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RESUMEN

MARISOL RIVERA HUERTA. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL S50 {DLso) DE LA
CASIOPEINA IIIE EN RATA Y RATON POR V1A INTRAVENOSA E INTRAPERITONEAL. (Bajo la
direccion del MVZ, PhD, Héctor Sumano Lipez, Bi6l, M. en C. Ma, Isabel Gracia Mora y M.V.Z.
Lucia Macias Rosales),

El cancer es una enfermedad mortal y para su tratamiento se cuenta con varias modalidades
siendo una de ¢ilas el empleo de farmacos antineoplasicos. Al respecto, la Dra. Lena Ruiz A, en la
Facultad de Quimica de la UNAM, disefié compuestos de coordinacién analogos al cisplatino, con
cobre {Cu} como centra metilico; dichos compuestos se conocen con ¢l nombre de Casiopeinas y
presentan actividad citostatica y antineoplésica.

Antes de que un farmaco pueda ser empleado en la clinica, es necesaric seguir el protocolo
de cernimiento de nuevos farmacos antineoplasicos que fué disefiado por el National Cancer
Intitute {NCI) ¥ en el cual se indican estudios de toxicologia. En esta tesis se determinara la DLso de
la Casiopeina IIE en ratas y ratones por via intravenosa e intraperitoneal, estableciendo si existen
diferencias entre cepas y sexos.

Para la determinacién de la Dlso se utilizaron 50 ratas hembras y 35 ratas machos de la
cepa Wistar, de 10 semanas de edad y S0 ratones hembras y 50 ratones machos de la cepa NiH, de
8 semanas de edad, divididos en 5 grupos, con 5 animales cada uno. Las dosis empleadas para la
via intraperitoneal en las ratas hembras fueron 2, 3, 4, 5 y 6 mg/Kg; en los machos 4, 6, 8, 10y 12
mg/Kg. Para la via intravenosa en Ias hembras 6, 8, 10, 12y 14 mg/Kg: en loa machos 3,4, 5,6y
7 mg/Kg. Para los ratones NIH, por via intraperitoneal, en las hembras 8,10, 12, 13y 14 mg/Kg;,
en los machos 4, 6, 8, 10 v 12 mg/Kg. Pa.ra la via intravenosa en las hembras 4, 6, 8, 10 y 12
mg/Kg en los machos 6, 8, 10, 12 ¥y 14 mg/Kg. Los resultados se procesaron en ¢l programa de
Log Probit Analysis.

La DLso de la Casiopeina IIIE fue diferente ¢ntre las cepas siendo mis sensibles las ratas
Wistar, tanto en dosis {mg/Kg) como en los signos de toxicidad con respecto a los ratones NIH, Las
diferencias de toxicidad aguda para [as ratas Wistar fueron principalmente por via intraperitoneal,
en donde la Dleo de las hembras, fue de 4.63 mg/Kgy en los machos 5.26 mg/Kg, la diferencia es
de 0.63 mg/Kg, lo que indica que las hembras resultaron ser ligeramente mas sensibles que los
machos, no asi por via intravenosa. En los ratones NIH se observé que por via intraperitoneal la
Dlso en las hembras fue de 12.47 mg/Kg y en los machos de 6.67 mg/Kg, la diferencia por 5.8
mg/Kg sefiala la sensibilidad de los machos para la Casiopeina IIIE no ocurriendo lo mismo por via
intravenosa con una DlLso para las hembras de 7.12 mg/Kg y en los machos de 10.15 mg/Kg, en
este caso la diferencia de 3.03 mg/Kg sehala la sensibilidad de las hembras; estas diferencias
probablemente tengan que ver con la actividad microsomal enzimatica que hay para cada scxo de

cada especie.
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¢QUE ES EL CANCER?

El cancer constituye hoy en dia un problema de salud publica no sélo
en México, sino en todo el mundo. En nuestro pais, ocupd en 1995 el
segundo lugar como causa de mortalidad, es una enfermedad que no sélo
afecta al humanec sino también a los animales (1). Dentro de la Medicina
Veterinaria se tiene menos ubicada la incidencia de las enfermedades
neoplasicas, sin embargo, son comunes los casos de tumores malignos que
se reportan en pequenas especies, se ha manifestado con mas relevancia
en los ultimos 10 a 15 afios, y aunque no se conoce cual es la incidencia
exacta, se menciona que 1 de cada 10 perros y gatos pueden presentarlos
{5).

El cancer es una enfermedad cronico-degencrativa que se caracteriza
por una proliferacién celular anormal, incoordinada y excesiva.
Dependiendo de las propiedades especificas del cancer, éste se puede
clasificar de la siguiente manera:

A. Neoplasia benigna, que por definicidn es aquella que no
es invasiva, frecuentemente es encapsulada, no causa metastasis y
su crecimiento es moderado.

B. Neoplasia maligna, aqui hay invasion de estructuras
aledafias, incluyendo vasos sanguineos, ganglios linfaticos y nervios;

no son encapsuladas y tienen un crecimiento acelerado (3, 24).
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Los neoplasias malignas exigen cada vez mas estructuras
hospitalarias complejas, asi como tecnologia de diagnéstico més avanzada
¥y tratamientos cuyos costos son bastante elevados; debido a esto los
investigadores continian en la bdasqueda de tratamientos mas eficaces
para poder curar o aminorar los efectos que se presentan de este
padecimiento (3,7).

El cancer ha sido reconocido desde la antigtiedad; sus primeros
indicios se remontan a 4500 a. C. en Iran y Egipto. En México, los aztecas
{siglo XII y XVI) estaban familiarizados con el cancer y lo llamaban
“cpalocatl”. Recomendaban para su tratamiento la cirugia y después
aplicaban cataplasmas. La trepanacién fue el procedimiento quirtrgico
mas utilizado por los aztecas, toltecas y mayas. En 1898 Maria
Sklodowska Curie descubre el radio, y apenas un afio después se informa
sobre el primer paciente curado con radio. Actualmente existen tres
modalidades clasicas para el tratamiento de las enfermedades neoplasicas:
la cirugia, la radiacion y la quimioterapia; sin embargo, hay otras
alternativas como la crioterapia, la inmunoterapia y la hiperterrriia que no
son tan comunes (2, 32).

La crioterapia se refiere al uso controlado de temperaturas lo
suficientemente bajas para producir un dafo tisular severo; éstos

procedimientos se pueden emplear en aquellas situaciones en las cuales
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los procedimientos convencionales son peligrosos y la congelacidn puede
ser el método més efectivo para destruir tejido neoplasico (3).

La inmunoterapia consiste en estimular al sistema inmune o alguno
de sus elementos para controlar o destruir a las células cancerigenas; esta
estimulacion puede lograrse con diferentes agentes inmunoterapéuticos de
origen bioldgico o sintético (22, 34).

La hipertermia se basa en aumentar la temperatura de todo el cuerpo
o solamente de ciertas regiones que presentan crecimiento tumoral. Existe
evidencia de que la parte interna de un tumor presenta un pH bajo, poca
disponibilidad de nutrientes y de oxigeno, por lo tanto su inactivacién es
més rapida cuando existe un aumento de temperatura corporal o local. Por
otra parte se ha visto que el calor acenta los efectos de radiacién y de
muchos agentes quimioterapéuticos por medio de diferentes mecanismos
{5, 34).

La cirugia se emplea en la prevencion, diagnéstico, tratamiento local,
eliminacién de la masa tumoral, preservacion de la funcion de los drganos
y rehabilitaciéon. E! objetivo principal de la cirugia es la curacion de
pacientes con enfermedad localizada. El segundo objetivo, es lograr el
control local de la enfermedad de modo que se puedan usar otras terapias
en los sitios de diseminacion, En general, las probabilidades de que un

procedimicnto quirturgico sea exitoso depende de la extirpacién total del
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tumor con margenes adecuados de tejido normal, tocando los tumores lo
menos posible para prevenir la diseminacién del mismo (4, 37).

