se
hizo el conteo de los casos con grado moderado. De todas estas lesiones se muestran sus
tablas de frecuencias en el cuadro 12, asf como impresiones fotogréficas de estas (figuras 4

a9.

El 6rgano y tejido donde no se observaron lesi fueron gléndula adrenal y
misculo esquelético.
Las tablas de fi ias se p on disti en los programas

computacionales descritos en {a metodologfa, con ello se pudo observar que para el caso de

ge g . n

- las lesiones mencionadas, sélo algunas de ellas presentaron
significativas en relacién a la dosis empleada, estas son: engrosamiento de las paredes

vasculares en pulmén, congestién en parénquima de rifién, presencia de megacariocitos en
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bazo y congestién en parénquima cerebral. asf mismo la estadistica arrojé dos lesiones més,
estadfsticamente diferentes: degeneracién hidropica en higado ¢ infiltrado linfocitario

perivascular en higado; pero al aplicar los criterios anteriores y emplearlos para emitir una
decisién de la importancia de la lesién, estas dos lesiones no tuvieron una frecuencia

elevada como para ser incluidas.



V. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El célculo de 1a DLS0 de casiopeina 11 por admini ion intr en raton es de

(4

15.85 mg/kg. Anteriormente se obtuvo una dosis de 8.89 mg/kg (20) para esta misma

1

casiopefna administrada por via intraperitoneal, este método esté incluido en los p

del National Cancer Institute, USA (12). Podemos observar que considemndol que la via
intravenosa es la de eleccién para la mayoria de los antineoplasicos en general (9), 1a dosis
obtenida por esta via resulta ser significativamente mayor que la calculada por via
intraperitoneal, con lo cual vemos que el firmaco reduce en gran medida su toxicidad. Esta
situacién resulta ser muy favorable desde el punto de vista clinico.

Durante fa administracién de la casiopelna Il por via intravenosa se observan signos
principalmente nerviosos y hemodinfmicos; algunos signos como las convulsiones e
hiperestesia, que se presenta durante los primeros 15 minutos post-inyeccién, también se
presentan en los animales contro! a los que sc les administré el vehiculo solamente. Este
fenémeno es comparable con la intoxicacion por agua, donde se observa afeccién nerviosa,
incluido el edema cerebral que se describe mas tarde (3).

Todos los animales que murieron, lo hicieron dentro de las primeras 24 hrs.
postinyeccién a excepcién de unc de los que recibieron una dosis de 15 mg/kg, ¢! cual
murié a la hora 25; este fue el unico animal que muri6 entre las 24 y 25 hrs., ademés de que
fué el dltimo en hacerlo, todos los dem4s sobrevivieron; por esta razén fué inciuido para
hacer el célculo exacto de la DL50 aguda por via intravenosa. Todos los animales que no
murieron no presentaron ningun signo durante los dias posteriores hasta el dia 14 en que
concluyé 1a observacion, por lo cual se dice que la casiopefna Il no produce toxicidad
tardia.

Analizando las observaciones macroscépicas podemos decir que sélo la congestion

pulmonar y el edema subcutineo, son los hallazgos que pueden-considerarse como de
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mayor importancia, ya que todos los demis fueron observados en una frecuencia menor de
5 observaciones.

En forma general, los hallazgos microscépicos que se observaron bajo este esquema
de dosificacién, principalmente fueron por desordenes vasculares hemodinimicos.

Las lesiones atribuibles a la administracién de la droga, que se consideran de mayor

importancia en base al analisis de su distribucién en la tabla de dosificacién son:

Casos Controles
- congestion en pulmén . 38/44 0.4
- congestién en bazo 26/44 04
- engrosamiento vascular en pulmén 24/44 0/4
~ congesti6n renal, principalmente en glomérulos. 16/44 3/4
- aumento de megacariocitos en bazo 16/44 2/4
- congestion cerebral 5/44 1/4
- congestion hepética 5/44 1/4

Podemos observar que las lesiones predominantemente se presentan en orden de
severidad en: pulmén, bazo, rifién cerebro e higado.

