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RESUMEN
Juan Carlos Marin Vallejo. CARACTERIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LESIONES EN RATONES INDUCIDAS
POR LA APLICACION DE CASIOPEINA II1. (Bajo La drrecdén de: Dr. Fermando Constantinio Casas, Dra. Nuria de
Buen de Argiiero y Or. Carlos Vazquez Peliez).

La importanda de controlar enfermedades degenerativas mortales como e cincer, no solo en el hombre sino para
muchas especies mas, a propidado la bisqueda, caraderizadon y sintesis de nuevos compuestos con capadidad
antineoplasica, entre los cuales estin un nueve grupo de ellos patentados con ¢l nombre de Casiopeinas®?*. Estos
"compuestos de coordinacidn® con centros metdlicos han demostrado acividad dtostitica y antineopldsica
realmente importante en el aspecto predinico-terapéutico y fueron disefiados por un grupo importante de dentificos
mexicanos encabezados por la Dra. Lena Ruiz A y sintetizados en {a Facultad de Quimica de la UNAM, El desarrolio
- de este tipo de fimacos se efectia siguiendo cada una de las fases protocolarias de un proyecto general
aubriendo satisfactoriamente cada una de fas pruebas a estudio y en esta ocasion se realizé o analisis toxicologico,
por fo cual se deddi6 llevar a cabo un estudio uftraestructural de las lesiones tisulares y celulares adversas por
aplicacion del tarmaco Casiopeina® (Il por via intraperitoneal, Para tal efecto se utilizaron 40 ratones hembra de fa
cepa NIH con un peso aproximado de 25439 y una edad promedio de 10 semanas con una variacién de + 2 dias,
los animales fueron divididos en 9 grupos, asignindole a cada uno una dosis y tiempo de sadrifidio posinyeccion del
farmaco experimental. Las dosis empleadas fueron 6, 8, 10, 12 mg/kg de PC, que se encuentran por debajo de su
dosis letal media (BL50) determinada con anterioridad que fue de 14mgfkg y ios tiempes de saaifico ueron 45,
90', 3, 6, 12, 24, 48, 72, y 96 horas, se induyeron 4 animales que sdlo recibieron e vehiculo del farmaco para
considerarse como testigos. Desde &l purto de vista histoldgico fas lesiones mds importantes fueron: degeneracion
hepdtica centrolobulillar, degeneracién de fibras musculares cardiacas, degeneracion tubular renal, congestién y
edema perivascular en varios Grganes, asi como hemosiderosis esplénica, hiperplasia finfoide y engrosamiento de
membranas basales en rifidn y ptimén, A la ultraestructura, las lesiones revelan dafio y atteradén directa de
niideos, organelos y matriz citoplasmética con alteraciones prindpales tales como pérdida de la agregacién de
ribosomas polisomas y monosomas, dilatacén de dsternas del reticulo endoplasmico rugoso {RER), aumento de
lipidos intracitoplasméticos en hepatoditos, distorsidn de bandas Z de fibras  musculares cardiacas, aumento de la
hemosiderina extracelular , disminucién de filamentos intermedios, distorsion de membranas plasméticas,
megamitocondrias, perdida de micovellesidades y podocitos renales: hiperaumatosis, picnosis y apoptosis.
Estadisticamente s&lo se encontraron dos lesiones significativas (p<0.05) que fueron: histoldgicamente congestion
renal y subcelularmente lesiones induddas en nldeo. Los érganos mas afectados en orden de severidad som;
bazo, higado, corazén, rifidn, pulmén y cerebro. Se concluye que la administradon de Casiopeina® Il no demostré
un efecto ditotéxico agede agresive que comprometa gravemente el parénquima de los drganos afectados, ya que
en su mayorfa ias lesiones que se presentaron cursaren de forma ligera y de distribuddn focal. La presencia de
lesiones en grupos celulares aislados con las dosis empleadas de este farmaco experimental son tolerables si se
compara con ¢ efedo terapéutico positivo y la celidad de vida a seguir después de su aplicadon con base en
estudios anteriores.

Palabmas clave; Antineoplasico, Casiopeina®IIl, Toxicidad, Subcelular

*Casiopeina: Registro de marca (SECOFTY;, Niimero 407343 (19%2).



1. INTRODUCCION

1.1 EL CANCER

Las Neoplasias malignas ¢ “Céncer® son fendmenos biologicos que se suscitan en todas fas espedies animales y
vegetales, que indican ena pérdida del equillibrio interno de los organismos pluricelulares y que se consideran entidades
dinicopatotégicas de etiologia, manifestaciones dinicas, trastomos, resultados y prondsticos diferentes.

Ef cancer constituye hoy en dia un problema médico de salud piblica muy importante. En nuestro pais ocupé en 1995
el segundo lugar como causa de mortalidad, siendo responsable det 11.2% del total de muertes ocurridas ese afto; y en
décadas }edents. se convirtié en una de las causas de mayor mortalidad a nivel mundiaf ' ™. La incidencia principal

se encuentra en cincer de mama, pulmén, préstata, dtero, colon y recto 1% (Figura 1).

HOMBRE MUJER
PIEL 2%
PIEL 2% BOCA 29%
BOCA 4% MAMAS 26%
PULMONES 22% PULMONES 4%
PANCRIAS 3% PANCREAS 3%
COLON Y RECTO 14% COLON Y RECTO 10%
PROSTATA 18% OVARIOS 4%
APARATO URINARIO %% UTERO 13%
LEUCEMIAS-LINFOMAS 8% APARATO URENARIO 4%
TGDOS LOS DEMAS 20% LEUCEMIAS-LINFOMAS T%
TOROS LIS DEMAS 15%

FIG.1 Porcentaje de incidencia en México de cancer por sexo (Fuente: Secretaria de Salud. Anvario 1990.)

Este problema se agrava mds en paises desamollados que en cualquier otro, con motivo de su régimen de alimentadén,
costumbres y nomas sociocelturales %2, asi como por |a forma de vida urbana o industriak. Es per eso y oiras razones,
que aquellas enfermedades de tipo crénico- degenerativas como las neoplasias, son un reto muy importante para los
investigadores actuales y del mafiana, debido a que los mecanismos etiologicos, que por lo general son de curso
genético-molecudar, requieren de un conodmiento cientifice cada vez més complejo 4,

Bl cancer ha existido desde tiempos inmemorables en todas fas especies de metazoarios, muestras de eflo se tienen en

estudios Paleontoldgicos y Antropoldgicos; en donde se deducen lesiones neoplasicas, bésicamente osteosarcomas 1,




Las Neoplasias malignas hacen referenda a un trastomo de la divisién celular que conduce a una multiphicacién
iimitada de determinados grupos celulares que escapan a los controles normales del organismo. Esta reproducddn
desenfrenada generalmente se acompafia de una insufidente diferendiacidn celular, y resulta en la producddn de un
tejido nuevo que ocupa espado en & organismo y rechaza o infittra los tejidos vednos. Si fa proliferaddn neopldsica
se dea a su libre credmiento y encuentra una adecuada fuente de mutrientes para las necesidades de sus
componentes, invadira los tejidos del huésped hasta e punto de perjudicar funciones vitales y terminar con fa vida
del individue. Una vez establecido e trastorno neopldsico en referenda, no es necesario que persistan las
condicdones que los produjeron, pues las células adquieren la propiedad de continuar la multipficacién sin ser
frenadas por los mecanismos de control que ejercen su poder sobre las ohdas normales *e,

Existen muchos y diversos factores que conllevan a un cancer, por gjemplo: agentes extrinsecos come son: ambiente,
normas de conducta coma e! hébito de fumar tabaco, cardnogénicos quimicos naturales o sintéticos como agentes
aquilantes o alcaloides. Asi mismo, estd fa radiacién, la dieta y los agentes virales. Por ofro lado los factores
intrinsecos estdn representados por trastornos genéticos, hormonales o moleculares espontdneos y respuesta
inmune %, Aunque en términos reales se puede dedr que la evidenda de etiologia cancerigena mas factible esta dada
por tos factores ambientales, sobre todo en animales expuestos a estos factores y con predisposidén genética ™2,
Entre los tratamientos desamollades contra el cincer, existen la drugia, la quimioterapia, k inmunoterapia, !a
hormonoterapia y la hipertermia. Asi mismo, muchos tratamientos innovadores se han desarroltade con témicas poco
usitales como terapia genéti@ y transgénica, fotosensibilizadores, prevencién con compuestos quimicos,
radiosensibilizadores y radioprotedores, asi como témicas de perfusion de linfodtos de locafizacién tumorat y en
muchos casos Ja combinacidn al mismo tiempo de varias de elfas 12,

La drugia y la radioterapia estén recomendadas basicamente para dertos tipos de cincer de presentadin localizada;
mienitras que fa quimioterapia es apropiada para trastormos sistémicos. La radioterapia y fa quimioterapia pueden ser
tratamientos drésticos pero necesarios ya que por lo general tienen afectacion tanto af nideo de culas tumorales
como al de las normales %, En e presente trabajo se abarcaran solo aspectos relacionados a fa quimioterapia por

que la aplicadén de casiopeinas entra dentro de este grupo.



En la actyalidad la quimioterapia es la forma de aplicacion terapéutica de méds amplia diversificadn y sobre todo
sobresale en cuanto a estudios y descubrimientos de una gran gama de compuestes'# (Cuadro 1). Se han determinado
para dichos fines normas de reglamentacién y de evaluadén intemacionales de frmacos con potendal anticancerigeno,
encaminados a establecer lineamientos para poder designar a alguno de estos como efectivo para su aplicacién en la
practica médica V1%

Cuadro 1Principales medicamentos anticancerigenos utifizados en el humano

TIP0 DE AGENTE QUINIGTERAPEUTICO COMPUESTO

ANTIMETABOLITOS Metrotexato
G-mercaptopurina
G-tioguanina
S-fluorouracilo
Citosina arabinésido
Citarabina
Pentostalita

ALCALOIDES DE PLANTAS Vincristina
Vinptastina
Eteposido
Teniposido

AGENTES ALQUILANTES Ciclosfosfamida
Cloranbucile
Mostaza niffogenada
Trietilentiofosforamida
Busulfan

* Melfalan
Dacarbasina
Cigplatine
Thictepa
Hexametilamina
Cammustina
Semustina
tomustina

HORMONAS Prednisona
Dietilestiibestrol

ANTIBIOTICOS Doxorubicina
Bteomicina
Actinomicina
Daunongbina
Idarebina
Mitramicina

MISCELANECS L-asparginasa, hidr«iurea
Q. p-D0D

Medificado de - Bartram GK. Farmacologfa basiea y cllnica 1996.

El interés actual para establecer lineas de investigacion enfocadas al descubrimiento, sintesis y caradterizacidn de
nueves fanmacos antineoplasicos, es  poder obtener en mayor ¢ menor grade, pero siempre significative, una mejor

actividad para dicho fin; como son: selectividad del compuesto a neoplasias especificas, a grupes tumorales de estirpes




celulares similares o en definitiva contra diferentes tipos de céncer. Asi mismo se intenta redudr efectos secundarios
tdricos, como alteraciones tisulares, celulares, daflo subcelular o metabélico y reacdones cruzadas .,

Miles de drogas han sido estudiadas con fines anticancerosos y hoy se conoce mas de un centenar que tienen esta
capaddad. Todas ellas, sin embargo, también afectan a las céulas normales aunque por lo general, con menor
agresividad y ésta es su principal imitaddn. Pero se ha demostrado que aunque la mayoria de estos firmacos no
tengan la capacidad de emadicar por completo un cancer, si la tienen para prolongar la vida del padiente por muchos

afios, lo cual en términos dinicos se considera una gran ventaja.
1.2 NEOPLASIAS HUMANAS SENSIBLES A TRATAMIENTOS QUIMIOTERAPEUTICOS

El nimero de Neoplasias malignas en humanos y en animales es grande y la quimioterapia como esquema de
tratamiento puede tener inconvenientes ¢omo ;

a), El margen de seguridad del nivel de toxiddad de un firmaco entre las células cancerigenas y las normales es muy
orto o no existe.

b). Las ¢élulas metastisicas que se alojan por detrds de las barreras endoteliales, son un blanco de dificil acceso para el
farmaco.