La radiacién e€s una forma fisica del tratamiento del cancer, destruye
tanto células neoplasicas como sanas al ser absorbida, ya que dafa
directamente el DNA, se aplica en tres formas:

A, teleterapia; consiste en €l uso de haces de rayos X, rayos
¥ o particulas generadas a distancia del paciente y dirigidas a los
sitios del organismo donde se considera que esta el tumor.

B.  braguiterapia; consiste en ¢l uso de fuentes de radiacién
encapsuladas que se implantan directamente en los tejidos o
cavidades corporales; también se denomina terapia intersticial y
terapia intracavitaria.

C. sistémica; en la cual los elementos radiactivos se
introducen en forma sistémica para que lleguen a las células
tumorales mediante los procesos fisiclégicos normales, por ejemplo,
€l uso de anticuerpos monoclonales radio marcados administrados
por via intravenosa para localizar y destruir el tumor en cualquier
sitio (4, 37}.

La quimioterapia constituye un tratamiento sistémico para el
tratamiento del cancer metastasico, en sus inicios los hombres trataban
los tumores con la aplicacion directa de mezclas que contenian causticos,

acidos, alcaloides tales como la belladona, aconita y cicuta, metales y sus
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sales y compuestos de cobre, mercurio, antimonio, plomo, zinc y arsénico.
En 1943, el Centro de Cancer de Yale introdujo en ta practica médica los
alquilantes como primeros farmacos antineoplasicos, se observé que las
mostazas nitrogenadas causaban regresion de linfomas humanos por
interferencia con la proliferacién celular, pero resultaron sumamente
téxicas por lo que su uso se restringié (4, 13, 32, 37), sin embargo, en la
década de 1970-1980 la cura del cancer por quimioterapia se difundié
ampliamente, representando una alternativa terapéutica en algunas
neoplasias prolongando asi las expectativas de vida de los pacientes (7, 8).

Con la quimioterapia actualmente disponible por lo menos 16
tumores son curables en estadios avanzados, 4 pueden ser curables en el
contexto de una terapéutica adyuvante con una carga tumoral subclinica y
muchos responden a la guimioterapia, la mayoria de los regimenes
curativos estan constituidos por combinaciones de farmacos (ver cuadro 1)
(37).

Existe una gran variedad de farmacos utilizados en la quimioterapia
del cancer, para poder estudiarlos se les ha clasificado segin su
mecanismo de accion en: alquilantes, antimetabolitos, antibiéticos,
alcaloides, hormonas y otros. La mayoria de los compuestos utilizados en

la quimioterapia tienen tres origenes :
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a) Compuestos aislados de productos naturales.

b) Compuestos sintéticos con estructuras iguales o semejantes a

aquellas de compuestos aislados de productos naturales.

c) Sintesis de novo (compuestos sintéticos cuyas estructuras son

productos de un disefio molecular) (3, 8).

La mayoria de los farmacos antineoplasicos tienen actividad sélo
contra células que estan en el proceso de division, sin embargo hay tejidos
gue de manera normal proliferan por lo que pueden ser dafiados por
alguno de estos potentes firmacos antineoplasicos, esta toxicidad con
frecuencia limita la utilidad de éstos (2, 13).

Asi, los mecanismos antitumorales son toxicos para diversos tejidos y
acttian directamente sobre ellos; por ejemplo: linfocitos, céhilas
plasmaéticas y células de la médula dsea. Esto provoca que se presente
anemia, leucopenia y trombocitopenia, por lo que en los pacientes tratados
son comunes las hemorragias y la mayor susceptibilidad a las infecciones,
lo que orilla a que exista una estrecha vigilancia de los recuentos
leucocitarios, asi como de la salud de los pacientes. Algunos farmacos
antineoplasicos provocan diarrea, vomito y ulceraciones de la mucosa,
debido a que las células basales del epitelio son sumamente susceptibles a
éstos. Las células hepaticas y renales responden de forma distinta a los
farmacos antineoplasicos y frecuentemente la respuesta no esta

relacionada con su efecto sobre compartimentos proliferatives. Las células
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del Sistema Nervioso Central (SNC) son las menos afectadas por estos
farmacos debido a que son protegidas por la barrera hemato-encefalica y
por su crecimiento lento. Sin embargo, hay muchos firmacos que
provocan darfio al SNC y a veces es dificil independizar un efecto directo del
farmaco sobre el comportamiento de los efectos combinados del tumor,
residuos de las células que mueren, mala nutricién y régimen terapéutico
2,3, 8}

Por otro lado, los riesgos a largo plazo de ciertos farmacos
antineoplasicos son consecuencia de sus propiedades teratogénicas,
mutagénicas y por lo tanto oncogénicas (8). Debido a la creciente
necesidad de contar con nuevas opciones para cambiar la problematica de
las enfermedades neoplasicas se ha dado énfasis al estudio de nuevos
farmacos antineoplasicos, y para lograr esto el “National Cancer Institute”
(NCI) dictamina que los estudios preclinicos de cualquier tipo de farmaco
para tratar enfermedades neoplasicas se deben evaluar primero en
animales con tumores que sean similares a los tumores que se presentan
en humanos antes de pasar al Ensayo clinico en éstos ultimos {3). Dentro
del desarrollo de un farmaco es importante conocer los aspectos
farmacocinéticos bésicos de éste para poder determinar su actividad
dentro del organismo (2, 3, 6). Los farmacos existentes para poder
controlar o curar enfermedades neoplasicas tienen grandes limitantes ya

que resultan sumamente téxicos para los pacientes y algunos tumores
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TUMORES CURABLES EN ESTADIOS AVANZADOS CON QUIMIOTERAPIA.

Coriocarcinoma Tumor de Wilms

Leucemia linfocitica aguda {en nifios Linfoma de Burkitt

¥ adultos) Rabdomiosarcoma embrionario
Enfermedad de Hodgkin Sarcoma de Ewing

Linfoma difuso de células grandes Neuroepitelioma periférico

Linfoma linfoblastico {en nifios ¥ Neuroblastoma

adultos) Céaneer pulmonar de células pequeiias
Linfoma folicular mixto Cancer de ovario -

Cancer testicular
Leucemia mielogénica aguda

TUMORES CURABLES POR QUIMIOTERAPIA EN EL CONTEXTO COADYUVANTE.

Cancer de mama

Sarcoma osteogénico
Sarcoma de tejidos blandos
Cancer colorrectal

TUMORES QUE RESPONDEN EN UN ESTADIO AVANZADO, PERO QUE AUN NO
SON CURABLES CON QUIMIOTERAFIA.