Para ¢l caso del engrosamiento vascular en el pulmdn, esto se da como efecto a los

bios de presi intra y extr (42). Asf mismo se piensa que el aumento de

megacariacitos en el bazo se da por un efecto del firmaco sobre la médula osea.

q

Existen lesi no atribuibles a la de la droga, sino al sacrificio de
los animales o su estado general previo al desarrollo del experimento, entre estas se
incluyen: congestién en corazén,edema en cerebro, hiperplasia de nédulos linfoides en
intestino delgado y grueso, parasitos en intestino delgado y grueso, lisis de intestino
delgado y grﬁcso y vaginitis.

En el caso de la congestion en corazén y el edema cerebral, estas lesiones se

presentan también en los controles, la primera atribuida a! sacrificio, ya que este se da por
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q

tiene una

dislocacién cervical, con el cc h ico (42), y la

e (S B!

etiologfa relacionada con la administracion del vehfculo, el cual altera las presiones

Afal

osmbtica e hidrostitica a nivel de , con la cc extr i6n de lfquido, La
presencia de parasitos en intestinos delgado y grueso, evidentemente son un problema no
atribuible a la administracién del firmaco, y como consecuencia de dicha presencia existe
hiperplasia de nédulos linfoides, esta contaminacién del lote de animales, se presenté por
un mal control por parte del laboratorio que proporcioné a estos, mencionando que se
-encontraban en buenas condiciones de mantenimiento. La lisis de los intestinos delgado y
grueso, sc debe a que los animales que la presentaron murieron antes de su hora de
sacrificio durante la noche, por lo que se consideran cambios post-mortem, ya que se les
realizd la necropsia hasta la maiiana siguiente.

El cisplatino, es un quimioterapéutico antineoplasico de amplia difusién clinica, que

’

tiene una estructura quimi j a las casiop . al ser éstos, compuestos de

coordinacion. Este firmaco presenta efectos toxicos importantes, entre los que se incluyen
el dafio renal por necrosis tubular proximai, con degeneraci6n tubular y edema intersticial
sin dafio apreciable en glomérulos, asf como atrofia linfoide en bazo como algunos de sus
efectos mds inmediatos (1, 5 y 26); en base a los resultados podemos observar que la
casiopefna I1 en dosis Gnica no causa estos dafios toxicos, pero esto debera ser evaluado al
realizar estudios de toxicidad crénica.

En este trabajose buede concluir que:
1.- La toxicidad de casiopefna Il es menor al ser aplicada por via intravenosa que por via
intraperitoneal.
2.- No hay toxicidad tardia para este firmaco por esta via de administracién.
3.- Las lesiones observadas en los diferentes érganos y tejidos son principalmente por
afeccién al sistema circulatorio.

4.- Existe un efecto adverso del disolvente empleado, agua destilada.
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Esto nos da la pauta para iniciar los estudios sobre alteraciones funcionales que el
farmaco pudiera causar en base a los 6rganos afectados, sugiriendo que se lleven a cabo en
alguna especie de mayor escala evolutiva, ya que existe la limitacién de tamafio para que
esta prucbas pueden ser llevadas a cabo en ratén con Ia debida eficiencia. El objetivo de
estos trabajos, estarfa encaminado a buscar posibles contraindicaciones asf como efectos
secundarios que pudieran producirse ya en la fase clinica.

También se sugiere hacer el estudio de la toxicidad crénica, ya que sabemos que los
esquemas de tratamiento en la préctica clinica requicren de varias administraciones para
lograrse un objetivo terapéutico exitoso, en este caso ¢l ratén si puede ser empleado como
modelo experimental.

Debemos de recordar que la extrapolacion de una especic a otra es riesgosa por lo
cual deben ser tomadas las reservas debidas al interpretar los resultados en cada una de las
fases del proyecto (40).