¢). Las células neoplisicas emigrantes pueden llegar a ser insensibles a los firmacos 11415,

d). £l firmace anticancerigeno puede causar mas dafio sistémico a corto plazo, que el tipo de neoplasia en tratamiento.
Asi mismo |2 efectividad de un farmaco en contra del cincer dependera mucho de la estirpe celular {origen histogénico)
que se esté tratando, grado de distribuddn y metastasis; localizacion, desarrollo, malignidad y complicaciones entre
otres factores 114,

Entre las principales neoplasias mafignas que responden o pueden responder favorablemente 2 un tratamiento
quimioterapéulico en humanos?$* estan:

EN ADULTOS: Migloma multiple, micosis fungoide, fibrosarcoma, carcinomas de mama diseminados (localmente

avanzados o metastisicos), coriocardnoma utering, carcinoma de testiculo, seminioma, carcinoma microcitico de




pulmén, carcinoma #7 ity de estémago, rabdomiosarcoma, sarcoma de Ewing, leucemia linfobldstica aguda, enfermedad
de Hodgkin, sarcoma osteogénico, melanoma, macroglobufinemia de Waldestrom, tricoleucemia y linfomas.

EN NIROS: Tumor de Wilms, finfomas como & de Burkitt, germinomas, retingbiastoma, neuroepiteliomas, enfermedad de
Hodgkin, sarcoma de Ewing y melanomas.

Por otro lado existen neoplasias que por localizacion, estirpe y agresividad no tienden a responder tan positivamente:
EN ADULTOS: Gliobiastomas, neuromas, astrodtomas, adenocardnomas hipofisiarios, meningioma, hepatoma, carcinoma
epidermoide de (terc (endometrial), cardnomas suprarrenales, pulmonares, de mama faringe y eséfago, mastodtoma,
osteosarcoma, condromas, medufoblastoma entre otros.

EN NINOS: Linfomas. carcinomas de estémago, endometrio, cervix y cisticos; adenocardnoma pancredticn, insulinoma,
leucemia cronicas y otros sarcomas,

tna de fas formas de cincer mas favorecidas por €l tratamiento con farmacos no importando el aspecto citotdxico es la
leucemia. Existen por lo menos 7 farmacos que pueden producir remisicnes en padentes con leucemia y otros tipos de
cancer parenquimatosos por ejemplo: vinaistina, metotrexate, 6-mercaptopurina, predaisona y ciclofosfamida, que son
efectivas contra la leucemia finfoide aguda de nifios; la 6-mercaptopurina y el metil-GAG son efectivos contra la leucemia
mielocitica aguda del adulto. Asi mismo existen otros farmaces que se pueden combinar con tratamientos alternos para
atros tipos de cincer como Iz actinomicina D, el 5-fluoroucinato, tio Tepa y varias hormonas entre otros muchos, lo que
demuestra que |a finea farmacolégica de investigacion es una de las mas importantes y complejas para e desarrollo de

medicamentos realmente efectivos contra este padedmiento.

2. ANTECEDENTES DE LA QUIMIOTERAPIA ANTICANCERIGENA.

Hace 500 afios ya existia ef concepto de tratamiento anticancerigeno con formacos 1. Se sabe que con este propdsito
se emplearon preparadones de plata, zinc y mercurio. Sin embargo, el uso de farmacos en un tratamiento sistémico
para neoplasias malignas no se documenté sino hasta 1865, cuando Lissauer administraba arseinato de potasio a

padentes leucémicos y observaba efectos positivos 26. En 1898, Paul Erhlich descubrié la arsefenamida, primer agente



alquikante oqupade como quimioterapia a partir de 1940 %, Pese a estos antecedentes, la quimioterapia como
terapéutica oncoligica se sistematizo hasta 80 afios después, como una verdadera terapia antineopldsica de los afios
40's con la apariddn de los antagonistas del acido fifico. Acualmente existen numerosos firmacos tante de origen
organico como inorganice, sin embargo, cabe hacer notar que en 1969, Rosenberg '# reportd la actividad citostatica de
un compuesto sintético de origen inorganico que marcd la pauta de una nueva generacdion de compuestos, este
compuesto fue el cis-diamino-dicoro-platino, conodde ahora como dsplatine 114,

No obstante & dsplatino y otros fanmacos anticancerigenos, no resultan efectivos para el tratamiento de muchas
neoplasias malignas, lo cval ha propiciado el disefio, la sintesis y la evaluacién de muchos agentes que presenten un
mefor mecanismo de acdidn, menor costo y desde hiego con un menor grado de to:ddda_ad. siendo esto ltimo & mejor

aiterio de la manera en que estos compuestos son utiizados.

2.1 TOXICIDAD DE MEDICAMENTOS ANTICANCERIGENOS

El conocimiento de los efectos adversos por la aplicacion terapéutica de los firmacos quimioterapéuticos,
conduce a tomar decisiones muy importantes para la conservacién de la integridad fisica y de salud de un paciente.
Aspedtos tales como dnética celular, farmacodindmica, toxicologia genética, entre otros contribuyen a entender mejor el
mecanismo de acidn de estos farmacos incorporando consideraciones y contraindicadones espedales para su uso %,

A finales de la década de los setenta se conduyd que la mayoria de los agentes quimicterapéuticos, achian sobre las
células siguiendo una dnética de primer orden, es dedr que cada firmaco destruye un porcentaje fijo de células,
independientemente de ia masa tumoral residual ©2, Podemos dividir [a accién de los firmacos quimioterapéuticos seqgin

su adtividad sobre la cinética celular en:

A AGENTES FASE ESPECIFICOS.

Actiian sobre una sola fase del ddo celular. El incremento en las desis no producen una mayor respuesta, pero

puede mejorar su efectividad por expansidn prolongada: L-asparginasa, Antimetabolitos, Alcaloides 31,



B. AGENTES FASE NO ESPECIFICOS.

B1 Cidos especificos. Actilan sobre cualquier célula que se encuentre en cido celular activo sin importar fa fase en
que s¢ encuentre ’: agentes alquilantes: dsplatino, carboplatin, etc.

Bz Cidos inespedificos. Adian sobre aualquier célula ya sea en estado activo ¢ en reposo: estercides y la
bleomidna’

Los principales signos, sintomas y lesiones que produce tn agente quimicterapéutico son: anorexia, vomito,
diarrea, alopeda, inmunosupresidn, asi como degeneradén hepdtica, renal y dafio cardiovascular. Al microscopico por lo
general se observan, hemorragias, aohgestion, edema, degeneradén hidrépica, necrosis e inflamacién supurativa que
involucra a distintos érganos; siendo los trastornos vasculares los més frecuentes '32. A nivel subcelular con andlogos
de! dsplatino, se muestra hepatotaxicddad aguda, significativa degeneracion de pododitos renales y degeneracién de
mitocondrias  con presencia de cuerpos lamelares. Desde un punto de vista dinico y anatonomopatolégico, estos
mecanismos de accién son evidentes por los dafios directos que trastoman a ka célula o grupes celulares, lo que
conduce posteriormente a complicaciones mayores que comprometen a drganos o tejidos e induso la propia vida del
padente 8%,

Entre los principales signos de toxicidad por grupos o familias de farmacos tenemes:

AGENTES ALQUILANTES. (xasionan defectos en la transcripeion y replicacion del ADN siendo lo més susceptible las
fases 67 y § Io que origina efectos dinicos adversos como dtotoxicidad, mutagénesis y <ardinogénisis. Como ejemplos
de estos compuestos y su toxiddad estam:

MOSTAZAS NITROGENADAS {metocloretamina, ddofosfamida, fosfamida, melfalan, clorambudl), con toxicidad principal
de: Miclosupresion, nauseas, vomito, alopeda, hiperpigmentacién, dstiis hemomagica, fibrosis pulmonar,
ardiotoxicidad, neurotoxicidad, estomatitis, dermatitis, amenorrea, rash y hemdlisis inmunests!.

ETILAMINAS {thiotepa, hexametitmalamina), que pueden presentar casi la misma toxiddad que fos anteriores pero

ademds vértigo, cefalea, hipo-arreflexia, parestesias y ataxia.



ALQUILSULFONATOS, NITROSUREAS ¥ TRIAZINAS como: busulffin, carmustina (BCNU), lomustina (CONU), semustina (metil-
(CNU, dacarbacina (DTIC) que pueden presentar aplasias medulares, ginecomastia, cataratas, hepatoxiddad, fallo renal
progresivo, neuritis 4ptica entre ofras 72,

ALCALOIDES, Son de fase especificos: vincristing, vinblastina, etoposido (VP-16), tenipeside (VM-26), con tovicidad
principal de neurotoxicidad leucopenia y colitis 152,

ANTIBIOTICOS. (daunorrubina, idarrubing, doxormubina, epirrubina, mitramicina, bleomicina, mitoxantrone) pueden
provocar ademas; pericarditis, miocarditis, insufidenda cardiaca, amitmias, estomatitis, neumonitis interstidal, eritema
pruriginoso entre otros .

ANTIMETABOLICOS. De fase espedificos, adttian en su mayoria en la fase 5 (metotrexato, Gtarabina, fudarabina,
fluoradio, mercaptopurina, toguanina, pentostatina) provocan fibrosis hepdtica  adnica, rash mucopapilar,
nefrotoxiddad, aracnoiditis aguda, encefalopatia desmielinizante y leuceria linfoblastica aguda ™.

OTROS. (dsplatino, carboplatino, procarbadina, asparaginasa, amsacrina, docetaxel) con toxiddad aguda y crénica con
tinnitis, sordera, neuropatia periférica, insufidencia renal, hiperestesia, azoospermia y coagulopatias ',

La mayoria de estos medicamentos anticancerigenos carecen de estudios correspondientes a toxicidad subcelufar,

En el caso de las Casiopeinas®, se ha demostrado que pueden actuar en cualquier fase del ddo de divisién celular
sobre todo en la fase S. En general 1as células que tienen la propiedad de flevar a cabo divisiones celulares frecuentes
(epitelios, células vasculares, médula dsea), se ven afectadas de manera mas dristica por la toxicidad del agente
quimioterapéutico, otras células parenquimales como las del rifidn y el higado principalmente, responden de manera
distinta a los fdmacos anticancerigenos y frecuentemente la respuesta no esta relacionada con su mecanismo de
accién. Las neuronas son en estos téminos, las células menos afedadas porque son las que poseen mayor jerarquia
biolégica, auentan con una bamrera vascular seledtiva (barrera hemato-encefdlica) y por su credmiento lento ademés de
poca o nula capaddad de division celular, a pesar de lo anterior, muchos farmacos pueden desarrollar toxicosis del
Sistema Nervioso Central (SNC) y en omasiones es dificl separar efedos directos del tratamiento, con los efectos

combinados del Gincer, residuos de células que mueren, mala nutricién del paclente y régimen de vida 1 145,



2.2 CASIOPEINAS

En México, la necesidad de importacion de productos antineopldsicos y su elevado costo, mared una de las pautas para
¢l desarmollo de productos con actividad antineoplasica. Concientes de esta situacion, un grupo de investigadores de la
Faailtad de Quimica de fa Universidad Nadonal Auténoma de México (UNAM), encabezados por la Dra. Lena Ruiz, se
plantearon como objetivo la obtencion de complejos de coordinacién que pudieran tener adividad antineopldsica, a la
fecha este grupo ha sintetizado y caracterizado alrededor de 100 compuestos 5 124, entre los cuales se encuentra al
firmaco que se evahia en esta investigacin y que pertenece a una familia integrada en su estructura por Cobre {H)
como metal central, especie aceptora de pares electrones y quelatos diiminas (N-N), con quelatos aminoacidatos
donadores (0-0), redbiendo el nombre genérico de Casiopeinas® '2, Estos compuestos registrados y patentados por
{a UNAM {Figura 2), han sido caracterizados por andlisis elemental, cromatografico, especirofotometria de infrarrojo, UV-
Vis, ademas de conductividad, momenta magnético y estructura por rayos X 33127 12842143,

Figura. 2 Aspecto molecular de Casiopeina® il
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El desarrotio de este tipo de fimacos se efectla siguiendo el Protocolo de un Proyecto General, que incluye
determinacién de potendal ctostitico y antineoplasico #7 vitro ¢ i vivo, asi como evaluacién farmacolégica y toxicolgica
oompleta. La Casiopeina® I, que se sometié a evaluacion en ¢ presente trabajo, ha cubiesto satisfactoriamente las
siguientes pruebas:

1. Evaluacién citostatica #7 wirp sobre cultivo de linfodtos humanos sanos, con resultados comparables e induso

superiores a {a mayoria de los quimioterapéuticos de uso comerdal ',



Evaluacién antineoplasica iz witrw empleando dones tumorales humanos de cincer cérvico-uterine adquiridos
de biopsias de pacientes del Instituto Nadonal de Cancerologia (INCan-México), obteniendo resultados
comparables a |a actividad de fa Mitomicina C y d Cisplatino ©.