Céancer de vejiga

Leucemia mielogénica cronica Canceres de cabeza y cuello
Leucemia tinfocitica ¢crénica Céancer endometrial

Leucemia de células pilosas Carcinoma corticosuprarrenal
Mieloma multiple Meduloblastoma

Linfoma folicular de cétulas pequerias Policitemia rubra vera
clivadas Cancer de pristata
Carcinoma gastrico Insulinoma

Carcinoma de cuello uterino " Cancer de mama

Sarcoma de tejidos blandos Tumeores carcinoides
TUMORES CON POCA RESPUESTA A LA QUIMIOTERAPIA EN UN ESTADIO
AVANZADO

Sarcoma osteogénico Cancer colorrectal

Cancer pancreitico Cancer de pulmén no de células
Cancer renal pequefias

Céncer tiroideo Melanoma

Carcinomas de la vulva o del pene Carcinoma hepatocelular

Cuadro 1. Tumores que responden a la quimioterapia.
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llegan a generar resistencia (8). Por lo anteriormente citado es importante
la busqueda de nuevos farmacos con una menor toxicidad y con diferentes

propiedades biolégicas como:

a) Que no presente resistencia cruzada

by Que presente un espectro mas amplio de actividad
&) Que presente mayor efectividad clinica antitumoral
d) Disminucion de efectos eméticos y renales

o) Sinergismo en terapias combinadas {2,6,9,11)

CERNIMIENTO DE NUEVOS FARMACOS ANTINEOPLASICOS

El nimero de nuevos farmacos evaluados cada afio en los Estados
Unidos por el National Cancer Institute (NCI) es enorme {37). La mayoria
de medicamentos nuevos son desarrollades y producidos por
corporaciones internacionales, el proceso desde que un farmaco se
sintetiza hasta que se vende comercialmente dura aproximadamente 10
anos y cuesta alrededor de 100 millones de délares {21). Ei desarrollo de
sistemas de cernimiento para encontrar farmacos con actividad frente a
tumores solidos se lleva a cabo en la “Division of Cancer Treatment” que

depende del NCI, organismo responsable de evaluar la eficacia de nuevos
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compuestos sintéticos y productos naturales contra un grupo de tumores

en animales y que poseen un alto grado de concordancia con los que se

presentan en el humano (37).

De forma general podemos decir que para desarrollar un farmaco

antineoplasico se deben de seguir los siguientes pasos:

Adquisicién

| Cemimiento l

Produccién y formulacién

Fase I Ensayo clinico

Fase 11 Ensayo clinico

Fase HI - IV Ensayo clinico

Practica en medicina general

Figura 1. Diagrama de Flujo del Desarrollo de un Nuevo Farmaco
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ADQUISICION Y CERNIMIENTO

La adquisicién de un farmaco, en ocasiones resulta casualidad, es por
elio que la fase de cernimiento es la mas importante en el proceso de
seleccién de éste, es el mecanismo por el cual se restringe el mimero de
compuestos quimicos y se establece el nimero de farmacos que pueden
ser manejados. Esto se consigue al evaluarlos en ratones con tumores
transplantables de los cuales se conoce su desarrolio, los modelos
tumorales mas empleados son el L1210 y P388 que son Leucemias, B16
melanoma o carcinoma de pulmén de Lewis. De este medo se realiza un
“pre-cernimiento” de la actividad antitumoral para la posterior seleccion de
farmacos durante la fase que continua (37).

El programa de cernimiento es el siguiente:

mores en roedores

[Pulmon, Leucemia,
IColon, Melanoma,
[Glandula mamaria

Tumores humanos

Productos transplantados
maturales

purificados: 400 [Pulmén

por ario. Colon

landula mamaria

Figura 2. Programa de Cernimiento de Actividad para un Farmaco
Antineoplasico.

Se toma la decision de continuar sélo si se demuestra que el farmaco

tiene efecto anticancerigeno contra uno de los tumores que se encuentran
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en €l panel. Se recomienda la evaluacién tanto in vivo como in vitro para
conocer mejor la actividad antineoplasica de un farmaco (8).
PRODUCCION Y FORMULACION
Para la produccidn y formulacion de farmacos anticancerigenos es
importante evaluar la pureza del farmaco con la determinacién del punto
de fusién, andlisis de componentes, cromatografia y espectrofotometria; la
determinacién del pH y la solubilidad en disolventes fisiolégicos aceptables

asi como la estabilidad de sus componentes (7).

TOXICOLOGIA

Los ensayos de toxicidad se realizan en roedores, perros y monos en
ese orden, pero un sistema menos costoso es la evaluacién de la toxicidad
sélo en roedores donde se determina la dosis letal en 10%, 50% y 90% de
los animales empleados y la dosis reproducible que es letal en 10% de
estos animales tratados; por lo tanto, la DL10% es usada para establecer
una dosis inicial para ensayos clinicos en humanos y que mnos
proporcionara una seguridad maxima (7).

La toxicologia se puede definir como la ciencia que estudia los efectos
de las interacciones de las sustancias quimicas con el organismo animatl
vivo, en las circunstancias que la rodean y con tendencia a una finalidad
preventiva, y la valoracién del riesgo del empleo de dichas sustancias

quimicas (15).
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La toxicologia se orienta hacia el estudio de los efectos de las
sustancias sobre los sistemas biolégicos, dedicando especial interés a los
mecanismos de los efectos perjudiciales y a las condiciones bajo las cuales
se¢ dan dichos efectos (17).

La toxicologia se puede clasificar de la siguiente manera:

a) Experimental. Es la fase primaria de la aplicacion de la
toxicologia, misma que se realiza en el laboratorio con animales
de experimentacion, érganos o tejidos individualizados, y la que
tiene una gran conexidn con la farmacologia.

b) Clinica. Es la aplicacién practica que estudia los problemas
patolégicos con que se va a encontrar el toxicélogo en la vida
profesional (15).

Por lo tanto, apoyandonos €n la toxicologia experimental podemos
evaluar la toxicidad de un farmaco para que éste pueda ser usado, conocer
su dosis efectiva asi como el periodo de administracion (3).

El estudio de los métodos toxicolégicos se centra en la deteccidn y
evaluacién de la naturaleza de los cambios funcionales y estructurales
inducidos quimicamente y el significado de estos efectos en las células
vivas. Debido a que todos los efectos de las sustancias quimicas en los
sistermnas vivos no son necesariamente perjudiciales, la funcién principal de
la ciencia de la toxicologia es identificar de forma clara aquellas sustancias

quimicas capaces de producir un perjuicic serio a los sistemas vivos.
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Existen principios generales que se aplican a muchos, o quizas a
todos los procedimientos de ensayo toxicolégico. Son los siguientes:

1) Para que un agente quimico produzca un efecto biolégico, debe
entrar en contacto inmediato con las células en consideracion.

2) Para cada sustancia quimica existe una cantidad por debajo de
la cual no produce efecto detectable en ningtin sistema biologico y una
cantidad con la cual produce un efecto significativo en todos los
sistemas biolégicos. Entre estos extremos se encuentra el intervalo de
cantidades en el que toda sustancia quimica ocasionara un efecto
significativo en algunos tipos de sistemas biologicos.

3)Las células que tienen funciones parecidas y vias metaboélicas
similares en varias especies por lo general se veran afectadas de forma
parecida por una entidad quimica dada.

4) Pequefios cambios en la estructura de un agente quimico pueden
influir en gran manera en su accién bioldgica.

Es importante considerar que se requiere de un lugar adecuado en
donde realizar este tipo de experimentos toxicologicos los cuales deben de
contar con el material suficiente, personal que tenga conocimientos de éste
tipo de pruebas, sistemas informativos de bibliografia y de datos,
conocimiento previo de la toxicodinamia y toxicocinética de la sustancia
problema, debe realizarse una seleccidon de especie, sexo y edad de los

animales de experimentacion, asi como su alojamiento, alimentacion y
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condiciones de manejo, que permitiran una vigilancia total durante la

experimentacion (15, 17).