La casiopefna H ha sido sometida a diversas pruebas de solubilidad, siendo el agua
el disolvente de eleccién par este firmaco hasta el momento, ya que es compatible con el
uso bioldgico, no obstante existen efectos adversos que sc observan a consecuencia de la
administracién dc agua destilada como vehiculo via intravenosa, por lo que sc sugiere

continuar con las pruebas de solubilizacién, forma y via de administracion del farmaco.
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Figura 1.- Casiopeina I (Se presenta este homélogo de la casiopeina I, ya que esta por
encontrarse en tramites de patente no es posible hacer su reproduccion).
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Figura 4.- Corte de pulmdn en el cual se observa congestion moderada,
asi como engrosamiento de la pared de los vasos sanguineos. (H.E. 100X)
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Figura 5.- Corte de bazo en el cual se observa congestién moderada,
asi como ligera atrofia de nédulos linfoides y un incremento

de los meg iocitos (H.E, 25X)
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Figura 6.- Corte de pulmdn en el cual se observa congestion moderada,

asi como el engr i de las paredes de los vasos sanguineos.
(Trierémica de Masson 100X}
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Figura 7.- Corte de rifién en el cual se observa congestién moderada
en glomérulos y espacio intersticial, (H.E. 100X)
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Figura 8.- Corte de cerebro en el cual se gbserva congestién moderada. (H.E. 100X)
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Figura 9.- Corte de higado en el cual se observa congestion moderada difusa. (H.E, 25X)
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Cuadrol .- Dosis letal aguda 50% (DL50) de casiopeina I
Signos observados en cada uno de los ratones

DOSIS (mg/kg)
Ratén 7 1 15 19 23
1 12,4,5,6 1,2,5,6,8 ] 1,2,4,7,8, 1,2,3,4,7 1,2,3,4,7
9,10, 11, 15
2 1,2,4,5,6 2,4,5,8 1,2,4,5,7,11,2,4,7,8,9] 1,2,3,4,7
8,12, 16 10, 11, 15
3 1,2,5.6 1,2,5.6 |1,2,5.6,7,81,2,4,7,8,9 1,2.3,7
10, 11, 15
4 1,5,6 1,2,5,6 1,2,5,6,8 ) 1,2,1,8,12,} 1,2,4,7,9,
13 10, 11, 13, 15
5 1,5,6 14,5,6 1,2,5,6 1,2,7,8 1,2,4,7,9,
10, 11, 15

1.-  Ataxia 9.-  congestién en region digital
2.-  convulsiones 10.- epistaxis
3.- muerte instantinea 11.- hemorragia vaginal
4.-  hiperestesia 12.- ausencia de respuesia a estimulos
5.- debilidad 13.- hematuria
6.- signos de dolor 14.-  flatulencia
7.-  hipotermia 15.- muerte antes de 12 horas
8.-  postracidn 16.- muerte a las 25 horas
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Cuadro 2.- Hallazgos macroscépicos observados durante 1a necropsia®.

TIEMPQ/DOSIS 10 mg/kg 13 mg/kg 16 mg/kg 19 mg/kg 22 mplkg
: - ltero distendido hemorragias en Gtero distendido y petequias en
45° pared abdominal congestion estdmago
pulmonar
orina oscura y - - edema subcutineo congestién
90 coégulos en omento pulmonar
menor
- congestion en ciego - congestion congestién
30 ) pulmonar e pulmonar y
hidrotérax epistaxis
- congestitn congestién itero distendido y congestién
6o intestinal y pulmonar con areas congestion pulmonar
pul de necrosis pulmonar
- congestién - - congestion
120 pulmonar pulmonar
- gestion ién autdlisis intestinal, -
240 pulmonar, intestinal y congestion
pseudomelanosis estomacal puimonar y
- edema subcutineo, edema subcutaneo - -
480 autélisis intestinal
pseudomelanosis
aut6lisis intestinal, autolisis intestinal y - autdlisis intestinal, edema subcutdneo, autdlisis i inal e
70 edema subcutineo congestién pseudomelanosis  autdlisis intestinal y  higado con bordes
pulmonar pseudomelanosis necréticos
controles - - - -

* todas fas observaciones tienen grado ligero

ESTA TESIS HO OEBE
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Cuadro 3.- Casiopeina Il, aplicacién 1.V. en ratones;

Hallazgos microscdpicos observados en controles

| 2 3 4
-Edema ligero difuso en | -Hiperplasia linfoide ligera | -Edema ligero en cerebro -Congestién  ligera hacia
cerebro en bazo -congestion ligera difusa en | meninges y edema ligero en
-nédulo linfoide sin | -edema ligero y congestion | corazdn cerebro

protusion a la mucosa en
intestino grueso

-ligero  engrosamiento  de
piel

~congestidn ligera difusa en
médula y glomérulos, foco
linfoide perivascular en
riién