Evaluacién ditostética i vivw empleando & método de intercambio de cromdtidas hermanas en e ratn. Este
tipo de experimentos se encuentran en una fase inidal, pero los resultados que se obtengan darén indices de
su efetividad ctostitica, ademis de sus posibles mecanismos de accidn 1,

Pruebas de potendal mutagénico i v .

Pruebas para evaluar mutaciones somdticas en Jrosophilz melanogaster, los resutades de los ensayos
mutagénicos i o e i1 vitrp muestran ligera actividad mutagénica de este compuesto ¥,

Pruebas de adividad antineaplisica # v empleando ks modelos tumorales murinos recomendados por el
"National Cancer Institute®, EUA. ™, los resultados en este contexto son muy alentadores, ya que algunas
Casiopelnas superan por mucho los requerimientos exigidos por los protocolos intemacionales, incluso
dependiendo la Casiopeina® de eleccion, asi como el esquema de tratamiento y dosis empleada, se han
logrado remisiones totales y sobrevidas que van hasta de un 200% % 2%,

Interaccion de estos compuestos con DNA lineal y superenrrollade evalvado por medio de electroforesis en gel
130,

Farmacodnética bdsica de Casiopeinas® |, (I y Il en ratones y ratas, Este trabaje permitid conocer la
concentracién del compuesto en los sitios de acci6n, asi como la intensidad de sus efectos en funcién al
tiempo para cada uno de los compuestos, para asi poder determinar su compartamiento en & organismo. Los
resultados cbtenidos a partir de las muestras en ratones indican que los Grganas con mayor retencion de los
tres compuestes son rifién y bazo &,

Cardiotoxicidad y Ototoxicidad. Estas pruebas se encuentran en desarrollo y han sido disefiadas para poder
determinar el decto de las Casiopeinas® en érganos vitales como el corazén y por otro lado, con base en los
eectos de taxicidad que se han observado en & oido en el tratamiento con Cisplatine ' se’ha deddido

estudiar este efecto con Casiopeinas®.
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10. Ensayos toxicoldgicos en ratdn. Se evalu la toxiadad de Casiopeina® | y Il en ratones por medio de
estudios anatomohistoldgicos, demostrindese pecos cambios celulares gon Jesiones importantes en higado
y rifién como degeneradén centrolobulillares pericorticales y glomerulares' 1%,

11.  Eficada en el tratamiento de leucemia viral Fefina y evaluadin de la Toxiddad de fa Casiopeina® | en
perros con resultados que revelan una situaddn dinica favorable .

12 Estudio de subproductos del matabolismo de las casiopeinas, en donde se ha demostrado que interactuan
estrechamente con sistemas de destoxificacion, sobre todo oxigenasas como dtocromos P-4501A1, las
fRavoproteinas y ofras enzimas; en donde, por lo general los agentes residuales como las fenantrolinas
libres son capeces de coordinarse al hierro intracelular y los &tomos de cobre por reacdones de éxido
reducdon, promueven la producdén de radicales hidroxilo o superéxdo, que dafian no scio al genoma, sino
a varias estructuras celulares de fas células neoplasicas y células normales 12124,

Los resuftados de estos experimentos en conjunto, han prepiciado el comienze de evaluadones toxicoldgicas. Asi se

obtuvieron Dosis letales agudas 50 (OLS0) incuyendo a la Casiopeina® Hl en ratén, y redentemente se llevaron a

cabo estudios de toxiddad en perros *. Asi pues, los resuitades obtenidos son alentadores para fa fase dinica, por

lo que se ha deddido llevar a cabo andlisis histopatoldgicos y ultraestrudurales de la acdén de Casiopeina® il

administrada intraperitonealmente (IP} a diferentes dosis y fiempos de saarifido, ya que esta via de administraddn

debe ser utilizada antes que cualquier ofra para evaluacones predinicas y toxicolgicas de cuaiquier farmaco de
acwerdo a la reglamentaddn del "Cancer Chemotherapy National Service Center® (CCNSC)s o+,

Todas estas pruebas asi como fas subsecuentes, estin contempladas dentro de un marco de fases progresivas del

Proyecto General encaminade al desarollo de compuestes anticancerigenos de origen Mexicano, que induye

Protocolos para nuevas etapas experimentales dirigidas 2 toxicologia, farmacologia y sobre todo a histologia y

dtologia como en el caso def presente Proyecto (Figura 3).
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DISEROD

SINTESIS Y CARACTERIZACION

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
ACTIVIDAD CITOSTATICA IN VIVO-IN VITRO TE="U> ACTIVIDAD ANTINEOPLASICA IN VIVO{IN VITRO

/ TOXICOLOGIA Y FARMACOLOGIA ?a
MODELAJE M

ECANISMO DE ACCION CLINICA VETERINARIA Y HUMANA

l

RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

2.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRASMISION (MET) COMO HERRAMIENTA EN EL
DIAGNOSTICO DE ALTERACIONES SUBCELULARES.

La dencia médica ha desarrolfado un sin nimero de metodologias de diagndstico, siendo cada dia més
precisas y efectivas. En 1878, Emest Abbe dedara que las Emitantes de un microscopio optico en cuante al alcance de
resoluddn estaba determinado por la longitud de onda de la luz %, por lo que aquellas estructuras que estaban
separadas por 0.2 um al visualizarse, se observarian come una sola. En 1929, De Broglie sefialé que [a longitud de
onda de los electrones en movimiento es menor que el de la luz y en e mismo afio, Bush, propuso que un campo
electromagnético se comporta igual que una lente convexa de microscopio optico ™.

El primer microscopio electronico de transmisién (MET) fue construido y demostrado en Berfin en 1931 per
Max Knel y Emest Riska, pero hasta 1947 los micrescopios solamente tenfan un poder de resolucidn de C.1 um y no se

podian visualizar estructuras bioldgicas porque en aquellos tiempos los cortes de espedmenes eran muy gruesos. A
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partir de 1950 se han podido desarrollar técnicas de fijaddn, indusién y cortes de tejidos para andlisis bioldgicos 7, Asi
mismo, otras aportadenes impartantes fueron por ejemplo que en 1962, Sabatini y col. formularon nuevos fijadores a
base de aldehidos tales como ghtaraldehido y acetaldehido que conservaban estructuras celulares y permitian ia
aplicacién de técnicas histoquimicas %, En 1948, Paese y Boker al modificar un microtomo convendonal, obtuvieron
cortes muy finos, hadiendo que fuera posible la utilizadén de cortes mas delgades de material biologico para su
aplicadon en microscopia electronica de trasmisidn (MET).
Por otro lado, alrededor de los afios 40, surgié un cambio metodoldgico que propiciaba la adquisiciin de téanicas
microschpicas para la aplicadén en el campo de |a medicina con fines de investigadién ¥ y de métodos adecuados para
fraccionar y separar organelos por medio de ultracentrifugadién . Todo esto propicid que los investigadores obtuvieran
confianza en sus adelantos y se interesaran por lo que podrian encontrar a nivel ultraestrutural, es por eso que en los
Gitimos 50 aflos se han podido desaribir cada una de las “piezas anatémicas™ que conforman la estructura celular, sus
caractesisticas y funcionalidad hasta flegar a niveles moleculares %,

En el caso de la Patologia, en la actualidad se cuenta con revisiones y textos muy impertantes, en donde se
expresa la importanda de esta o de otras ramas afines muy espedalizadas y modemas ¢omo la Patologia molecular o
espedal, que utilizan ténicas independientes de microscopia convendonal (Gptica), como microscopio electrénico de
barrido (MEB), rayos X, espedrascopia atdmica entre otros, dando como resuttado que se formen compendios y libros
completos de colecdones que en el @aso del MET surgen como revisiones de microfotografias de estructuras con

morfologia alterada que contribuyen al enriquecimiento del conocimiento en esta dreg 108 1w,

2.4 ARTEFACTOS (ARTIFICIOS) EN MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Para una buena observacion e interpretacién de imigenes en microscopia eledtrénica, se tiene que ser cuidadoso y
seguir un protocolo adecuado de procesamiento de las muestras; los artefactos en MET son todos aquellas anomalias
fisicas, quimicas, mecinicas o de cualquier otra indole, que durante el procesamiento de fas muestras se involucran
como detalles morfolbgicos anexos (atificales), que por lo general dan como resultado una visualizacién errénea de

los cortes obtenidos para fines diagndsticos '2'. Este tipo de agregados su pueden presentar como sombras,

14



sombras, raspaduras, predpitados, variadones de continuidad, sobreagrupadiones celulares y demds. En la mayoria
de los cases los artifidos se presentan sobre todo en las primeras etapas del procesamiento de muestras, y mas aun
durante ta fjadon de los tejidos; fijadores caducos o en concentraciones y voliimenes imegulares asi como muestras
de gran tamaiio o0 @n un estado de ngor morts avanzado, din como consecuenda la visualizacdon de estados
degererativos celulares en grandes cantidades e induso necrosis de secdones completas, en espeda! en las areas
correspondientes al centro de las muestra en donde es menor € efecto de los conservadores '%. Otras maneras
importantes de produdr artificos es durante el procedimiento de la deshidratacién, sobre todo si no se toman en
cuenta los tiempos requeridos para el tipo o los tipos de tejidos a trabajar; lo aal propida una visualizacién con
variadiones de tamafio y morfologia de c&ulas, comparado con e natural a fa hora de fijarias . De la misma manera
se pueden encontrar variadones morfolégicas debidas a los cortes ultrafinos que se realizan, en donde achilas
desgastadas o ulramicrotomos mal ajustados dan como resultado cortes exageradamente gruesos que distorsionan
la imagen o que presentan raspaduras que se traducen al ME como dreas continuas de distersion celular con
desaparicidn del pardn de agregacién normal parénquima-estroma 2, En el caso de las tindones que se aplican, el
reconodmiento de reactivos espedales para dertos tejidos, ayuda a que no se exagere una predpitadén de sales
fuera de lo comun, 1o que puede tener como consecuenda en imagen la interpretadtn de estructuras anexas como
indusiones y nudeolos prominentes. Asi mismo cuestiones tan sutiles como la apreciadién fotogrifica, una mala
revelacién de negativos, el desacoplo de ta fuente de eledrones del microscopio, rejillas desgastadas y muchas més
pueden intervenir como factor de modificacién visual; y es por ello que todos estos factores tienen que tomarse en
cuenta para sequir un protocolo acorde a fos tipos de tejidos que se procesardn utilizande soto readtivos con grade
ME y las técnicas adecuadas para la totalidad del procesamiento de las muestras en fines diagndsticos.

El presente trabajo, como se sefiald, se enfoca en la identificadén de alteraciones celulares y la
partidpacidn de la Casiopeina® [ll en las mismas, determinando los dafios que pudieran ser responsables de
alteradones mayores tanto histolégicas, funcionales o sistémicas generales, sin cometer effores de interpretacién

por artificios prindpalmente como cambios degenerativos independientes de la acdon del compuesto experimental,



Se pretende con esto, dar un seguimiento acorde a los protocolos estableddos por anatenomopatéloges
experimentales de tode el mundo, para llevar un orden sistémico-estructural a un nivel celular o subcelular, clasificando
los trastornas por dreas de afeccion por ejemplo trastornos de reticulo endoplismico rugose (RER.), afteradones de
membranas celulares, alteraciones del aparato de Golgi e inclusiones., basindose en téminos convendonales de la
Patologia para la descripddn de dafios en estructuras finas cefuares o ultraestructurales, eligiendo al ratén como
modelo en este tipo de estudios preciinicos principalmente en medicina humana v, Para tales efectos se administraron
varias dosis def tarmaco (Casiopeina® I} con base en su DLSO en ratones por via Intraperitoneal, por ser esta la ruta
terapesitica mas comun para efectos antioncogénicos en sus fases preclinicas inidales ', recomendada ademas por ef
Instituto Nacional de Cancerologia para estudios toxicoldgicos como parte de aplicadiones previas a su uso experimental
en humanos, con el fin de abordar la fase clinica | en dicha Instituddn {Provecto de colaboracién directa de esta

dependenda y la Facuitad de Quimica de la UNAM).
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3. HIPOTESIS

La administracién experimental de Casiopeina®Ill, determina cambios morfolégicos celulares y subcelulares de origen
téxico en distintos Grganos, retacionados con trastomos degenerativos, necritioos 0 apoptdsicos; al aplicarse en ratones
dicho compleio de coordinaddn, por via Intraperitonea) en diferentes intervalos de dosis (2mg por debajo de fa Cosis

fetal media "D1LS0"),

4, OBIETIVOS

4.1 Objetivo General

Detectar los prindpales sitios blance de interaccién de la Casiopeina® (Il 2 nivel celutar y subcelutar, determinando cudl

6 cudles tejidos v organelos celutares resultan afectados por la aplicacién experimental del firmaco en ratones NIH.