Las categorias de los ensayos toxicologicos son segin Loomis (17):

A. Ensayos agudos que implican la administracion de la
sustancia a ensayar en una sola ocasién.
a) Determinacion de la Diso {ensayo de 48 hrs. - puede
ser de 24 hrs. y control de sobrevivientes durante 7 - 15
dias)
. Dos especies (normalmente ratas y ratones)
. Dos vias de administracién {una es la via de
uso prevista}
b) Efectos topicos sobre la piel del conejo (si la via de uso
prevista es Ia topica, evaluacion a las 24 hrs. y a los 7
dias).
B. Ensayos prolongados que implican la administracion de la
sustancia a ensayar en multiples ocasiones.
a) Duracion de tres meses
b) Dos especies (de ordinario ratas y perros)

c) Tres niveles de dosis
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d) Evaluacion del estado de salud

. Todos los animales se pesan semanalmente
. Examen fisico completo cada semana
. Quimica sanguinea, analisis de orina,

hematologia y ensayos funcionales
e) Necropsia e Histologia.
C. Ensayos crénicos {dosis diarias)
a) Duracion : 2 a 7 afios segin resultados de ensayos
prolongados previos, estudios farmacodinamicos con
varias especies animales y/o posibles estudios tentativos
en humanos con dosis Gnicas.
b) Minimo de dos niveles de dosis
¢) Via de administracién segin la via de uso prevista

d) Evaluacién del estado de salud

. Todos los animales se pesan semanalmente
. Examen fisico compieto cada semana
. Quimica sanguinea, analisis de orina, examen

hematolégico y ensayos funcionales en todos los
animales a intervalos.
¢) Todos los animales se someten a necropsia que incluye
el examen histologico de todos los sistemas.

D. Ensayos especiales
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a) De potenciacion con otras sustancias
b) De efectos sobre la reproduccion

c) De teratogenicidad

d) De carcinogenicidad

e) De efectos sobre piel v ojos

f) De efectos sobre el comportamiento

Como ya se menciond, los estudios de toxicidad aguda, también
conocida como dosis-Gnica o Dosis Letal S0 (DLso) consisten en
administrar el compuesto a los animales en una ocasién. Se evalia para
determinar ¢! grade de toxicidad de una sustancia quimica (gque es la
relacion entre la dosis y los efectos adversos), para establecer la toxicidad
de otras sustancias quimicas similares y para determinar los efectos
toxicos especificos y proveer informacion sobre el modo de accién téxica.
Se pueden evaluar los dafics que ocasiona empleando diferentes rutas de
administracién y animales de ambos sexos. Se llevan a cabo en animales
de laboratorio y finalmente los resultados se extrapolan a otras especies,
tomando en cuenta la premisa de que hay similitudes entre diferentes
especies de vertebrados y que esas similitudes se pueden ver reflejadas en
la respuesta obtenida en este tipo de estudios, sin embargo, hay que
considerar también que las similitudes tienen limitaciones para la

interpretacion de resultados (35).
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Los estudios de toxicidad aguda de este modo identifican agentes
quimicos altamente toxicos y proporciona informacién sobre los posibles
dafios que pueden ocurrir cuando los humanos son expuestos, por lo
general, se utilizan animales de una especie en particular, cepa, edad y
peso, son mantenidos bajo condiciones controladas de dieta, jaulas,
temperaturas, humedad relativa y tiempo de dosificacién (Ver Cuadro 2).
Por razones practicas y econdmicas la especie convencional para este
estudio son los roedores y por razones éticas se recomienda trabajar con
un pequeiio niimero de animales para cada dosis. Los estudios con dosis-
Unicas generan datos sobre la dosis no efectiva, la dosis maxima a la cual
un efecto téxico no es visto, la dosis minima letal, la dosis mas pequena
requerida para matar a un animal y la dosis letal media (DLS0), concepto
introducido por Trevan en 1917 y que representa la muerte de la mitad

{50%) de la poblacién estudiada (3, 31).
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Factor a Descripeion
considerar
Especies Diferencias metabdlicas
Cepas Deficiencias enzimaticos
Sexo Nivel hormonal/ prefiacién
Edad/Peso Higado/funcién renal: actividad

microsomal enzimatica

Medio ambiente Alojamiento, manejo de humedad

relativa, temperatura, actividad.

Dieta Proteina: grasa, proporcion

Modo de Ruta/velocidad de administracion
administracién

Formulacién Vehiculo, volumen, pH, osmolaridad

Cuadro 2. Factores que influyen en los ensayos de DlLso

La mayoria de los estudios de toxicidad aguda y sub-aguda son
realizados en roedores {principalmente ratas y ratones), aunque €sto
depende en gran medida de los objetivos particulares de la investigacién y
la extrapolacién de una especie a otra requiere cuidado.

La causa de que los roedores se usen mas para el desarrollo de las
pruebas de toxicidad es la concepcién de eventos que pueden ocurrir si los

hombres fueran expuestos al mismo farmaco. No hay una razén especifica
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para asumir que los roedores no den una respuesta idéntica por lo que en

los humano las razones de su uso son las siguientes:

a) Algunos roedores (p.e. ratas y ratones) son facil de reproducir en
cantidades necesarias.

b) La crianza de los roedores en el laboratorio es facil de mantener.

¢) Los roedores son baratos en relacién a otras especies.

d)Se pueden reproducir y criar cepas definidas de roedores
dependiendo del estudio de toxicidad.

€] Se pueden emplear ratones libres de patégenos especificos con lo
cual presentan problemas de salud minimos.

f) La cantidad del producto empleado para las pruebas de toxicidad
son minimas por el tamafo de los roedores.

g) Generalmente es facil la exposicion al farmaco.

h) Es facil observar los signos de intoxicacién.

La diferencia en la toxicidad aguda entre sexos de diferentes especies
0 entre cepas de la misma especie se puede derivar por diferencias
ﬁsio]égic'as, puede ser por la distribucién de los fluidos y grasa corporales
o la diferencia en la actividad de enzimas que hay presentes en ambos

S€xX0s, por otra parte, hay que considerar que si una poblacién es expuesta
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a un mismos toxico encontraremos individuos que presenten tolerancia a

éste y quie se conoce como idiosincrasia de cada individuo (6, 35).

La edad y el peso de los animales empleados para los estudios de
toxicidad aguda son importantes, sin embargo una vez que es definida la
poblacién, la relacion edad-peso no es lineal y puede haber diferencias
reales en el empleo de hembras y machos de acuerdo a estas
caracteristicas (35).

En cuanto a la elecciéon de la via de administracién de los farmacos en
los estudios de toxicidad, la via intraperitoneal es la que mas se emplea, ya
en la practica su uso es raro porque puede ocasionar peritonitis. El area
de la membrana que reviste la cavidad peritoneal es muy extensa y permite
una rapida absorcién de muchos tipos de farmacos. Para propositos
préacticos el peritoneo se divide en dos partes; una que envuelve la mayor
parte del 6rgano abdominal (peritoneo visceral) y la otra parte es la pared
del abdomen (peritoneo parietal). Los firmacos que son absorbidos por el
peritoneo visceral drenan hacia la vena porta y de ahi pasan al higado en
donde puede ocurrir la toxicidad y desintoxicacién. Una pequeiia cantidad
de la sustancia puede ser absorbida por el peritoneo parietal y drenar
directamente hacia la circulacién sistémica, de este modo pasa

nuevamente al higado (35, 36).
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Son tres razones por las cuales se utiliza la via intraperitoneal en los
estudios de toxicologia:
a) Técnicamente es mas facil su uso que la via intravenosa.
b} Es posible usar soluciones de farmacos en aceite por via
intraperitoneal pero no intravenoso.
¢} Usando la via intraperitoneal para propésitos de investigacion los
cambics metabolicos que son asociados con el tracto alimentario
se evitan (35).

La via intravenosa y ocasionalmente la via intraarterial se consideran
las vias mas rapidas para entrar a la circulacion sanguinea. La
distribucién del farmaco hacia el organo blanco es rapida y el higado es
principalmente rodeado pero puede haber variaciones cuantitativas en la
respuesta dependiendo de cual arteria o vena es usada para la inyeccién.
Idealmente un producto inyectado hacia el flujo sanguineo debe ser
isoténico, inyecciones de solucién hiperténica e hipotonica afecta a los
eritrocitos y otras células, particularmente las que se localizan en el sitio
de inyeccion (35).