-edema ligero de titero
-congestion figera difusa en
miocardio

en meninges cerebelares
-congestién ligera difusa y
edema ligero en cerebro
-congestién ligera difusa en
miocardio

-dilatacién  vascular y

degeneracion hidrépica
ligera en higado

-parisitos en intestino
delgado

-degeneracién hidrépica
ligera en higado

-congestion ligera difusa en
péncreas

-congestién ligera difusa en
rifién

-congestion ligera difusa en
higado

-pardsitos en intestino grueso
-dilatacién ligera de wibulos,
presencia de grasa en
pelvicilla renal y congestion
ligera difusa en rifién



Cuadro 4.- Casiopeina 11, aplicacion 1.V. en ratones
Grupo 1, (45). Hallazgos microscopicos.

DOSIS
wg/kg

Cerebro.- congestion ligera difusa, edema ligero difuso; corazén.- congestion ligera difiisa; intestino
delgade.- hiperplasia linfoide; pulmén.- congestion ligera difiusa, engrosamiento vascular ligero.

Bazo.- congestion ligera difusa, hiperplasia linfoide ligera; cerebro.- cnngestlon hgera difusa en meninges;
corazdn.- congestion llgera difusa; higado.- congestion 11gera difusa; lnlelnno do.- hiperplasia linfoid
ligera; intestino grueso.- lasi

engrosamiento vascular hgero

linfoide ligera y p de parésitos; - cong i-'---ligeradxfusay

Bazo.- congestion ligera difusa, hiperplasia ligera difusa, presencia de megacariocitos moderada; cerebelo.-
congestion difusa moderada, y ligera difusa en meninges, cerebro.- congestion ligera difusa en meninges;
corazon.- congestion ligera difusa; intestino delgado.- hiperplasia linfoide ligera; intestino grueso.- presencia
de pardsitos; pulmén.- congestion difisa ligera, engrosamiento vascular ligero.

Bazo.- hiperplasia linfoide ligera; cerebelo.- congestion difusa ligera; cerebro.- congestion difusa ligera,
edema ligero; corazén.- congestion ligera difusa; intestino delgado.- hiperplasia linfoide ligera, presencia de
parisitos, enteritis supurativa ligera; intestino grueso.- hiperplasia linfoide ligera; pulmoén.- congestion difisa
ligera, engrosamiento vascular ligero, infiltracién linfocitaria perivascular moderada; rifién.- congestién
moderada difusa.

Bazo.- congestion figera difusa, presencia moderada de megncariocitos. cerebelo.- congestidn ligera difusa;

corazdn.- congestion ligera difisa; i i - hiperp linfoide ligera; pulmén.- congestion difusa
moderada, engrosamiento vascular ligero; rifién.- conges(mn moderada difusa, infiltracion linfocitario ligera.
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Cuadro 5.- Casiopeina 11, aplicacion I.V. en ratones
Grupo 2, (90"). Hallazgos microscopicos.

HOSIS
kg
Bazo.- congestion ligera difiisa, hiperplasia linfoide ligera; cerebelo.- congestion ligera difiisa; cerebro.-
congestion ligera difusa cn meninges; cornzén.- congestion ligera difusa; intestino delgado.- hiperplasia linfoide;
10 intestino grueso.- p ia de pardsitos; rifién.- congestion ligera difusa.
Bazo.- hiperplasia linfoide ligera; cerebelo.- congestion llgera difusa en maunges cerebro.- congestion
ligera difiisa en plexos coroides; hlgado- infiltrado linfocitario ligero, binucl pulmén.- congestit
13 ligera difusa, dilatacion vascular gera; rifion.- congestion ligera difusa.
Bazo.- congestion difitsa ligera, hiperplasia linfoide ligera; pulmén.- congestion ligera difusa, infiltrado
linfocitario perivascular, engrosamiento vascular ligero,
16
Bazo.- hiperplasia nodular ligera: cerebelo.~ congestion moderada difusa en meninges; cerebro.- congestion
difusa modcrada, edema ligero; cornzdn.- congestion ligera difusa: higado.~ congestion ligera difasa. autélisis:
19 pulmén.- congestion ligera difusa, engrosamiento vascudar ligero, infiltrado linfocitario perivascular; rifon.-
congestion figera glomerular, infiltrado linfocitario perivascular.
Bazo.- hiperplasia linfoide ligera, presencia moderada de megacariocitos; cerebelo.- congestion difusa ligera,
edema ligero; corazon.- congestion ligera difusa; higado.- congesnon bgera difusa, autlisis; pulmon-
22 i

congestion ligera difusa, engrosamiento vascular ligero, infiltrado i per far, rifién.-