4.2 Objetivos especiiicos

4.2.1. Detectar y catalogar las alteradones celulares y ultrmestructurales refadonadas con efecto ditotéxico de fa
Casiopeina® 1.

4.2.2.  Diferenciar lesiones comunes como degeneraddn yfo necrosis o bien estimulacidn de mecanismos apoptosicos
por degradadion, activacién e interaccién con el Frmaco.

4.23. (ategorizar e nivel e importanda de la lesidn o las lesiones de los diferentes tejidos y organelos
dtoplasmaticos y dividir por estructuras de interés (mitocondria, reticulo endoplésmico rugoso, aparato de
Golgi, nudeo, nudeoo, lisosomas, vacuolas.) para consideraciones posteriores del farmaco.

4.24. Contribuir al historial toxicolégico y farmacoldgico del producto para intuir o descartar posible efectos
secundarios o contraindicaciones en su aplicacién, evaluando el daffo que los compuestos experimentales

puedan causar en & organismo.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 ANIMALES Y METODOLOGIA

Se selecdonaron 40 ratones hembra clinicamente sanos de la cepa exogdmica NIH, con un peso de 25+ 3 g yuna
edad promedio de 10 semanas con una vanadén de + 2 dias. Los ratones, fueron numerados por medio de muescas
en las orejas. Los animales utilizados se alojaron en jaulas de policarbonato tipo ja de zapato en grupos de 4, que
ofrecen un area de piso de 364 cm? y protegidos con filtros de poliester tipo Krait. Se propordond ad fbitum, una
dieta espedal para roedores (alimento peleteado comerdal de importaddn), y agua filtrada por dsmosis versa y

addificada hasta alcanzar un pH de 2.5 296 %,

Los animales permanecieron en areas de la Unidad de Experimentacion Animal (UEA) de la Fawultad de Quimica de

la UNAM, que cuenta con instaladones espedales para este propésito, ventiladas mediante extracxion forzada de aire
y filtrado por sistemas HEPA con 3 pm de didgmetro de filtro y 18 recambios ded volumen total de aire por hora. Los

animales se mantuvieror 2 una temperatura de 23 £ 1°C %, con una humedad relativa 50-60% y ddos de luz
osarridad de 12/12 horas. Los ratones se repartieron aleatoriamente en 9 grupos de aauerdo a los tiempos de
sacrifido que fueron de: 45 min, 90 min, 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h posinyecdidn, eligiéndose 4 dosis seriadas con
intervalos de 2 mg entre cada una que estan por debajo de la DL50 (14 mg/kg) cakutada con anterioridad de
acverdo al métode de Lithfield y Wilcoxon * 2 %, siendo fas dosis aplicadas de 6, 8, 10 y 12 mg/kg per via
intraperitoneal. Se formd un grupe control de 4 animales quedando conformados les grupos como se aprecian en el

cuadro 2.



Cuadro 2, GRUPQS DE RATONES CONFORMADOS POR DOSIS ¥ TIEMPOS DE SACRIFICIO POSINOCULACON DE

CASIOPEINA IIl,
GRUPD 1 2 3 4 5 3 7 8 9 10
TIEMPO 45MN. (90 MIN. [3h. 6h, 1Zh. |24h  [48h. |72h. [9h. |CONTROL
6 mghkg 1 1 i 1 1 1 1 1 1 1
8 mgkg 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
10 mgfkg i 1 1 1 1 i i 1 1 1
12mAg 1 1 1 i 1 1 1 1 1 1

Hecha la asignacion de dosisftiempos de sacrificdio se procedié a la preparacidn de Casiopeina® Il hadendo los
dilevlos comespondientes, obteniendo una concentracidn de 0.72 mg en 1 ml Una vez obtenida ia cantidad en
miligramos del compuesto, se pesaron los animales para asignarles su dosis correspondiente en mg/kg de peso
corporal. Posteriormente se solubilizé la Casiopeina® utilizande dorura de sodio al 0.9 % como solucién fisiologica mas
compatible debido a que en este medio conserva su concentradén con mayor estabilidad y un mejor coefidiente de
extingdn 1%, yna vez disuelta se aford con la misma solucion hasta obtener un volumen total de 50mi a un ph final de
7.2 y concentradon molar de 2.4457E-3m/l; de tal forma que se preparo #7 siv antes de su administracidn para evitar
degeneracion por €l vehiculo al paso del tiempo <2,

Se eligieren animales sin implantes tumorales o con ¢ padedmiento cancerigeno, para descartar posibles alteradones
provocadas por e proceso tumoral en su reaccién con e compuesto experimental; como restos celulares de procesos
degenerativos en la neoplasia, dtocinas liberadas por el mismo proceso, régimen terapéutico y posble sindrome
paraneoplasico. Al grupo testigo ¢ sin tratamiento, se les administrd solamente el diluyente.

Los animales fueron sacrificades humanitariamente al témino de Jos tiempes asignados por medio de dislocacién
cervical. Posteriormente se realizd la necropsia y se disecaron drganos blanco de mayor importandia en relacién a
estudios previos, tales como bazo, pulmén, rifion, higado, cerebro y miocardio % '8 '2, Pare este fin los ratones se
colocaren en posicion declibito dorsal sobre una charola de diseccién y se sestuvieron fijando sus exremidades con

alfileres, se humedecié la regidn ventral con etanol al 96% inidando necropsia con la apertura de las cavidades




abdominal, tordxica y oraneal para la toma de drganos 192, de cada ratén se obtuvieron muestras por drgano para su

procesamiento y examen histopatofdgico y para MET,

5.2 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA HISTOLOGIA

Se tomaron muestras de los ratones de todos los grupos para el procesamiento y Su examen con técnicas de
histopatologia, con el fin de apredar las reas o regiones importantes de lesién y dirigir con mayor interés el estudio
de ellas mediante un examen de Microscopia electronica de transmisin, caracterizando las lesiones més significativas a
este nivel,

La muestras obtenidas en esta parte del experimento, fueron; cerebro, cerebelo, bazo, rifién, higado, corazén y pulmon
debido a que en estudios histopatolégicos anteriores con otras casiopeinas casi idénticas molecularmente mostraron
mayor sensibilidad citotoxica'' 152 tales drganos se fijzron en formalina 1:10 amortiguada con fosfatos a un pH de 7.2-
74, por un tiempo no mayor & 72h. Una vez fijlados los drganos de interés se procesaron de forma automdtica en
histoquinett, poteriormente se procedio a la indusidn en parafina de las muestras para flegar a tener cortes de Spm &
W, se realizd en cada muestra la tindidn habitual de trabajo (H-E) y una vez terminadas las laminiflas se examinaron por
medio de Microscopia fotdnicy 2662151,

Para levar a cabo un seguimiento de caradterizacion en las posibles lesiones a presentarse y para efectos de evaluadion
cualitativa se asignardn grades de lesion; en este caso leve para el 5 al 25% del total de dnco objetivos visualizados
aleatoriamente, moderado para el 25 al 50% y severo para mas del 50%. Ademds se asigno la distribucién de la lesién
como Focal o muttifocal con solo alguna(s) dreas bien delimitadas del érgano afectado; o Difuso, con mds del 70% del

organo afedtado.
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5.3 PROCESAMIENTO PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

La mitad de las muestras obtenidas de los drganos para histologia de todos los ratones, se procesaron para MET,
teniendo mayor interés la bisqueda de Tesiones en aquellas muestras que en el examen Histopatotdgico presentaban
lesiones importantes.

RIACION

Para {a fjadién de muestras en MET se obtuvieron muestras representativas de los diferentes drganos antes sefialados
durante la necropsia, después de haberse perfundido & s con glutaraldehido & 3% y amortiguador de fosfatos pH
7.4 como fador mediante induccidn directa con jeringa desechable de 50ml a presidn continua. Las piezas tomadas se
cortaron a un espesor no mayor a 5 mm, se manipularon scbre una gota de fijador y posteriormente se cortaron con
hojas de bisturi {dentro de la gota}, fragmentos de aproximadamente 0.5 mm de espesor o menos.

Se seleccionaron unos 10 a 20 fragmentos de tejido por muestra y se colocaron en tubos de ensaye (para cada érgano
o tefido) con 2 6 3 ml de glutaraldehido al 3%, utilizando un tiempo de fijacidn de 24 horas.

LAVADO

Para el lavado de muestras se utilizé soludon amortiguadora de fosfatos de 2 a 3 veces para eliminar el fijador primario,
¥ con agua destilada 2 a 3 veces para eliminar el exceso de la solucidén amortiguadora.

POSRIACION

La posfijacion se realizé con tetradxido de osmio (0s04) con soluddn amortiguadora de fosfatos en proporcién al 1%
durante 1 a 2 horas a 4°C dejando las muestras en refrigeraddn. A continuacidn se lavaron las muestras con solucion
amortiguadora {un total de 3 lavades en 10 minutos).

DESHIDRATACION

Para la deshidratacién de igs tejidos se utilizaron alcoholes etilicos graduales desde & 50% al absoluto con un tiempo

de 5 a 10 minutos cada uno:

1. Acohol al S0% comnnieianss 5 minutos
2. Ncoholal 60%  cvienninne S minutos
3 Alcoholal 70% v 5 minutos

21



4, Acoholal 80% .. 5 minutos

5 Alcohol al 90% e 5 minutos
6. Alcohol al 26% e 5 minutos
7 Ncohol al 100%  evcvicccenvene 3 cambios de 10-15 minutos cada uno.

Dependiendo del drgano, se necesitaron diferentes tiempos de deshidratacién en cada cambio de alcohol, utilizande en
agunos casos acetonas como en cerebro y pulmén, después se realizaron 2 cambios de dxido de propilenc de 10
minutos cada una,

PREINCLUSION

En esta fase, se mezd$ la primera vez uno a uno dxido de propileno y resina epén, dejando el tejido en esta soluddn
durante 1 hora en el tubo tapado y a temperatura ambiente en campana de desecacion. Después se hizo una mezda de
dxido de propileno y resina epdn 1:3 respectivamente durante una hora también con e tubo tapado, de esta manera la
mezda pudo permanecer mas de 24 horas.

INCLUSION

En ta inclusidn, se sacaron los fragmentos para secarse en papel fitro, mas tarde se colocaron en las cipsulas con una
gota de soludén final de resina epén, identificando las mismas, orientando los fragmentos dentro en su extremo apical.
Se rellenaron las cipsulas con resina epdn 812 con dos cambios con resina epon 812 de 60 minutos y posteriormente

se dejaron polimerizando en la estufa por 24 horas.

CORTE Y VISUALIZACON

Las clpsulas se cortaron en forma de pirimide para muestras semifinas que se tifieron con azul de tolouidina, Los
cortes definitivos se procesaron en e ultramicrotomo y se tifiieron con acetate de uranilo al 4% con citrato de plomo.
Estas se llevaron a visualizacion y revisidn al microscopio eledrénico de transmisién de manera aleatoria, tomando 10

campos visuales para bisqueda de lesiones por cada fragmento de muestra procesada.



Las imégenes de interés fueron procesadas para negativos de 32 mm (microfotografia), selecdonando y revelando
las mds representativas.

Para evaluar trastomos subcelulares se interpretaron éstos tomando en cuenta anomalias en membrana
celular, trastornos compartimentales, patologia de ribosomas, mitecondrias, reticulo endoplésmico rugeso (R.E.R),
reticulo endoplésmico liso {R.E.L}, aparato de Golgi, vacuolas y fisosomas.
Para Hlever a cabo un sequimiento de caracterizacion de las lesiones utiraestructurales y para efectos de evaluacion
aulitativa se asignaron cambios numericos en estructuras como Ausepdia, disminucidn, aumento, agregaddn;
cambios morfologicos en estructuras como Hiperplasia-gigantismo, t:|i|;llad6n, separadén de aestas mitocondriales,
fragmentacién, pérdida de la agregaddn de ribosomas de! RER, nideos fusiformes, dentados, refrictiles,
contracddn, condensaddn heterocromdtica, nudeolos prominentes, dispersion de aematina y grado de estos
cambios como Leve (5-25% de células afectadas en ks 10 campos visuales), moderado(25-50%) y severo (de mas
de! 50%); en donde un campo visual corresponderia en estos términos a la apredacidn total de una drea dentro de

{a célula.
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5.4 METODOLOGIA ESTADISTICA

Con los datos obtenidas de las frecuencias de lesiones presentadas de todas jas muestras se despejaron tablas de
contingencia a partir de la base de datos del Programa Excel Microsof office* version 2000., para PC. Los resuftados
obtenidos de las lesiones microscdpicas al microscopio fotonico y subcelulares, fueron analizados por medio del mé&odo
estadistico de Ji cuadrada y comparados mediante la prueba exadta de Fisher ',

Se realizé una prueba estadistica (li cuadrada) y el programa CAT-MOD del paquete SAS/STAT** 1991, para determinar
si habfa algdn efecto de la casiopeina sobre las lesiones microscdpicas y ultramicroscdpicas, en érganos y organelos

respectivamente con respecto a la dosis utilizada y el tiempe de sacrificio del animal,

*Microsoll Excel 2000; {9.8.2812). Lopyright @ 1983- 19999, Microsok Coorparation.