La velocidad con la cual el farmaco es inyectado hacia el flujo
sanguineo puede influir en la respuesta toxicolégica. Una inyeccién rapida
puede resultar mucho mas téxica cuando la misma cantidad del farmaco
es administrada lentamente; por esta razon es esencial en toxicologia que

la velocidad de inyeccién sea definida y controlada (6, 35).
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La Dosis Letal 50 {DLso) se determina considerando un periodo de 48
hrs. tomando en cuenta a los animales que mueren durante ese tiempo,
sin embargo los individuos sobrevivientes deben ser observados en
intervalos usualmente de 14 dias (no menos de 7 dias). Después se puede
seguir con la observacion si se desea, con la finalidad de encontrar signos
toxico tardios. Todos los animales muertos durante el periodo de
observacion y todos los animales sobrevivientes al final del estudio pueden
ser sometidos a una necropsia y examinacion histopatologica para obtener
mayor informacion del farmaco en prueba (2, 3}.

Durante los estudios de toxicidad se pueden realizar las siguientes

observaciones (17):
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i Disminucidén tono muscular
1.-actividad Tronen
Disminucion de la actividad Incremento  tono  muscular -
locomotora Extremidades
Aumento de la actividad lecomotora Dismainueidn  tono  muscular -
Satos Extremidades
2.~Reaccmn- extrafia ) 12.-Paralisis
Movimientos a_cmbéucu.- ] 13.-Respiicsta somatica
Vagabundeo sin propésito fijo Teremento del aseo
Movimientos hacia atras Disminucion del aseo
Hociqueo Frotarse la nariz
Lamer la.s paredes del Incremento de rascarse
compartimiento Disminucién de rascarse
Movimicntos de empujar con la nariz Retorcimiento
Fijar la mirada con ojos vidriosos 14.-Reflcjos posturales
Dar vueltas Depresién reflejo colocacion
3.-Fenacitn . Ausencia reflejo colocacion
Incremento de 1a fonacién Depresién reflejo asimiento
Disminucion de la fonacion Ausencia refieio asimiento
Fonacion normal Depresion reflejo enderezamiento
Sensibilidad al dolor Ausencia reflejo enderezamiento
Incremento de sensibilidad 15.-Postracién
Dizsminucién de sensibilidad Postracién
Analgesia Pérdida de conciencia
4.-Sensibilidad al sonido 16.-Temblores
Incremento de sensibitidad Temblores - En reposo y en
Disminucién de sensibilidad movimiento
Reactividad Temblores _ Sélo en movimiento
5.-Sensibilidad al tacto 17.-Excfialmis
Incremento de sensibilidad 1B.-Isritacion ocular
disminucitn de sensibilidad Opacidad ocular
6.-Cola anormal Parpadeo excesive
Cola rigida Iritis
Cola flacida 19.-Reflejo comeal
7--Interaccién social Ausencia reflejo corneal
Incremento del comportemiento Depresion reflejo carneal
exploratorio ) 20.-Lacrimacién
Disminucion del comportamiento 21.-Nistagmo
exploratorio 22.-Reilejo pupitar a la luz {fotomoor)
Incremento de la frecuencia de Ausencia reflejo pupilar
erguimiento ) depresion reflejo pupilar
Incremento de la velocidad de 23.-Fotofobia
erguimiento ) 24 -Tamafio de la pupila
Disminucién de la frecuencia de Midriasis
erguimiento Miosis
Disminucién de 1a altura de 25.-Defecacion
erguimiento Incremento de la defecacién
8.-Comportamiento agresivo Disminucién de la defecacién
Incremento ¢apecie contra la misma Diarrea
especie 3 Deposiciones sanguinolentas
Disminucién en la especie 26.-Salivacién
Incremento individuo harcia Salivacién
experimentadores Sequedad de la boca
Disminucion en ¢l individuo 27.-Miccion
9.-Ataxia Incremento de la miccién
10.-Convulsionca Disminucién de la miccion
Convulsiones ténicas Hematuria
Convulsiones clénicas 28.-Apnea
Convulsiones mixtas 29.-Disnen
Sub¢onvulsiones 30.-Respiracién
Agarrotamiento audiogénico

Incrementa ritmo respiracién

11.-Tono muscular Disminuye ritmo de la respiracion

Incremento tono muscular - Tronco
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Incrementa profundidad de la rectal
reapiracién 34.-Cianosis
Disminuye profundidad de la 35.-Deficit motor
respiracién Déficit motor en pista inclinada
Respiracién irregular Déficit motor en barra rotatoria
31.-Corazén Déficit motor en alambre horizontal
Ritmo cardiaco 36.-Piloereccidn
pulso 37.-Ausencia de efectos
32.-Descarga nasal 38.-Muerte
33.-Temperatura corporal Incremento de Ia miceidn
fncremento de la temperatura rectal Disminucion de 1a miccidn
Disminucién de la temperatara Hematuria

Cuadro 3. Signologia para Evaluar Toxicidad Aguda.

En 1975, la Dra. Ruiz-Ramirez, de la Division de Estudios de
posgrado de la facultad de Quimica de la UNAM, concibio la idea de
disefiar compuestos de coordinacién con posible actividad antineoplasica,
como el cisplatino y el carboplatino, este Gltimo menos téxico que el
cisplatino. Los compuestos de coordinacion sintetizados por Ruiz-Ramirez
fueron disefiados para mosirar una actividad biolégica potencial. La
estructura quimica de las casiopeinas esta formada por cobre (Cuj, como
centro metalico y quelatos diiminas {NN) con quelatos aminoacidatos o
donadores (OO0} (Ver Figura 3}, son compuestos de coordinacién analogos
al cisplatino, que se disefiaron considerando diferentes parametros y
propiedades quimicas como son: el metal y su estado de oxidacitn, el
numero de coordinacién del metal, propiedades de solubilidad, potencial
electroquimico, capacidad de trasporte a través de membranas y
estabilidad del mismo, todo esto para favorecer la interaccién de estés

compuestos con el ADN entre otros posibles mecanismos de accion (10}
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Figura 3. Estructura de la Casiopeina III-E

A partir de 1980 se inician trabajos de constatacién biolégica in vitro,
con base en el supuesto de que puedan tener actividad antineoplasica.
Esta hipotesis se apoyé en los postulados de Rosenberg que a su vez
fueron derivados del conocimiento farmacodinamico del cisplatino en

lineas tumorales y que se resumen en los siguientes puntos:

1) Estos complejos deben intercambiar rapidamente sélo algunos

ligantes en reacciones con moléculas bioldgicas.
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’ 2) Los complejos deben ser cléctricamente neutros, aunque la forma
activa puede estar cargada después de intercambiar algin
ligante dentro del organismo.

3) Son necesarios dos ligantes cis monodentados (o uno bidentado)
como grupos salientes.

4) Las velocidades de intercambio de estos ligantes se encuentran
en un intervalo especifico de labilidad.

5) Los ligantes no intercambiables en la molécula deben estar

fuertemente enlazados (9, 12).

El presente trabajo aborda especificamente el estudio de toxicidad
aguda de la Casiopeina IE en ratas Wistar y en ratones NIH por via

intraperitoneal e intravenosa y con ¢l empleo de ambos sexos.
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HIPOTESIS,
La DLso de la casiopeina IIIE administrada por via intravenosa e

intraperitoneal es mas toxica en ratas hembras de la cepa Wistar y ratones

hembras de la cepa NIH que en los machos respectivos.
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OBJETIVOS.

¢ Determinar si existe alguna diferencia en la DLso de la
Casiopeina IIIE administrada por via intravenosa e intraperitoneal entre

sexos empleando roedores de las cepas Wistar y NIH.