» =)

ligera glomerular, infiltrado linfocitario perivascular.

2
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Cuadro 6.- Casiopeina I, aplicacion 1.V. en ratones
Grupo 3, (3 Hrs.). Hallazgos microscopicos.-

DOSIS
mg/kg

Bazo.- hiperplasia linfoide ligera; corazom.- congestion ligera difusa; higado.- congestion ligera difusa;

pulmén.- congestion ligera difusa, eng; ligero lar, infiltrado lmfocitario perivascular; rifién.-
congestion ligera difusa.

Bazo.- hiperplasia ligera difusa, congestion ligera difiisa; cerebelo.- congestion ligera difiisa y moderada en
plexos coroides; cerebro.- congestion ligera difusa y moderada en plexos cormdes higado.- degeneracién
hidrépica ligera, necrosis ligera zonal, ion moderada ligera; i do.- is ligera de
veﬂomdades presencia ligera de parisitos y moco; pulmén.- ifitrado linfocitario penvascular figero; rifion.-

derada ligera, foco de hemorragia ligera.

Blzo hiperplasia linfoide ligera; cerebelo.- congestion ligera difusa y ligera en meninges; cerebro.-
congestion ligera difusa; corazdn.- congestion ligera difusa; pulmén.- congestion ligera difusa; rifidn.-
congestion ligera difusa, infiltrado linfocitario perivascular ligero, engrosamiento vascular ligero, arteritis
moderada.

Cerebelo.- congestion ligera difusa en meninges, cerebro.- congestlon hgera d1ﬁxsn en meninges; higado.-
congestion ligera en venas centrales, binucleacione: derada difusa, dilatacion
vascular ligera; rifidn.- congestion moderada en glomérulos, vacuolas escasas en tibulos distales.

~
~

Bazo.- congestion moderada difusa, hiperplasia linfoide llgem, cerebelo.- congesuon ligera difitsa; cerebro.-
congestion ligera difusa; corazon.- congestion ligera difusa; i ino delgado.- hiperplasia linfoide ligera,
presencia de pardsitos; pulmén.- congestion ligera difusa.
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Cuadro 7.- Casiopeina 11, aplicacion 1.V. en ratones
Grupo 4 (6 Hrs.). Hallazgos microscopicos.

Cerebro.- congestion ligera difisa y ligera en meninges, edema ligero; coramn cmxgesnon Yigera difusa;
higado.- congestion ligera difusa, necrosis multifocal en vena central;, i delgado.- ia de
parisitos; ovario.- congestion ligera difusa; pulmén.- congestion ligera difusa; rifién.- congesuon hgera difusa,
infiltracion linfocitaria ligera.

Bazo.- congestion ligera difusa; cerebro.- congestian moderada difiisa, edema ligero; corazdn.- congestion
moderada difusa; higado.- congestion ligera difusa, infilirado linfocitario centrilobulillar; intestino delgado.-
autdlisis, hiperplasia linfoide; pulmén.- congestion moderada difusa, engrosamiento ligero de vasos; rifén.-
congestion difusa ligera y plomerylar ligera.

Bazo.- congestion ligera difitsa, presencia moderada de megacariocitos; cerebro.- congestion moderada
difusa, edema ligero; corazén.- congestion ligera difiasa, engrosamiento vascular ligero; higado.- congestion
moderada difusa, dilatacién vascular ligera; intestino delgado.- hipeplasia linfoide; pulmén.- congestion
moderada difisa, engrosamiento vascular ligero; rifién.- congestion moderada difusa, dilatacién vascular ligera.