*~STATISTICA SAS/SAT For Windows, Realize 5.1 *97 edition, Copyright @ 1984. 157; by AtatSol, Inc.
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6. RESULTADOS

La administraddn de Casiopeina® HF por via iP en los ratones, tuvo como consecuencia la presentacion de cuadros
.diniccs con manifestaciones tdxicas cardiovascutares y nerviosas; asi como cambios relacionados con alteradones
anormales de estructuras a diferentes niveles. Durante el transcurso de la observacién dinica, los prindpales signos que
se presentaron dentro de las primeras 24h a diferentes tiempos posinocufacién del compuesto experimental fueron:
polipnea, taquicardia, agitadén, midriasis, postracién, somnolencia con pasividad extrema y en varios animales se
manifestd falta de locomocién (Cuadro 3).

(vadro 3. Principales signos dinicos observados en los ratones durante las primeras 24 horas
posinoculacién de Casiopeina® I via IP.

Tiermpo posihoaidicitn Signas dinicos Ho. e Obervaciones Observacines en controks
10-60seq alaxa 18/36
debilidad 6/36
polipnea 12/36 2/4
disnea 12/36
convulsiones 8/36
1-5min midriasis 6/36
epistaxis 4136
somnolencia/depresion 10/36 /4
postraciin 9/36 1/4
5-15min hipotermia 613
hiperestesia 336
depresidn 5/36
taguicardia 21/36
15-1h midriasis 236
somnolencia 7i36
figa 9/36
1-12h polipnea 10/36
postracin 5/36
hipotermia 3/36
pasividad 10/36
12-24h somnolendcia 336
pasividad 3136
anonexia 9/36
hematuria 4136
disenteria 2/36
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La induccidn y distribucion rapida del complejo de coordinadidn condujo a la aparidén de estas manifestaciones

tempranas sobre todo en los primeros 15 minutos y en animales tratados con dosis mayores de 8 mg/kg (Cuadro 4).

Algunos animales manifestaron ataxia, depresin, convulsiones con tendendia a hacinarse en las esquinas de as jaulas;

sin embargo al administrar solo e vehiculo en los animales control (0.5ml de agua destilada) per la misma via, estos no

mastraren semiologia anormal, salvo ligera agitadién con aumento de frecuendias respiratoria y cardiaca, estando adivos

todo el tiempo y con un consumo de alimento normal. La mayor parte de los signos dinicos presentados se observaron

durante kas primeras 12h, posteriormente fueron disminuyendo su intensidad y frecuenda de presentacion propidando

una recuperacion gradual en la actividad psicomotora de tedos los animales tratados.

la mayor parte de los signos dinicos observades, tuvieron origen neurolégico con notoria descompensadén

ardiorrespiratoria debido a las manifestadones dinicas prindpales de ataxia. conwulsiones, taquicardia y polipnea

respiratoria consecutiva,

Cuadro 4. Principales signos diricos cbservados a diferentes dosis y tiempos de sacrificio después de la
administacion de Casiopeina® !l via IP

TEMPO/DOSIS 6mgfig Bma/Kg 10mg/Kg 12mg/Xg
45 min, Atada, convuisiones, | Convulsiones, midriasis, Disefia, taquicardia, Disnea, taquicardia,
potipnea, debilidad somnolenda Depresion. somnolencia ataxia, depresion
90 min Ataxia, disnea, debilidad, Aaxia, polipnea, Ataxia, convulsiones, Somnolencia,
Pastracion depresion somnolenda Disnea, postracion
Hipotermia
3hrs Ataxia, taquicardia, Somnolencia, Ataxa, epistadis, disnea, | Mada, taquicardia,
polipnea, debifidad Debifidad, cansancio depresidn Midrlasis, somnolencia
6hrs Taquicardia, atawda, Hiperestesia, epistaxis, Taquicardia, Hiperestesia, postracién,
polipnea, depresion taquicargia, hipotermia | convulsiones, polipnea |  hipotermia, anorexia
12rs Debifidad, cisnea, ataia | Taquicardia, ataxia, | Taquicardia, polipnea, | Taquicardia, depresidn,
depresion, hiperestesia | atada convulsiones anorexia, postracion
24 hrs Disnea, debilidad, Midriasis, depresion, | Alaxa, iperestesia, | Postracidn, epistaxs,
48 hrs Ataxia, depresion, disefia |  Hiperesiesia, pofipnea, | Taquicardia, pestracidn, | Tagquicardia, postracion,
hipotermia anorexia, somnolencia, depresidn, anorexia
debilidad
72 hrs Anorexia, depresion, Taquicardia, anorexia, | Debilidad, depresion, { Somnolencia, postracion,
taquicardia, disnea, depresién, ataxda, hipotermia, anorexia hipatermia, anorexia
rmidriasis disnea,
96 hrs Mavxia, disnea, Hiperestesia, pofipnea, Taquicardia, Afaxia, convulsiones,
taquicardia anorexia, pastracion | convulsiones, midriasis, |  depresién, anorexia
ataxa
Control Inquietud, taquicardia Sormnclencia — Taquicardia
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LESIONES MACROSCOPICAS

A la necopsia, el conjunto de lesiones magoscopicas observadas, se limitaron pricticamente a 6rganos
parenquimatosos y serosas de cavidades tordxicay abdominal {Cuadro 5).

En la inspecddn extema, pied y faneras no presentaron lesién aparente, e tefido celular subcutdneo de algunos
animales presentd edemas aistados con masas musculares adjuntas integras,

En o aparato gastreintestinal no se observaron alteradones macroscdpicas, salvo equimosis aisladas, en solo dos
casos, en la mucosa de fa primera porcién de intesting delga'do, el higado de algunos anjmales present( dreas rojo
oscuro bien delimitadas ‘sobre todo en las dreas de afluente portal ademds de moderada hepatomegalia. En &
aparato fespiratorio se cbservd en seis casos congestion difusa de lobulos puimonares con integridad de vias aéreas
superiores. En drganas genitourinarios, solo se evidendd ligera congestion de Ja superficie cortical renal.

Cuadro 5. Lesiones macroscpicas de mayor relevanda® originadas por 1a aplicacién de Casiopeina® i,

Lesidn rabseneabns Controles
Asdtis 1336 214
Hidrotérax 14/36 0/4
Hidropericardio 8/36 0/4
Congestin general 5/36 0/4
Edema subautédneo 6/36 04
isquemia peritérica 5/36 0/4
Esplenomegalia 7136 0/4
Hepatomegalia 8/36 0/4
Congesstion pulmonar 5/36 0/4

“Al hacer b recopilacdn del total de frecuencas con que se presentan cada una de estas lesiones, solo se toman a consideracion ¢ como
importantes L lesiones con un ninimo de 5 cbservaciones.

En la inspecddn de sistema cardiovasadar se encontraron lesiones tales come: pericarditis serosa, congestidn
general y esplenomegalia; asi como algunos animales con moderada isquenia periférica. Los dafios en serosas

fueron mis notorios, cerca de un 40% de los animales presentaron asdtis y peritonilis serosa; hidrotdrax, pleuritis
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serosa ¢ hidropericardio sin compromiso de membranas sinoviales en fas articulaciones (Cuadro 6). No hubo

evidendia de lesion a nivet magoscipico tanto en sistema nenvioso central como en periférico.

Cuadro 6. Lesiones macroscépicas observadas en los ratones después de la administracion de

Casiopeina® ill via IP.

TIEMPO/DOSIS 6mg/Kg &mg/Kg 10mg/Kg 12mg/Kg
45 min Ligera congestion Hidrotérax, Ascitis, hepatomegalia Ascitis
pulmonar renal hidropericardio
80 min Edema subcutineo Hidropericardio Hidrotdrax Congestion
generalizada,
hepatemegalia
3hr Congestion esplénica | Esplenomegalia, edema Ascitis Hepatomegalia
subcutineo
6hr Ascitis Edema generalizado Hidmotdrax, Isquemia generalizada
hidropericardio
i2h Esplenomegalia, Hidrotérax Ascitls, congestibn Hepatomegalia,
hidropericardio general esplenomegalia
24 hr Ascitis, esplenomegalia Ascitis Esplenomenalia, edema | Edema subastineo,
subcutinen Ascitis
48 hr Pericarditis Hidropericardio Hidropericardio, Hepatomegalia
esplenomegalia congestion pulmonar
72 hr Ascitis, hidrotorax Hidrotdrax, edema Ascitis, isquemia Esplenomegalia,
subastineo generalizada, hepatomegalia, ascitis
hepatomegalia
96 bhr Congestion pulmonar, | Congestidn general, Ascitis, hidrotorax Hepatormegalia ligers,
hidropericardio hidropericardio ascitis
Controt - — — Ligero edema
subasténeo

En el caso de los 4 animales controles, las lesiones macroscipicas encontradas, corresponden solo a la acdén

traumalica e éritativa del vehiculo en su aplicaddn como: Asdlis, peritonitis, congestién abdominal y hemorragias

localizadas en los puntos de aplicadon del vehiculo.

LESIONES MICROSCOPICAS

En e examen histopatoldgico se revizo el higado, corazdn, cerebro, bazo, fifion y pulmén, La mayoria de las lesiones

se presentaron siguiendo una distribucién de localizada a muttifocal y en grado leve (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Hallazgos microscopicos de mayor frecuencia en los 36 animales tratados con Casiopeina® Il y

grupe control.
Lesidn microscdpica T HNo. de observacones | Animates control

Degeneracién hidropica hepatica centrolobybillar 22136 0/4
Degeneratidn de fibras musaulares cardiacas 10/36 *
{degeneracidn sarcolémica)

Congestion paracortical renal 10136 -
Congestin esplénica 17136 -
tnfitrado linfdtico perivascular hepitico 5/36 )
Hemosiderosis esplénica 7136 )
Megacarioditosis esplénica 12/36 )
Hiperplasia tinfoide y de ganglios hemales 11736 -
Edema interstidal ({interalveolar septal) 9/36 ’
Congestién epicardica 16/36 '
Degeneradién tubular renal (paracortical) 7136 -
Congestion cerebral 5/36 *
Edema perivascular cerebral 10/36 .
Tumefagddn cerebral 9136 '

El higado de la mayoria de los ratones tratados con la Casiopea® Il presentd una lesién caracteristica
correspondiente a degeneracion hidrépica centrolobulillar (Rgura 4), algunas veces con dreas de afeccion cortical con
ligero edema y congestién. En el corazén se observé degeneracién de fibras musculares cardiacas (Figura 5) y en
algunos casos miocarditls con congestion moderada y edema intersticial ademas de ligera pericarditis, sin afeccidn en
ninguno de ks casos dd endocardio. En e caso del pulmén se detectd la presenda de pequeiias acumuladiones de
material proteico y heritrodtos en espacios alveolares y en algunos casos dreas de  neumonia interstical; fas paredes
alveclares de una gran parte de los animales se encontraron atelectasicos total o parcalmente colapsados y
engrosados, sobre todo en ldbulos caudales e intermedios. En algunas &reas pulmonares, los vasos sanguinecs de
mediano calibre presentarén acimulos de linfocitos y céulas plasméticas {hiperplasia finfoide) y focos aislados de
congestién (Figura 6), sobre todo en aguelles animales que se saaificaron a las 48, 72, y 96 h posinoculaddn con
dosis de 10 y 12mglkg.

En rifidn, se identificaron dreas de degeneracion tubular proximal, distal y paracortical con zonas de necrosis {Figura 7),
con dreas de infittracion linfoide, congestion difusa y edema intersticial; sin compromiso total det parénquima, pero con

afectacion principal en fas zonas de afuecia vascular glomérular,
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En cerebro, la tnica lesién que se encontrd fue edema perivasaular focal de apariendia minima con muy pocas dreas
de congestién (Figura 8}.