+ Determinar la DLso de la Casiopeina IIIE administrada por via
intravenosa e intraperitoneal en ratas hembras de la cepa Wistar v

ratones hembras de la cepa NIH.

¢ Determinar la DLso de la Casiopeina IIIE administrada por via
intravenosa e intraperitoneal en ratas machos de la cepa Wistar y

ratones machos de la cepa NIH.
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Farmaco.

La casiopeina lIIE fue obtenida por su ruta usual de sintesis (35}. Se
evalud su pureza por medio de punto de fusién, conductividad, asi mismo
anélisis elemental y espectrofotomeétrico. Conjuntamente se determind su
estabilidad en disolventes fisiolégicamente aceptables, en éste trabajo de
utilizé solucién glucosada al 5% (6).

» Animales.

Se emplearon 50 ratones hembras y 50 ratones machos de la cepa
NIH de 8 semanas de edad y 50 ratas hembras y 35 ratas machos de la
cepa Wistar de 10 semanas de edad que fueron alojades bajo condiciones
ambientales controladas que incluyeron extraccion e inyeccidon de aire con
18 recambios por hora; éste se realiza mediante filtros HEPA filtrandose
particulas hasta de 3 pm en el aire de inyeccién. La temperatura se
mantuvo a 23 °C + 1 °C y la humedad relativa en 55%, los ciclos de luz-
oscuridad fueron de 12/12 hrs. Se les proporcioné alimento esterilizable
para ratén / rata Harlan Teklad y agua ad libitum, la cual se acidifico
hasta alcanzar un pH de 2.5, las jaulas para su alojamiento eran de
acrilico cristal transparente con las dimensiones siguientes para ratén: 19
x 10.5 x 8 cm (10 ratones/caja) y para ratas: 32 x 47 x 20 cm (5
ratas/caja), la cama era de viruta esterilizada y el cambio de jaulas se
realizd6 cada tercer dia, los bebederos se lavaron un dia a la semana y se

esterilizaron (11, 14, 18).
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s Preparacion de la casiopeina IIIE para su administracion en las

ratas de la cepa Wistar por sexo.

Se formaron 5 grupos con 5 ratas cada uno, cada grupo se marcd con
un color diferente para su identificacion durante el experimento, se
pesaron todas las ratas para obtener un peso promedio, posteriormente se
realizaron los calculos para saber la cantidad del farmaco que
correspondia a ese peso y la cantidad total que seria diluida en 100 ml de
suero glucosado al 5%.

Una vez preparada la solucién se realizd el calculo para obtener la
dosis en ml para cada rata de acuerde a la dosis correspondiente para
cada grupo y el peso individual, las dosis establecidas* para la via
intraperitoneal en las hembras fueron 2, 3, 4, 5 y 6 mg/Kg; en los machos
fueron 4, 6, 8, 10 y 12 mg/Kg. Para la via intravenosa (vena caudal} ¢n las
hembras fueron 6, 8, 10, 12 y 14 mg/Kg; en los machos fueron 3, 4, 5,6y
7 mg/Kg. Los volimenes empleados no sobrepasaron en ningiin caso 1 ml

+ Preparacién de la casiopeina IIIE para su administracién en
ratones de la cepa NIH por sexo.

Se formaron 5 grupos con 5 ratones cada uno, cada grupo se marcod
con un color diferente para su identificacién durante el experimento, se
pesaron todas los ratones para obtener un peso promedio, posteriormente

se realizaron los calculos para saber la cantidad del farmaco que
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correspondia a ese peso y la cantidad total que seria diluida en 50 ml de
suero glucosado al 5%.

Una vez preparada la solucion se realizd el calculo para obtener la
dosis en ml para cada ratén de acuerdo a la dosis correspondiente para
cada grupo y el peso individual, las dosis establecidas* para la via
intraperitoneal en las hembras fueron 8, 10, 12, 13 y 14 mg/Kg; en los
machos fueron 4, 6, 8, 10 y 12 mg/Kg. Para la via intravenosa (vena
caudal) en las hembras fueron 4, 6, 8, 10 y 12 mg/Kg; en los machos
fueron 6, 8, 10, 12 y 14 mg/Kg Los volimenes empleados no
sobrepasaron en ninguan caso 1 ml.

e Administracién de la Casiopeina IIIE.

Una vez establecidas las dosis individuales, se realizdé la sujecién de
cada animal para la administraciéon de la Casiopeina IIIE, en el caso de la
via intraperitoneal se realizé en la regién caudal izquierda del abdomen en
esta regién no hay organos vitales excepto el intestino delgado. Para
realizar la técnica fue necesario colocar al animal decubito dorsal y
administrar con una torunda de algodén un poco de alcohol al 70% en el
sitio de inyeccion.

Para la via intravenosa fue necesario presionar la regidén en
donde se localiza la vena caudal para que esta resalte o bien colocar

fomentos de agua caliente para que haya vasodilataciéon aplicar con una

* Las dosis se determinaron de acuerdo a Ia Dosis Letal 50 de la Casiopeina I, I1, 11T y VII-gli (12, 29, 30}
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torunda de algodon aleohol al 70% en el sitio de inyeccién, es importante
dirigir la aguja con el bisel hacia arriba y una vez adentro del area hacer
los movimientos necesarios y con precaucién para encontrar el vaso

sanguineo, se recomienda usar agujas calibre 23 - 25 mm (35).

s Determinacién de la Dosis Letal 50 (DLso).

Los animales se mantuvieron durante 15 dias en observacion
para evaluar su sinologia, la determinacion de Ia Dosis Letal 50 {DLso) se
llevé a cabo considerando sdlo a aquellos animales que murieron durante
las 48 hrs. post-administracién de la Casiopeina IIIE los resultados fueron

evaluados mediante el programa Log Probit Analysis.
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RESULTADOS

Dosis Letal 50 (DLso) en ratas hembras de la cepa Wistar por via

Intraperitoneal.
Dosis No. animales | Muertos | % de muertos
mg/Kg

2 5 0 0

3 5 0 0

4 5] 3 20

5 5 3 60

6 5 5 100

Dosis letal 50 (DLso) = 4.63 mg/Kg
Limite superior = 5.37 mg/Kg

Limite inferior = 3.86 mg/Kg
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Evaluacion de signos después de administrar la Casiopeina IIIE por

via intraperitoneal.

Dosis Signos
mg/Kg
2 normales
3 ardor y dolor abdominal ligeros solo unos 60
minutos aproximadamente, heces blandas
4 ardor y dolor abdominal franco, heces
blandas, postracion, disnea
) ardor y dolor abdominal severo, vagabundeo
sin propdsito fijo, temblor sélo en movimiento,
diarrea, disnea.
6 ardor y dolor abdominal severo, postracion,
incoordinacidn al caminar, diarrea, disnea.
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Los animales que sobrevivieron después de las 48hrs fueron

observados durante 13 dias mas encontrando los siguientes resultados:

Dosis Signos
mg/Kg
2 tranquilos, comian y tomaban agua de manera normal,
ninguna alteracién apreciable.
3 heces blandas durante 5 dias y después los signos eran
iguales que el grupo anterior.
4 disnea, postracién, ascitis moderada, pelo hirsuto.
5 disnea, postracién, nariz congestionada, ascitis severa,
pelo hirsuto.

Dosis Letal 50 (DLso) de la Casiopeina IIIE en ratas hembras de la cepa
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Dosis Letal 50 (DLso) de la Casiopeina IIIE en ratas hembras de la cepa

Wistar por via Intravenosa.

Daosis No. animales| Muertos | % de muertos
mg/Kg

6 5 0 0

8 5 2 40

10 5 3 60

12 5 5 100

14 5 5 100

Posis letal 50 (DLso) = 8.84 mg/Kg
Limite superior = 10.24 mg/Kg

Limite inferior = 7.30 mg/Kg
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Evaluacién de signos después de administrar la Casiopeina IIIE por

via intravenosa.