19

Bazo.- congestion ligera difusa, hiperplasia linfoide ligera; cerebro.- congestion moderada difusa, edema
figero. higado.- congestion ligera difusa: pulmén.- congestion ligera difusa, engrosamiento vascular ligero;
rifidn.- congestion moderada difusa, dilatacion vascular glomerular figera,

Bazo.- congestion hgm difusa, luperplma lmfmde ligera; cerebelo.- congestion ligera difusa; cerebro.-
congestion ligera en met - ion ligera difusa; higado.- congestion moderada difuss,
presencia de quiste; mxestmo delgado.- hlperplnsm' foide; i ino grueso.- hiperplasia linfoide; pulmén.-
congestion ligera difusa, engrosamiento vascular ligero; vifién.- congestion ligera difissa, dilatacion vascular
ligera.

44




1€

Cuadro 8.- Casiopeina 11, aplicacion 1.V. en ratones
Grupo 5 (12 Hrs.). Hallazgos microscopicos.

DOSIS
mp/kg

Bazo.- congestion difuse ligera, hemorragiss difusas moderadas, focos difusos de macrofagos; cerebelo.
congestion ligera difusa, congestion ligera en plexos; cerebro.- congestion ligera difusa; corazén.- congestion
ligera difusa, higado.- congestion ligera difusa, necrosis multifocal ligera; intestino grueso.- autolisis;
peritoneo.- nflamacién supurativa ligera; pulmén.- congestion ligera difusa; riién.- congestion ligera difusa,
infiltracién linfocitaria ligera.

Bazo.- atrofia linfoide ligera, congestion ligera difusa; cerebro.- congestion ligera difusa, edema ligero,
desmielinizacion ligera; corazén.- congestlon dlﬁxsa hgem higado.- congestion moderada difitsa, infiltrado
linfocitario pericentral; i d - iva ligera en submucosal, autolisis; ovario.-
congestion ligera difusa; pulmén.- congesnnn ligera difasa; rmon congestion moderada difusa.

Bazo.- congestion ligera difusa, hiperplasia linfoide ligera; cerebelo.- congesuon ligera difusa; corazén.-
congestion ligera difusa; higado.- dilatacion lar ligera; pulmé gestion ligera difusa; rifon.-
congestion ligera difusa.

Bazo.- hiperplasia lmfmdc ligera; corazén.- congcsuon ligera difusa; Iugado congesnon modmdn en
sinusoides; intestino delgado.- pr ia de pard ino grueso.- de p -
congestion ligera difusa, mﬁltrado linfocitario pen"bmnqmnl ligero; rifidn,- congemon moderado en medula

Bazo.- hipemlasia linfoide ligera; cerebro.- congestion ligera difusa; corazén.- congestion ligera difusa;
higado.- congestion ligera en sinusoides: i ino grueso.- p ia ligera de moco; pulmén.- congestion
moderada difitsa. hemorragins moderadas difitsas: rifién.- congestion ligera en médula,
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Cuadro 9.- Casiopeina |}, aplicacion 1.V. en ratones
Grupo 6 (24 Hrs.). Hallazgos microscopicos.

[ Doss
mykg
Bazo.- atrofia linfoide ligera, p i derada de megacariocitos; cuebro congestion ligera difusa,
edema ligero; i ino delgado.- hiperplasia linfoide; pulmén.- congestion moderada difusa, hemorragias
10 difirsas Yigeras; rifdn.- congestion hgera dnﬁlsa
Bazo.- congestion moderada difusa; cerebelo.- congeshon difusa hgera, edemn ligero; cerebro.- congestion
) ligera difisa; higado.- necrosis multifocal ligera; pul derada difusa, infiltrado linfocitario
13 peribronquial, engrosamiento vascular ligero; rifién.- congestnon moderada difuss, nfiltrado Imfocitario
perivascular, .
Bazo.- congestion moderada difisa, presencia moderada de megacariocitos; cerebelo.- congestién ligera
d\fusa urebro congestion ligera difusa; corazén.- congestion ligera difusa; intestino grueso.- presencia de
16 - congestion moderada difusa, engrosamiento vascular ligero; rifion.- congestion moderada
difusa y glumeru.hr ligera.
Bazo.- atrofia ligera difusa, p i derada de foci gestion figera difusa; cerebelo.-
congestion ligera difusa; cerebro congestion ligera dlfusa, edema ligero; corazon.- congestion ligera difusa;
19 intestino delgado.- autolisis, hiperplasia linfoide; pulmén.- congestién moderada difusa, vasculitis; viiidn.-
congestion moderada difusa, congestion gl lar ligera.
Bazo.- presencia moderada de megacanocnos, hlperplxsm Imfmde Iligldo.‘ infiltrado linfocitario difuso
figero, p de ab: ; rifibn.- da difusa,
22
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Cuadro 10.- Casiopeina 11, aplicacion 1.V. en ratones
Grupo 7 (48 Hrs.)