El bazo fue uno de los Grganos con méds ambios histoldgicos, observindose dreas con un aumento considerable de
pigmento hemdtico (hemosiderosis} y moderada congestién con atrofia de nddulos linfoides {Figura 9); ademds de
aumento det nimero de megacariodtos de localizacidn paracortical en reladion al parénguima-estroma normal de
animates sanos determinade por e nimero promedic de este tipo de celulas que se precentan en 10 campos

visueles (Figura 10).

Figura 4.- Seccién de higado en e cual se apreda degeneradidn hidropica
centrolobutillar, asi come figero edema intersticial. (H.E.40X)
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Figura 5.- Seccién de miocardio en el cual se observa degeneradén de fibras musculares

ardiacas, asi como ligera congestion (H.E, 100X}
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Figura 6.- Secddn de pulmdn en el cual se observa edema interstidal con engrosamiento
de paredes alveolares e hiperplasia linfoide, asi como ligera congestion. (H.E.40X)
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Figura 7.-Seccidn de rifion en ¢f cual se observa degeneraddn de tibulos proximales y
ligero edema interstidal, (H.E.40X)
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Figura 8.- Secddn de encéfako en el cual se observa edema perivascular, (H.E.100X)
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gura 9.- Secdn de bazo en el cual se apreda ligera atrofia de nddulos linfoides y

Fi

abundante hemosiderina. (H.E.25X)
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Figura 10.- Corte de bazo en el cual se observa numerosos megacariodtos y abundante
hemosiderina (H.E.40X)
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La mayor parte de las lesiones microscépicas que se observaron en microscopia foténica se presentaron casi en todos
los casos a diferentes dosis y tiempos de sacrificio, incrementindose su frecuenda de aparicion sobre todo en aquellos |
animales que recibieron mayor dosis y que se sacrificaron a mayor tiempo posinoculacion, los animales control no
tuvieron lesiones aparentes significativas {Anexo No. 18). Los drgancs que resultaron mayormente afectados a nivel
histolégico fueron el bazo y el higado. Para la desaipcidn de dichas lesiones se elaboraron cuadros para cada uno de
los grupos en relacidn a sus tiempos de sacrificio y dosis asignadas, frecuenda de cada lesion, la presenda o no de
estas lesiones en grupo control, grado e intensidad de la lesién, distribucién y curso (Anexes 1-10 y anexos 11-43 ). En
términos desaiptivos solo s¢ presento una sola lesitn como estadisticamente significativa (p<0.05) que fue congestién

paracortical renal (Ver anexo No, 32).

HALLAZGOS SUBCELULARES

De la misma manera que en e examen histoldgico, para el andlisis con MET, se procesaron muestras de higado,
corazén, cerebro, bazo, riddn y pulmdn, La inocutacién de Casiopeina® 11l en este caso, indujo en las células de dichos
drganos cambios numéricos y estrudurales de mesnbranas, organelos y matriz citoplésmica. Muchas de las alteraciones
estructurales eran comunes en varias estirpes celuiares (Cuadro BA Y 8B), y algunas de ellas comprometfan la
integridad funcional de las células, originando cambios drésticos por procesos degenerativos internos. Generalmente las
alteraciones subcelulares observadas fueron mas evidentes en células epiteliales y en grupos celulares préximos a
afluentes vasculares.

En las membranas celulares (intemas, extemnas, nudeares y de organelos), kas discontinuidades o perforadones
adquiridas fueron poco sobresalientes; las formas anormales o “bizamas® como: distorsiones, identaciones,
invaginadiones, evaginaciones y asimetrias (esferodtosis, eliptocitosis) se presentaron en catorce de los 36 animales
tratados sobre todo en eritrocitos, macréfagos y linfocitos que se encontraban enclaustrados en los vases y capilares

propios de los drganos alectados o blen liberados en su intersticio; ademés de dichas akteraciones algunas de sus
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membranas se presentaban en formas muy inestables con salida de contenido plasmético (piropoiquiloditosis). Otros de
los defectos adguiridos de las membranas celulares observadas, son la pérdida de microvellosidades en los tibulos
contomeados renales tanto proximales como distales observado en solo 3 animales tratados, asi como aparente
distorsién y desprendimiento de membrana en pododitos glomerulares en 12 de los 36 animales exepto grupo
control(Figura 11).

Cuadro 8A. Hallazgos ultramicroscdpicos de mayor frecuencia en los 36 animales tratados con Casiopeina®
ill y grupo control.

Lesién ultramicroscipica ] No. de observaciones {  Animales control |
Gigantismo mitocondrial (megamitocondrias} 25736 14
Pérdida de la agregacion ribosdmica 20136 1/4
Aumento de fipidos intracitoplasmicos 19136 114
Distorsién de bandas Z y discos
Intercalares 16/36 114
Dilatacdn de crestas mitocondriales 15/36 0/4
Engrosamiento de membranas basales 14136 0f4
Hipercromatosis 13/36 074
Pérdida de pododitos gromerulares 12/36 0/4
Edema interscial 12/36 0/4

En e caso de las membranas neuronales, se observo la fijladon de un material electrodenso que por sus caracteristicas
visuales era compatible con precipitadén de metales; forméndose dreas concéntricas o depdsitos aislados
principalmente alrededor de fibras nerviosas mielinicas {Figura 12). En el @so de las membranas basales tanto de
epitelios respiratorios como renales, se observd marcado engrosamiento (Fgura 13), lo que originaba desplazamiento
de grupos celulares cercanos y distorsion del patrén morfoldgico local en solo cuatro animales.

En los complejos de union, nexos y desmosomas, las lesiones se evidenciaron en los procesos intercalares de fibras
musculares cardiacas de 16 animales, mostrando malformadones en zonulz cdlidens que se presentd mal delimitada,

con pardial, hasta total inhibicién de contacto (Figura 14),
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Cuadro &B. FRECUENCIAS DE LESIONES® ULTRAMICROSCOPICAS OBSERVADAS POR LA ADMINISTRACION DE

CASIOPEINA®I.
ORGANELD O PYTRICTARA TPQ CE NTERMIOH fo. BE (AS0S CONTROLES PRXQPALES (LUK ORGANG O GRIGEN™
MEMBRANAS DISTORSISN OE MEMBRANAS | 14736 - MEGACAROSITOS [
CELLLARES
PARETIFS N VRO ARFS PR
EMGROSAMIENTO DELAMEMB. | 14736 - CLOMERILD
BASAL
PERDIDA DE MICROVELLOSIDADES | 3/36 - TUBULOS CONTORNEAROS R
DESMIELINIZACKON 10/36 -
NEUHDNAS Le
PERDDA OE PODOCTTOS 12/% -
GLOMERLD R
LIRS INDHR LADOS s - 1
NODULOS UNFODES 8
COMPLEIOS DE LMION ALTERKDCS | 3/36
FERIS MISCLLATES, CELULIS
TUBLLARES, CLINDRICAS OLLADAS {oR
KOS Y FIAED HIPERCROMATGSES 13% 14T VARIAS ESTRPES (ELLLARES " CoPRAH
FRAGMENTAOON DE 5%
HETEROCOMATINA
ans .
FICNSS CoPAH
8% « | NEUMOUTOS HEPATOAITOS,
APOPTOSIS PRH
TR - | FISRAS MRS,
IDERTACON Y MULTIFORMAS CoPABK
1/% VARLAS ESTIRPES CELLLARES
NLCLOBLOF PROMINENTES Y
ABERTRANTES . -
MTOCONDRIA DLATACEIN DE CRES 146 157% 14| FIBRAS MG, HEPATORTOS Cafif
PUAGMATICAS, MACROFAGOS, CEL
LPUIELALES Y ENDO IS
FIBRAS MUSCLL MEPATOOTTOS
25% /4
EEANTEMD RH
FETRULO EXDOPLISMID PERDIA DE LA AGREGAOON | 2036 HEPATOOITOS GEL. PLSMATICAS HB
APARAT DE GOLS Y FBISOMICA HEPRTOOTUS
RIDOSOMAS
HIPERPLASIA DE APRRATO OE | 6/36 14 H
BOLE!
VAOUDLAS - HPERPLASIR 10/% EPTEI0 BA
LISOSOMAS RENALHEPATOUITOS MACROFASO
S, LINFOOTDS
THOLLSONES $DE LPIDOS 1973 174 HEPATOQTOS H
INTRACITOPLAS MICQS
TDE HEMOSIDERINAY 17/%
TUPOHSINA 636 GPAGCS NTERTUNE BR
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EDEMA INTERTICIAL 1236 INTERSTHIAL PHLoRBCe
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DILATACION DE SINLEOIDES | 2% ESPAC INTERTICIAL H
HEPATICOS
ENGROSAMIENTD DE ENDOTELIO | 4736 VIS5 SANGUNEDS HRP
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*TODAS LAS LESIONES SE OBSERVARON DE GRADO LIGERD A MODERADO
*+ORGAND AL QUE PERTENECE LA CELULA AFECTADA: (B) BAZO, (Ce) CEREBRD, {Co) CORAZON, (H) HIGADO, {RIRIRGN Y (P) PULMON.

39




En aquellas cBlulas que resuttaron mds afedadas, las mitocondrias mostraron baja densidad eledrénica sobretodo
en su compartimento exderno; mientras que en e intemnc solo se observd material amorfo normal de afta densidad
compatible prindpalmente por sales de caldio inorganico, ribosomas y DNA'®, Muchas de fas mitocondrias afectadas
presentaron dilatacién excesiva de sus gestas sin necesariamente estar involscradas en un entomo degenerativo
celular. Las principales alteradones cbservadas en mitocondrias fueron ef aumento en el nimero de ellas
(hiperplasia), y las variacones de tamafio que es relativo al tipo celular al que pertenecen; en este contexto, sobre
todo en misaulo cardiaco y en ¢ higado se evidendio gigantismo (hipertrofia ¢ megamitocondrias) en 25 de los 36
animates,

Asi mismo, la mayor parte de las mitocondrias afectadas en una fibra muscular, presentaban mds crestas de las
normales en direccion longitudinal y a menudo dichas crestas mostraban aberraddn, con arquitectura anermal y
espadios intermembranosos muy estrechos que contenian una matriz altamente electrodensa (Fgura 15). Por lo
general en los animales que redbieron dosis de 10 y 12 mg/kg, los defectos de gigantismo mitocondrial estaban
acompafiados por otros tipos de alteradiones subcelulares como indusiones aistadas.

Agunas mitocondrias anormales de células renales, hepatoditos y fibras musculares cardiacas de animales que
redbieron dosis de 12mg/kg se encontraban en tumefacddn con pérdida total o pardal de sus membranas, gestas
y de la matriz intema; y por lo general tenian una distribucién metacéntrica,

Los lisosomas de magdfagos en el higado (células de Kuppfer) y del baze prindpalmente, tenian un aumento
considerable de éu tamafio y en contraste, otras células fagociticas caredian pardal o totaimente de elflos. Los
maadfagos del bazo presentaron marcada digestion lisosdmica de eritrocitos fagocitados, evidendéndose con
cuerpos residuales intradtoplasmaticos, vacuolas gigantes, fagolisosomas y abundante hemosiderina extracelular
depositada. Generalmente las células que se encontraban en procesos degenerativos o apoptdsicos contenian
estructuras lisosdmicas adtivas con perforadiones y rupturas de membrana induse cerca de sus nideos y dstemas

de origen en aparato de Golg.
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Con respecto a estrucluras adquiridas intracefulares, como las indusiones que son principalmente predpitados
molecuares, en algunas céiulas del bazo se obserwd acumulagén de glucdgeno en lisosomas y vaauolas
descartandose la posibilidad de confundir la visualizadén con artifidos. En el higado se encontraron células con
indusiones poco caracteristicas, aungue compatibles morfoldgicamente con acimulos de lipidos en vacuolas o libres
en ef dtoplasma en 9 animales tratados y uno de! grupo controt (Figura 16), las vacuclas observadas presentaron
tamarios irregulares sin alteracién aparente de su membrana simple, dispersas por todo ¢ dtoplasma con colocaddn
principal metacéntrica. En varios grupos celulares de solo 6 animales con dosis de 8 y 10mg/kg, se observd la
presencia de acimulos intercellares con caracteristicas ozmofilicas correspondientes a coldgeno que formaban
"'mallas® con patrdn molecular irregular en ocasiones con distribucién semejante a fibrina.