Dosis Signos
mg/Kg
6 normal
8 heces blandas, temblores sélo en
movimiento, disnea.
10 heces blandas, temblores sbdlo en
movimiento, postracion, disnea, taquicardia.
12 heces blandas, temblores s6lo en
movimiento, disnea, taquicardia
14 heces blandas, temblor al caminar,
postracion, disnea, taquicardia, muerte de
una rata 6 minutos después de la
administracion.
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Los animales que sobrevivieron después de las 48hrs fueron

observados durante 13 dias mas encontrando los siguientes resultados:

Dosis Signos
mg/Kg
6 tranquilos, comian y tomaban agua de manera normal,

ninguna alteracién apreciable.

8 heces blandas durante 3 dias y después los signos eran

iguales que el grupo anterior.

10 disnea, postracién, heces blandas.
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Dosis Letal 50 (DLsc) en ratones hembras de 1a cepa NIH por via

Intraperitoneal.
Dosis No. animales| Muertos | % de muertos
mg/Kg
8 5 0 0
10 5 o 0
12 5 1 20
13 ) 4 79.99
14 ) ] 100

Dosis letal 50 (DLso} = 12.47 mg/Kg
Limite superior = 13.18 mg/Kg

Limite inferior = 11.56 mg/Kg
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Evaluacién de signos después de administrar la Casiopeina IIIE por

via intraperitoneal

Dosis Signos
mg/Kg

8 normales

10 ardor abdominal, heces blandas, postracion

12 ardor y dolor abdominal, heces blandas,
disnea, postracion, arquearniento, temblores
ligeros.

13 ardor y dolor abdominal, arqueamiento,
diarrea, disnea, postracion, temblores sélo en
movimiento,

14 ardor y dolor abdominal, arqueamiento,
diarrea, disnea, postracién, temblores sélo en
movimiento,




Capiwlo 3. RESULTADOS -42-

Los animales que sobrevivieron después de las 48hrs fueron

observados durante 13 dias mas encontrando los siguientes resultados:

Dosis Signos
mg/Kg
8 tranquilos, comian y tomaban agua de manera normal,
ninguna alteracion apreciable.
10 heces blandas durante 5 dias y después los signos eran
iguales que el grupo anterior
12 Disnea, postracion, ascitis, pelo hirsuto, 0jos vidriosos.
13 Disnea, postracién, nariz congestionada, ascitis severa,
pelo hirsuto, ojos vidriosos.
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Dosis Letal 50 {DLso) en ratones hembras de la cepa NIH por via

Intravenosa.
Dosts No. animales | Muertos % de muertos
mg/Kg
4 5 0 0
6 5 2 40
8 S 2 40
10 5 5 100
12 5 5 100

Dosis letal SO (DLso) = 7.12 mg/Kg
Limite superior = 8.61 mg/Kg

Limite inferior = 5.50 mg/Kg
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Evaluacion de signos después de administrar la Casiopeina HIE por

via intravenosa.

Dosis Signos
mg/Kg
4 normales
6 tranquilos, disnea, heces blandas.
8 postracién, ligeros temblores, heces blandas,
disnea, taquicardia.
10 postracién, temblores, diarrea, taquicardia, disnea.
12 postracion, temblores, diarrea, disnea, taquicardia,
muerte de un ratén 10 minutos después de la
administracion.
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Los animales que sobrevivieron después de las 48hrs fueron

observados durante 13 dias mas encontrando los siguientes resultados:

Dosis Signos
mg/Kg
4 tranquilos, comian y tomaban agua de manera normal,
ninguna alteracién apreciable.
6 heces blandas durante 5 dias y después los signos eran
iguales que el grupo anterior
8 Disnea, postracion, pelo hirsuto
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Dosis Letal 50 (DLso) en ratas machos de la cepa Wistar por via

Intraperitoneal.
Dosis No. animales| Muertos | % de muertos
mg/Kg
3 S 0 0
4 5 0 0
5 5 2 40
6 5 4 79.99
7 5 5 100

Dosis letal 50 (DLso) = 5.26 mg/Kg
Limite superior = 5.95 mg/Kg

Limite inferior = 4.51 mg/Kg
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Evaluacion de signos después de administrar la Casiopeina [IE por

via intraperitoneal

Dosis Signos
mg/Kg
3 normales
4 disnea y postracién ligera, una rata presento
diarrea
5 dolor abdominal, postracion, letargia, disnea
ligera
6 ardor y dolor abdominal, postracin, letargia,
heces blandas, pelo hirsuto
7 ardor y dolor abdominal severo, postracion,
vagabundeo sin propésito fijo, diarrea, disnea
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Los animales que sobrevivieron después de las 48hrs fueron

observados durante 13 dias mas encontrando los siguientes resultados:

Dosis Signos
mg/Kg
3 normales
4 normales
) moderada disnea, ascitis, tranquilas
& disnea, ascitis, postraciéon, murié 3 dias después de la
administracién
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Dosis Letal SO (DLso) de la Casiopeina IIIE en ratas machos de la cepa

Wistar por via Intravenosa.

Dosis No. animales| Muertos | % de muertos
mg/Kg

4 5 0 0

6 5 2 40

8 5 2 40

10 5 3 60

12 5 3 60

14 5 S 160

Doasis letal 50 {DLso} = 8.48 mg/Kg
Limite superior = 11.22mg/Kg
- Limite inferior = 6.16 mg/Kg
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Evaluacion de signos después de administrar la Casiopeina IIIE por

via intravenosa.

Dosis Signos
mg/Kg
4 tranguilas, respiracion normal, activas
6 postracion, disnea ligera
8 alertas, agresivos entre ellos, aumento de la

actividad locomotora

10 inquietas, incremento de la frecuencia de
erguimiento, agresivos entre ellos, alertas,

aumento de la actividad locomotora

12 agresivos entre ellos, disnea, postracién

14 postracidn, disnea, letargia
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Los animales que sobrevivieron después de las 48hrs fueron

observados durante 13 dias mas encontrando los siguientes resultados:

Dosis Signos
mg/Kg
4 tranquilos, comian y tomaban agua de manera normal,
nir.lguna alteracién apreciable.
6 tranquilos, comian y bebian agua de manera normal,
ninguna alteracién apreciable
8 pelo ligeramente hirsuto, ojos vidriosos, tranquilos
10 disnea, pelo ligeramente hirsuto, actitud tranquila
12 letargia, pelo hirsuto, encorvamiento
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Dosis Letal 50 (DLso) en ratones machos de la cepa NIH por via

Intraperitoneal.
Dosis No. animales | Muertos | % de muertos
mg/Kg
4 5 0 0
6 5 3 60
8 S 3 60
10 5 4 79.99
12 5 5 100

Dosis letal 50 (DLso) = 6.67 mg/Kg
Limite superior = 8,39 mg/Kg

Limite inferior = 4.85 mg/Kg
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Evaluacion de signos después de administrar la Casiopeina IIIE via

intraperitoneal
Dosis Signos
mg/Kg
4 normales
. 6 ardor abdominal, heces blandas, postracién
8 ardor y dolor abdominal, heces blandas,

disnea, postracion, arqueamiento

10 ardor y dolor abdominal, arqueamiento,

diarrea, disnea, postracién

12 ardor y dolor abdominal, argueamiento,

disnea, postracion
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Los animales que sobrevivieron después de las 48hrs fueron

observados durante 13 dias mas encontrando los siguientes resultados:

Dosis Signos
mg/Kg
4 tranquilos, comian y tomaban agua de manera normal,
ninguna alteracion apreciable.
6 tranquilos, pelo ligeramente hirsuto, ninguna otra
alteracion apreciable
8 Disnea, postracion, pelo hirsuto, ojos briilosos .
10 Disnea, postracién, ascitis ligera, pelo hirsuto, ojos
brillosos.
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Dosis Letal 50 (DLso) en ratones machos de la cepa NIH por via

Intravenosa.
Dosis No. animales| Muertos % de muertos
mg/Kg
6 5 0 0
8 5 0 0
10 5 3 60
12 5 4 79.99
14 5 5 100

Dosis letal 50 (DLso} = 10.15 mg/Kg
Limite superior = 11.54 mg/Kg

Limite inferior = 8.67 mg/Kg
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Evaluacién de signos después de administrar la Casiopeina lIIE por

via intravenosa.