DOSIS
mg/kg

Bazo.- hiperplasia linfoide ligera, congestion ligera difusa; cerebelo.~ congestion ligera difusa; cerebro.-
congestion ligera difusa; conzon congestion moderada difusa; higado.- dilatacién vascular ligera, infiltrado
linfocitario perivascular, congestio derada difusa; ino delgado.- presencia de parisitos; intestino
grueso.- presencia de parisitos; pulmén.- congestion ligera difusa, engrosamiento vascular ligero; rifién.-

gestion ligera difiusa. )

Bazo.- congestion ligera difissa, p i derada de iocitos; cerebro.- congestion moderada
difusa, edema moderado; corazém.- congestio hgerl difusa; higado.- congestion ligera difusa, dilatacién
vascular ligera; intestino delgado.- p ia de parasitos; intestino grueso.- presencia de parasitos; pnlmon-
congestién moderada difusa, engrosamiento vascular ligero; riiién.- congestion moderada difusa y g !
ligera.

Bazo.- congestion ligera difusa, p i derada de megacariocites; cerebelo.- congestion ligera difusa,
edema ligero; cerebro.- congestion ligera difusa, edema ligero; higado.- congestion ligera difusa, infiltrado
Imfocitario perivascular; intestino delgado.- hiperplasia linfoide; pulmén.- congestion moderads difusa,
engrosamiento vascular ligero; rifion.- congestion moderada difusa, infiltrado linfocitario perivascular ligero;
utero.- congestién difissa ligera.

Bazo.- hiperplasia linfoide ligera, congestion Ligera difusa, p i derada d¢ megacariocitos; belo.~
congestion ilsm difusa, edema ligero, desmielinizacion ligera; cerebro.- congestion ligera difusa, edenu ligero,
desurietinizacion ligera; intestino delgado.- presencia de pardsitos y moco; pulmén.- congestion ligera difusa,
infiltrado linfocitario peribronquial; rifién.- congestion ligera difisa, infiltrado linfocitario perivascular ligero.

Cerebro.- congestion ligera difusa, edema ligero; higado.- inflamacién supurativa tigera; pulmén cougcsuon
ligera difusa, engrosamiento vascular ligero, infiltrado linfocitario pert lar; rifién.- i
difiasa,
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Cuadro 1.~ Casiopeina I, aplicacion V. en ratones
Grupo 8 (72 Hrs.)

DOSIS
me/kg

10

Bazo.- congestion moderada difusa, presencia ligera de megacariocitos; cerebelo.- congestion ligera en
plexos; cerebro-edema ligero, congestién ligera difusa; corazén.- congestion ligera difusa, emgrosamiento
vascular ligero; higado.- congestion ligera difusa, degeneracion hidrépica centrilobulillar ligera; mtesnno
grueso.- hiperplasia linfoide; pulmén.- congestlon ligera difusa, zona de colapso; ridén.- b gias en
cépsula, congestidn ligera difusa y gl lar ligera.

13

Bazo.- congestion moderada difusa; cerebelo.- congestion ligera difizsa, desmielinizacion ligera; cerebro.-
congestion ligera difusa, edema ligero; corazdn.- congestién ligera difuss; higado.- congestion ligera difusa,
infiltracién linfocitario centrilobulillar; intestino delgado ll.l!ullSlS congesuon ligera difusa; mtestmo grueso.-
presencia de pardsitos, abund moco; pulmé difusa, vascular

- P , Bt
dprad,

; rifion.- ion moderada difusa y gl lera. dilatacién far ¢n corteza.