Los cambios morfolégicos en cuanto al aparato o complejo de Golgi, basicamente fueron de tipo proliferativo y
degenerativo. Se encontrd disminuddn del patrdn de adherencia entre sus dstemas en los hepatodtos con
degeneradién centrolobulillar aunado a la presenda de vacuolas lipidicas ampliamente distribuidas sin afecddn de
células periportales. En algunos casos como en animales con  dosis de 12mg/kg el aparato de Golgi aparecié
tumefacto y tanto las dstemas como sus vesiculas de desprendimiento no mestraban contenido y en fragmentos se
presentaban sus membranas colapsadas. En el caso de RER, las alteraciones més evidentes fueron, hiperplasia de
dstemas, perdida de ribosemas y polisomas de su sitic de adherenda de la membrana de RER en un total de20
animales tratados, con un aumento drastico de monosomas libres en el dtoplasma sin evidenda en & grupo control.
Ademas se observd la presenda de dstemas dilatadas en grado variable, que por lo general contenian un material
eledrodenso  finamente granular o fibrilar , y solo en algunas célufas presentaban uno o varios cserpos
electrodensos comespondientes a liposomas. En las células hepaticas y renales las cisternas del RER aumentaron en
numero prindpaimente en dosis de 10 y 12 mg/kg, estas formaron masas mas o menos compadas lo que se puede
caracterizar como “agregados tubulares”, los hepatodtos, sobre todo, presentaron al mismo tiempo acumulaciones
moderadas de giucbgeno (Figura 17).
Con respecto e nideo, se evidendt en algunos tipes celulares fragmentadén de heterocromatina con picnosis y

cariorrexds en curso. Muchos de los nideos anormales presentaban formas caprichosas, divisiones y concentradones
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de material heterogomatioo aprecidndose como resultado polinudeos y nudeoles prominentes en 11 de los
animales tratados y une solo del grupo control (Figura 18}, Algunos de los nideos de mayor afedadén presentaron
fusién continua de su doble membrana sin aparente visualizadién de sus poros y en segmentos hubo fracturas con
liberacion de material nudear. Otras lesiones subcelulares con menor frecuenda de presentaddn fueron: edemas
perivasaulares discretos en cerebro y en varias otras focalizaciones coma bazo e higade, desmielinizadén de fibras
nerviosas, dilatadon de sinusoides hepdticos, aumento de filamentos intermedios en varias estirpes celulares
prindpaimente en endotelios, en las fibras musalares se evidendd distorsién de bandas Z y sarcdmeros en 16
animales (Fgura 19}, en células de paredes ajveolares, se evidencié desprendimiento y degeneradén de neumodtos
tipo | y magdfagos alveglares, con engrosamiento moderado de fas paredes alveolares, en neumodte tipo l pérdida
pardal del surfactante y tumefaccién intema en solo 7 animales tratados (Figura 20}.

Los ¢rganos que se vieron mas afectados a nivel subcelular por la incorporadion de compuesto experimental via
intraperitoneal fueron el rién y &l higado con 16 y 13 diferentes tipos de alteradiones subcelulares por drgano,
siendo as estructuras subcelidares mas afectas las membranas y los niideos. Estadisticamente solo se considera
como significativa {p<0.05), la alteradién morfoldgica indudda en nideo (Ver anexo No.4b). No se enconird
evidendia estadistica significativa que indique una relacién directa de las lesiones con ¢ tiempo de sacrifido o con la
antidad de farmaco wtilizado. Los animales controles no demostraron cambios ultraestucturales importantes para
ser considerados. La mayoria de las lesiones importantes como gigantismo mitocondrial, pérdida de agregaddn
ribosémica, hiperaromatasis, engrosomiento de membranas basales y complejos de union alterados, se presentaron
principalmente en los drganos de los animales que redbieron dosis de 8,10, y 12, sobre todo en tiempos de
sacrifido que van de las 48 a las 72 h, reconodéndose un efectn menor a partir de las 96h. de saarifico (Anexos

44-53 y anexos 54-61}.
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Figura 11.- Microfotografia electrénica de células renales en la cual se observa Pérdida y fusién de pododtos glomerulares (flechas),
membrana basal (Mb), Nddeo [N}, célula mesangial (Cm}, célula parenquimal (Cp), mitocondrias (M), espadcio urinario (Eu). 30000X,



Figura 12.- Micofotografia electronica de célula cerebral en la cual se observa predpitacidn petizonal en vainas mielinicas y debridadidn de
las mismas (flechas), vainas de mielina {VYm) citoplasma (C}, membrana celular (Mc).40C00X.
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Figura 13.- Microfotografia electrénica del Pulmén en la cuat se aprecia engrosamiento de la membrana basal con pérdida de continuidad
{flechas), moderado edema (Ed), inclusiones grasas (I}, nuideo {M}, espacio alveolar {Ea), eritrodite (£).4000X.



Figura 14.- Miaofotografia electrdnica de fibras musculares cardiacas que presentan deplecin de discos intercalares (flechas), predpitada
de cobre (Pc), mitocondrias {M}), miofbrillas {Mf).58000X
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Figura 15.- Microfotografia electrénica de corazén en al cual se apreca gigantismo (Megamitocondrias) en fibris muscutares {flechas),
crestas mitocondriales {Cm), miofibritas (Mf), zarcomero (Z), bandas Z {bz), Nuclea (N}, membrana nudear {Mn), Eugomatina (Eu),
heterocromatina (Hc), aparato de golgi (Ag). 580001,
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Figura 16.- Microfotografia electrénica de Hepatocits en dende se puede apredar lipidos intracelulares (flecha), edema (Ed), preapitade de
cobre principalmente inframitocondrial  (Pc) nicleo, mitecondria {M), nideo (N), eucromatina (Eu), heterocromatina (He), membrana
nudear (Mn), reticuo endoplasmico rugosé (RER), monosomas (mi, membrana celular {Mc}.30000X,
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Figura 17.- Microfotografia electrénica de hepatocito en el cual s& demuestra marcade aumento del glucégeno (g}, Nicleo (N), cispersiin
de heterocromauna (He), fipidos intracitoplasmaticos (L), mitocondrias (M), reticulo endoplasmico rugoso (RER). 20000X .



Figura 13.- Miaofotografia electrénica de células renales en donde se evidenda nudeolo prominente(No), pérdida de microvellocidades en
tibulo contorneado distal (flecha}, depledén de membranas celufares en la base (MC), células epiteliales del tibule (Ce), nideo (N),
mitocondrias (M}, membrana basal (Mb), efitrocitos [E).8000X.
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Figura 19.- Microfotografia electrénica de Fibra muscular cardiaca en la cual se apredia distorsion y debridacion de micfibrllas (flechas),
bandas Z (Bz), zarcdmeros (Z). megamitocondrias {M).58C00X,
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7. DISCUSION

Con base en los resultados chtenidos durante e experimento, la administradién intraperitoneal de Casiopeina® Ill,
induce en los animales tratados e desarrollo de cuadros dinicos que manifiestan signos y lesiones a diferentes
escalas morfolgicas. La mayor parte de los cambios patoldgicos observados, pueden tener sustento fisicldgico
atribuible directa o indiredamente a los mecanismos de acdén del firmaco estudiados con anterioridad como
interaccién con el ADN nudear mediante enlaces no covalentes con guaninas o Gtosinas y conjundidn con dtoaromos
en mitocondria 321914,

No hubo toxiddad aguda, en base a que no presenté ninguna muerte prematura o aguda durante ¢ transaurso del
experimento que durd 96 h, sin descartar efectos cronicos posteriores, ademds las lesiones cursarén con
distribudones focales y en grado leve, sin comprometer dreas importantes de drganos. En estos términos es
conveniente diferendar las posibles lesiones originadas por los mecanismos de acdén ded farmaco o subproductes
del mismo, a aquellas originadas a partir del solvente utilizado, punto de aplicacién, modo de induccidn, sacrificio,
fijadén y procesamiento general de las muestras que pueden damos como consecuenda, |a visualizacion esporadica
de artifidos o dates erréneos de interpretadién morfolégica que en este tipo de estudios es comin observar. Asi
mismo es necesario distinquir alteradones primarias de las seaundarias de tipo morfoldgico y fisiotdgico. Por
gjemplo para dichos fines se considera un cambio primario morfoldgico el dafio a membrana plasmética y como
cambios secundarios ¢ de consecuenda serian e aumento de liquidos visibles intracelularmente, vaasolizadén,
degeneracién turbia de ofras estructuras®. Al hacer una reladén dinicopatolégica de los signos dinicos observados
en los ratenes, correspondientes a alteradones cardicrrespiratarias y nerviosas, se pueden distinguir lesiones tanto
microscopicas como ultramicroschpicas que bien pueden ser ¢l origen fisicldgico de dicha semiologia. Por ejemplo
las manifestaciones de ataxia, midriasis, e hiperestesia vistas en varios de los grupos, pueden ser evidenda de
lesiones que se susctaron tales como edema perivascular cerebral y a nivel subceldar distorsién y ruptura de

membranas basales en endotelios; o bien signos dinicos como:
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taquicardia y polipnea pueden ser consecuenda de la degeneracidn de fibras musculares cardiacas y a menor nivel
distorsién de bandas Z y discos intercalares?,

Para entender |a fisiopatologia que interviene en los mecanismos de acddn toxica de un firmaco, se tenen que
refacionar todos los proceses ivolucados desde escalas minimas (moleculares) hasta la observacidn de las
manifestaciones dinicas del organismo tratado y en estos rubros el conocimiento de los procesos que se susdtan a nivel
celular y subcelular son parte importante para entender mejor da reladdn estructura-actividad.

Los hallazgos macroschpicos y uftramicroschpicos observados en este experimento, son més notorios en animales con
tiempos de saarificio de 24, 48, y 72 h, mientras que los animales que recbieron la menor dosis de aplicadén que fue
de 6mg/kg tuvieron menor frecuenda e intensidad de lesiones macroscdpicas sobre todo durante fas primeras 3h
después del sacrificio. |.as Jesiones degenerativas como tumefacdén y degeneradién hidrépica se observaron en 70%
de los animales abarcando !a totalidad de los grupos conformados, a excepdon del grupo control, Dichas lesiones, no
negesariamente son atribuibles a los mecanismos de acddn directo del farmaco, sino que pueden corresponder a

cambios circulatorios secundarios por accion osmdtica o hemodindmica de distribucdn del medicamento experimental '*!

m,

Uno de los factores que pueden intervenir con los mecanismos desencadenadores de lesiones degenerativas como
degeneracidn renal (paragortical y tubutar), centrolobulillar hepdtica y muscular cardiaca (sarcolémica), es sin duda el
método de sacrifido que en este caso fue mediante dislocacidn cervical. Este tipo de eutanasia induce shock
neurogénico &l interrumpirse vias nerviosas propioseptivas de presion vascular e interacddn con e sistema
yuxtaglomerular, senos carotideos induyendo centros ganglionares nerviosos paracardiacos, lo que conduce a una
descompensacidn total de aporte sanguineo con inmediata desiguakdad en &l aporte de oxigeno sistémico 572311,
Trastomos dravlatorios reladonados a efecto toxico del compuesto experimental, se observan casi de inmediato o en
las primeras horas después de su aplicacidn, distinguiéndose arritmia, taquicardia, polipnea, disnea, agitacion,
convulsiones y ataxia. La mayor parte de esta signologfa es igualmente descrita en fa desariprién predinica de otros

compuiestos antinoeplsicos como la ddosfosfamida, o dsplatine y fa vincristing 1040447,