Dosis Signos
mg/Kg
6 normales
8 normales
10 postracién, temblores ligeros sélo en movimiento ,
disnea.
12 postracién, temblores sélo en movimiento, disnea,
letargia
14 postracién, temblores, disnea, letargia
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Los animales que sobrevivieron después de las 48hrs fueron

observados durante 13 dias mas encontrando los siguientes resultados:

Dosis Signos
mg/Kg
6 tranquilos, comian y tomaban agua de manera normal,

ninguna alteracién apreciable.

8 tranquilos y apacibles

10 un poco de disnea, postracion, pelo ligeramente hirsuto

12 disnea, letargia, ojos brillosos, pelo hirsuto
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DISCUSION.

Existen muchos farmacos que son téxicos para ambos sexos y
algunos lo son mas en un sexo con respecto a otro; no se cuenta con
literatura que sefiale la sensibilidad para cada uno de ellos, sin embargo
se ha encontrado que la proporcién de ésta es diferente en distintas cepas
de la misma especie (35).

En cuanto a la Casiopeina IlIE podemos observar que las diferencias
que se presentan entre la cepa Wistar y NIH para la DLso por via
intravenosa e intraperitoneal son las siguientes:

Por via intraperitoneal la Casiopeina IIIE fue mas téxica en las ratas
Wistar con respecto a los ratones NIH. En cuanto a la via intravenosa se
observa un cambio, es decir, las hembras NIH fueron mas sensibles con
relacién a los machos y a las ratas Wistar. Es importante sefialar que en
estudios anteriores con otras Casiopeinas se ha encontrado que por via
intraperitoneal resultan ser mas toxicas en comparacién con la via
intravenosa (28, 29); en esta ocasién sucedié lo mismo.

Existen estudios histopatdlogicos que muestran el dafioc gque
ocasionan estos compuestos en diversos drganos, afectando
principalmente al higado y en segundo lugar al corazén (28, 29); siendo el
primero, el 6rgano principal de biotrasfomacién para los farmacos,
podriamos suponer que por via intraperitoneal resulta mas afectado, lo

que implica que la Casiopeina permanece mas tiempo en el organismo
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causando mayores efectos téxicos que por via intravenosa, en la cual el
farmaco se distribuye a todo el organismo alcanzando una concentracion
inicial alta en sangre, pero usualmente es eliminado mas rapidamente. Los
dafios ocasionados en higado por la via intravenosa son menores, asi como
los efectos toxicos externos visibles. Por via intraperitoneal la Casiopeina
IlIE prodyujo ascitis, que en ocasiones se presenté hasta 18 hrs. post-
administraci6n, diarrea, nariz congestionada y pelo hirsuto, a diferencia de
la via intravenosa, en la cual los signos predominantes fueron disnea,
postracion y pelo ligeramente hirsuto.

El tamario y la superficie corporal de un individuo, influyen en su
metabolismo, su relacién es inversamente proporcional, ésto significa que
el metabolismo de un ratén es mas activo con respecto al de una rata, de
esta manera podemos establecer la diferencia que existe entre la dosis
necesaria para causar la muerte del 50% de los animales, que en el caso
de los ratones NIH fueron mayores con respecto a las Ratas Wistar.

En el caso de las diferencias entre sexos, Katzung menciona que
cuando se¢ evalia la toxicidad de un farmaco en ambos sexos es mas
comun encontrar que las hembras sean mas susceptibles que los machos
(16); en el caso de las ratas hembras Wistar, la DLso por via
intraperitoneal, fué de 4.63 mg/Kg y en los machos 5.26 mg/Kg, la
diferencia es de 0.63 mg/Kg lo que indica que las hembras resultaron ser

ligeramente mas sensibles a la Casiopeina IIIE, no asi por via intravenosa.
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En las ratas se han comprobado variaciones en el metabolismo de los
farmacos, dependientes del sexo, por ejemplo la actividad hepéatica en las
hembras para los organofosforados es menor que en los machos, lo que las
hace mas susceptibles a una intoxicacién. El macho adulto joven
metaboliza los farmacos con mayor rapidez que la hembra madura de la
misma especie. Esas diferencias en el metabolismo se han asociado con
claridad a las hormonas androgénicas, sin embargo, eso no se ha
demostrado alin con otros roedores {16). Por €l momento no se cuenta con
la farmacocinética de la Casiopeina llIE lo que nos impide saber con
certeza por qué se dieron esas diferencias, especificamente en los ratones
NIH, en los cuales se observé que por via intraperitoneal la DLso en las
hembras, fue de 12.47 mg/Kg y en los machos de 6.67 mg/Kg, la
diferencia de 5.8 mg/Kg sefiala la sensibilidad de los machos para la
Casiopeina [IIE; siendo lo contrario por via intravenosa, con una DLso para
las hembras de 7.12 mg/Kg y en los machos de 10.15 mg/Kg, en este caso
la diferencia de 3.03 mg/Kg sefala la sensibilidad de las hembras; en este
trabajo sdlo se determiné la toxicidad aguda empleando dos cepas y dos
vias de administracién, una de ellas, la via intravenosa es la que se

recomienda para la administracion de farmacos antineoplasicos.
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CONCLUSIONES.

La toxicidad aguda de ia Casiopeina IIIE es diferente entre las cepas
Wistar y NIH, esto se observa tanto en dosis (mg/Kg) como en signos de
toxicidad siendo las mas afectadas las ratas Wistar principalmente al
emplear la via intraperitoneal. Loomis sefala que la letalidad por via
intraperitoneal puede ser menor gue por via intravenosa, a consecuencia
de la destoxificacion hepatica del compuesto ¢ por circulacién
enterohepatica del mismo a menos que su efecto téxico se localice en el
higado (17)

Las diferencias que se encontraron entre sexos son notorias,
basicamente para los ratones NIH en ambas rutas de administracion. En
lo que se refiere a la via intraperitoneal, las diferencias entre sexos se
pueden deber principalmente a la relativa acividad de las enzimas
microsomales enzimaticas existentes para cada uno, asi como a la
distribucién de fluidos y grasa corporal. Los cambios observados por via
intravenosa, pueden tener su origen en la velocidad de administracion
como tal; en ensayos no publicados para la Casiopeina 1II se encontré que
la velocidad de administracion influye en la toxicidad, esto se realizé
empleando una bomba de infusién; en el caso de la presente tesis, la
administracién fue manual y fue ejecutada por la misma persona, sin

embargo no se podia tener un control permanente sobre la administracion
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del farmaco, puesto que ‘era afectada por la actitud del animal al ser
sujetado.

Por ultimo, para saber las causas reales de las variaciones entre
cepas y sexos debidas a la administracién de la Casiopeina IIIE es
necesario realizar estudios de farmacocinética y farmacodinamia. Para
pruebas posteriores de toxicidad aguda de otras Casiopeinas, se
recomienda, ademas de los estudios ya mencionados, tener un mejor
control en las técnicas de administracion del farmaco, para que no influya

en nuestros resultados.
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