Cerebelo.- congestion ligera difusa, congestion ligera en meni cerebro.- congestion ligera difusa, edema
llgero, cormn congcmon hgera d:ﬁxsa, higado.- congestion ligera difusa, dilatacion vascular ligera; intestino
do.- derada difusa, dilatacion lar ligera, engr jento vascular

llgem, rifién.- cnngcstmn moderada en glomérulos, infiltrado tinfocitario perivascular hacia pelvis.

Bazo.- i6 derada difusa, hiperplasia linfoid derad fa moderada de megacariocitos;
cerebro.- congestion ligera difusa, edema ligero; corazdn.- congestion difuusa ligera; higado.- congestion ligera
difusa, autolisis; pulmén.- congestién moderada difusa, dilatacidn vascular ligera, engrosamiento vascular ligero;
rifidn.- congestion ligera en glomérul

22

Bazo.- hiperplasia linfoid ion difiisa moderada, p ia moderada de megacariocitos; cerebro.-
congestion ligera difusa, edema hgero corazén.- wngesuon hgm difisa, higado.- congestion ligera difusa;
intestino delgado.- autlisis, presencia de parisitos y h ino grueso.- autélisi ia de

pmsnns, pulmén.- congestion ligera dxﬁ.lsa dilatacion vascular ligera, engrosamiento vascular llgero rififn.-

ge da hacia pelvicilla y gl I derada, arteritis.
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. Cuadro 12.- Casiopeina {1, aplicacién LV. en rat
Tablas de frecuencias de las lesiones mis significativas

BAZO CONGESTION RINON CONGESTION EN PA QOA
tiempo | 45' ] 80' | 30 j 60 { 120 ] 240 } 480 | 720 | contsol tiempo | 45' | 90' | 30 ) 60 ) 120 | 240 } 480 | 720 | contyol
10mg, + + + |+ |0mg | + |+ |+ |+ + + + + +
13mg | + AL Umg | + |+ et + 1)+ |+ |+
lomg | + } + AR EESENE: 16mg Ll L N s +
19mg + + L+ {4 Bmg | + | + L ad BaB R Pk +
22mg + + ]+ 4 im& 4+ ++ |+ + Ea ol s

BAZO PRESENCIA DE MEGACARIOCITOS RINGN CONGESTION GLOMERULAR
tiempo | 45' 190' | 30 160 | 120 | 240 | 480 | 720 | control | tiesmpo | 45' 1 90' 1 30 | 60 | 120 | 240 | 480 | 720 | comtrol |
10mg | + + Ll I I as + 10mg + + + +
mg H i+ + mg + ]
16mg |+ ] + |+ )+ ] + j++ |+ ] + + 16mg | ++ ++
9mg { + { + + |+ | | 19mg + [+ +
22mg | ++ |+ + |+ A+ 22z Jﬁ + 1 ]

BIGADO CONGESTION PULM CONGESTION
tiempo | 45' {90' | 3c { 60 | 120 | 240 | 480 | 720 | control tietnpo | 45' 1 90' | 30 | 60 | 120 | 240 | 480 | 720 | control
10mg, + | + + + “’ms + + | + + +H |+ +
13mg | + Lt B aa + mg ]+ 1+ + + ]+
16mg - + + 16mg + + + [+ | + L e 0
19mg + 4+ |+ | + + Omg (] + {4+ + |+ [+
2mg =+ o+ + _3_2_;_:1& ]+ [+ | + +

CEREBRO CONGESTION EN PARENQUIMA PULMON ENGROSAMIENTO DE PARED VASCULAKR
tiempo | 45 {90' [ 30 {60 | 120 | 240 | 480 } 720 | control | tismpo | 45' | 90' | 30 [60 | 120 | 240 | 480 | 720 | contsol
0mg | + ) + + | + + + + 0mg { + + +
Bmg [+ 1+ ]+ ]&] + + |+ o+ + 13mg | + + + + | =+
16mg + + + + 16mg + | + + + + +
10mg | + [ ++ ++ IRERE Omg | + | + + ++ 4 +
22 INERE + + 2mg | + ] + + + | +

+ grado ligero

++4 grado moderado
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