Un factor muy importante que se tiene que considerar, es que en d caso de la Casiopeina® Il los cambios
morfoldgicos inducidos no son tan drasticos en comparadén con los desaitos por 1a acdén quimioterapéutica de
ofros compuestos, sobre todo aquelias lesiones miquscépicas irreversibles en parénquima hepdtico y renal 7+, Los
Mecanismos de accén de la mayoria de los compuestos anticancerigenos son evidentes en epitefios como los del
aparato gastrointestinal, en donde se observan signos adnicos de diarrea, vimito, lesiones ulcerativas, gastritis,
enteritis, oolitis supurativas severas que en el @so de las Casiopeinas no son aparentes 2. Algunas lesiones
localizadas en este experimento como peritonitis, enteritis mucoide, asctis, epimetritis, peripancreatitis e inflamadidn
supurativa de 1a cipsula renal, corresponden al efecto diredo traumdtico e initativo originados en el punto de
aplicadidn loca! de la Casiopeina, Esto compuesto se puede comportar a la hora de ingresar al organismo como un
arerpo extrafio, produdendo trastemos vasaulares con reaccidn inflamatoria aguda. Los animales de los grupos 5-9,
presentaron una hiperplasia de nddulos hemales y de acimulos linfoides {hiperplasia Enfoide) de forma aislada no
organizada, posiblemente por respuesta celular hada el compuesto dando como resultado un aumento donal de sus
pabladones localizadas en varios drganos tales como putmén, higado y rifdn; es probable que los mecanismos que
inducen una donacién o divisién celular miltiple de estas lineas celidares, resutten como consecuenda del dafio
directo que sufre el Addo Desoximibonudeico {ADN) en las células afectadas por ! fimaco, expresindose en la
activacién del sistema de reparacidn y toleranda (SOS) sobre todo en el bazo con aumento importante de su peso y
volumen {esplenomegalia) »* ' 1%, £l aumento interstidal de tipos celulares mononudeares en ef parénquima de los
érganos aledades no es caracteristico en condidones normales, estos aaimulos linfoides se presentaron como
agregados celulares de tamafio y distribucién imegular ubicados por lo general cerca o alrededor de vasos
sanguineos dentro del pulmén y o rifion, este iltimo al tener propiedades hematopoyéticas es descartado de la
lesitn. Aunque estos cambios no estén justificades como una respuesta inmune inmediata de menos de 4 dias que es
¢l tiempo mdximo de saaificio de este experimento, el proceso puede estar potendalizado o adtivado por otras vias
en donde intervengan ademas de Enfodnas, factores de multiplicacion celular Enfoide no especicos, tales como TNF,

IL1, 1.2, prostangtandinas, tromboxanes, factores de diferendacién de células plasmaticas entre otros, que son los
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primeros en presentarse ante una respuesta celular quimioterapéutica téxica como predmbulo a una respuesta
posterior ya Sea mas 0 menos compleja 1Y #7155,

La mayoria de los medicamentos antineoplisicos estdn dirigidos para actuar bloqueando y destruyendo céulas de
répida divisién, debido a que el ADN se expresa y expone mas eficazmente en sus nicleos activos; esto involucra a
muchas estimpes celulares y basicamente aquellas de continua sustituddn como epitelios, células sanguineas y células
neoplsicas, que al ser afectadas por &l fimaco desarrollan como consecuenda complicaciones secundarias tales como
alopedia, inmunosupredon, mielosuprecion, anemias, exantemas, y exfoliadones cutneas.

Las moléculas anfipdticas como ef caso de las Casiopeinas, pueden tener efectos adversos al mezdarse entre las fases
acuosa y lipidica de la membrana como sucede con la administradén de procaina, dorpromazina. Ademds, su
estabilidad termodindmica, labilidad € inerdia quimica pueden permitir un efecto sostenido siempre y cuando se siga con
un esquema de tratamiento crénico ¥, Se sabe que algunos complejos con iones metdlicos son dtotdxicos y
mutagénicos debido a la coordinacion directa del metal a las bases nudedtidas en los sitios anidnicos (fesfatos), los
auales se encuentran distribuidos 2 lo largo def esqueleto del ADN y a los pares solitarios del nitrégeno en las purinas y
pirimidas en espedal & N7 de la guanina ", Este tipo de interaccién conduce a cambios morfofisioldgicos que aparecen
posteriormente como resutado de estas alteraciones moleculares y que pueden desencadenar al final la pérdida total de
una célula o grupes celulares '4; aunque en términos reales las Casiopeinas pueden tener diferentes mecanismos de
acdon  por varias vias y algunas de ellas pueden condudir a diferentes procesos de degeneraddn celular como
apoptosis via activadon de proteasas .

Con respecto a las lesiones subcelutares provocadas por e compuesto experimental, membranas alteradas pueden
propicar el desencadenamiento de trastornas secundarios como isquemia, disminucién en el transporte de iones y agua,
mala absordon de glucosa entre otros, originando con ello consecuendas anexas como serian  trastornos por
deficiencias de nufrientes con lesiones histoldgicas relacionadas como degeneracion centrolobulillar hepdtica e induso
neaosis'?, Algunas células vasculares endaustradas en vasos sanguineos © espacios intersticiales de ios érganos
estudiades presentaron membranas muy inestables, aparentemente algunas se fragmentaron y otras desarrollaron

cuerpos de gemacion y esferodtosis caracterizadas por diataddn de segmentos en la membrana plasmética con posible



seguintiento de contenido citoplasmatics, debido a estas caradteristicas de lesién s posible que la pérdida de colesterol
se vea favoredda por e paso de firmaco atravez de la membrana®. En este contexto otre tipo de alteradones
morfoldgicas membranales como pirapoiquilodtesis y eliptodtosis que fueron observadas muy aisladamente, se pueden
deber a varios factores de alteracién molecular del ctoesqueleto, tales como la sustituddn de aminodddos en fa
espectring, dineinas o miosinas, lo asal puede ser debido a que la reduccidn de a fosforilacion axidativa en procesos
degenerativos reduce a su vez la producdén de proteinas acarreadoras y de membrana como el case de 1a proteina
banda 4.1 1o que afecta directamente la fluidez y arquitecdura de las membranas plasméticas y al dtoesqueleto *

No es posible saber si ¢ efecto de fa Casiopeina®lll en este tipo de lesiones subcelulares sea de tipo primario o
secundario, ya que se ha demostrado por un lado interaccidn directa del compuesto con membranas y por otro la
induccion de defedios postraducdonales alterando entre otras cosas la fosforilacon de espectrina 7 ©,

En glomérulos renales, ka pérdida y fusién de pododitos observada en varios grupos de ratones, pueden tener como
resultado la reduccidn considerable de la superficie de absorcion y filtracidn selectiva, en caso de no tratarse de un
artifido de fijadén, es posible pronesticar come resulftado de lo anterior, el desarrollo de cuadros clinicos con ciertos
trastornos urinarios tales como dstinuria, glidnuria, aminoadduria, fosfaturia, glucosuria; sobre todo st se aplicara un
tratamiento crénico del compuesto experimental. Por otro lado las predipitaciones en fibras nerviosas mielinicas
relacionadas con fijacion dei producto (Casiopeina® [Il) puede dar origen a una acantocitosis perineuronal con
deposiddn brusca del contenido de colesterol desminuyendo ef potencial de membrana para impulso nervioso,

Con respedto al engrosamiento de membranas basales principalmente vasculares, pulmonares y renales, en donde se
observd desplazamiento celular con distorsién de la arquitectura celular local, estudios resientes de ME en la evaluadién
téxica de cidofosfamida, revelan una marcada tendencia de que células adjuntas a membranas basales presentan
distorsién y degeneracidn por engrosamiento de la misma, sobre todo en rifién y pulmon lo cual también se apreda en
animales tratados con agentes antimetabolicos y diuréticos, lo cual deteriora la fluidez de las membranas como sucede
en el caso de pertos con dietas altas en colesterol durante tratamientos antineopldsicos o por la hiperlipoproteinemia

originada por agentes quimioterapéuticos en humanos 2 125197,

57



Las anormalidades en cuante a la merfologia y nimero de mitocondrias denotan patologia del mecanismo generador de
energia que puede comprometer la integridad fisica de las células afectadas, resulta de suma importanda definir € papel
de dichas anormalidades, come gigantismo e hiperplasia en fibras musculares, debido a la impertanda que infieren los
drgancs que se estudiaron. Es posible que pacientes mamiferos no humanos puedan presentar mioglobinuria debido a
la degeneraddn y necosis de fibras musculares cardiacas que acontecieron, y en estados severos complicarse con
acidosis fadtica y reduccion de las concentraciones plasmiticas de bicarbonato, debido a que el organismo trata siempre
de superar la defidencia fundonal aumentando hasta el limite la utilizacidn de glucosa al aumentar sus tasas de
respiradon anaerobia 155213

En estos términos, el excese de piruvato producide puede no ser oxidade por completo por fas mitocondrias afectadas,
o en su defedto los mecanismos de evacuaddn (shuttle} no consiguen mantener et equilibrio adecuado de estado éxido-
reduccion (Redex), lo cual provocaria aumento de la addosis lictia ®. Los dafios observados en fibras musculares
cardiacas, concuerdan con la evaluacidn cardiotoxica a la que se sometieron varias Casiopeinas induyendo la de este
estudio %, obteniéndose para dicho efecto variables de deterioro como deshidrogenasa lactca (DHL}, creatinofosfocinasa
(CPK), vy aspartato sérico trasferasa (AST), teniendo en consideracidn que su efecto es mencs toxico que olros
medicamentos anticancerigenos.

Los proceses de hipoxia o ancxia provocados ya sea por accidn diredta del firmaco al daffar membranas o bien por el
fismo Mmecanismo de choque neurogénico propidado por el método de saifido (estrangulamiento}, producen cambios
relacionados con e descoplamiento de la cadena respiratoria y la fosforiladon oxidativa % %95 15, |a menor
produccion de ATP reduce la capacidad de la <élula de llevar a cabo diversos procesos, entre ellos 1a biosintesis de
proteinas, lo cual a su vez se reflefa en la acumulacion intracelular de Fpidos visibles como en el caso de los
hepatodtos, y e desarrello de gigantismo o megamitocondrias que tratan de normalizar fa relacion ATP/ADP adaptando
una mayor superficie generadora de energia ** % "%, Un trastomo primario en un organeio subcelular tiene
necesariamente una alteracién molecutar inidal y es posible relacionar estos efectos adversos al complejo estudiado
debido a su naturaleza estructural atémica, la cual corresponde como se dijo anteriormente a una estructura molecular

de coordinadidn que con respecto a los figantes, se considera de alta capaddad quelante debido sobre todo a su alto
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grado de hidrofilicidad > Esto sugiere que al poseer la Casiopeina dos grupos funcionales, estos son capaces de
reacdonar con macromoléculas como histénas, nudedtides del ADN nudear o mitocondrial o proteinas estructurales de
membranas en foma rapida teniendo interacdones distintas con las mismas fracdiones oniginando con ello que su
mecanismo de accién sea complejo ¥,

Una caracteristica morfoldgica indicativa de efecto farmacotéxicos es e exceso de calcio (Ca) en las mitocondrias
*Sobrecarga de calcio intracelular”; muchas mitocondrias con este defecto pueden pasar desapercibidas ya que e caldio
se deposita en forma de finos granulos aislades attamente electroliicdos™, a menudo este tipo de predpitado puede
anteceder a una lesion celular o no aparece en absoluto en modelos experimentales de muerte celular con farmacos
antineoplasicos 7771,

Con respecto a las megamitocondrias observadas en varios tipos celulares a diferentes dosis, en condiciones
experimentales, es comin observar mitocondrias gigantes que aparecen en & miocardic y misaulo esquelético de
ratones aduftos hipertiroideos, durante la anoxia, en adrenales de ratas fuego de hipofisectomia, en el higado de ratones
intoxicados con derivades de addo isonicotinico, Coruro de mercurio, tetracloruro de crbono, Isoproterenol,
anfoteridna B, asi como en defidendas protéicas, y de riboflavina ® . Por lo general este defecto es indicativo de una
interacdén molecular negativa de los compuestos administrados antes mencionados con la estnuctura afectada
provecande un dafio téxico subcelular 6 143, [as alteraciones en mitocondrias como aberracion de la anquitectura
nomal, espacios intermembranosos muy estrechos, y matriz altamente electrodensa, se hacen evidentes sobre todo en
algunas enfermedades metabédlicas como la tirotexicosis humana o sindrome hipermetabolico en animales, en donde
alteraciones primarias téxicas o secundarias gendmicas de mitocondrias producen una afteraddn en el mecanismo
generador de energia por desacoplamiento de la cadena respiratoria con la fosforiladén cxidativa 7 % %1, Algunas
mitocondrias anormales en céulas renales principalimente de las dreas tubulares, hepatodtos y las mismas fibras
musculares presentaron tumefaccién con pérdida de las aestas y de |a matriz intema o de alguna de sus membranas,
Este mismo cuadro tdxico se observa cuando se han administrado en ratas 1 mgfkg de aflatoxina y en la administracién

de mas de 8.6mgfkg de emetina 4,
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Alteraciones de membranas aunadas a defidencias en los mecanismos formadores de lisosomas que dependen sobre
todo de la integridad de la derivadién de dsternas del compleio de Golgi, pusden incorporar ¢ riesgo fisiopatoldgico de
una disminucién del *estallido respiratorio®, células con este tipo de afteraciones sobre todo macréfagos, no demuestran
un aumento considerable del consumo de oxigeno, ni n aumento en la produccién de Oz y H20; durante la fagocitosis
provocando una disminucion considerable de la respuesta del sistema monaditico fagoditario 4 61, Se cree que una
alteracion inapropiada de la membrana plasmédtica en los leucodtos polimorfonudeares y macrfages implica
fisiologicamente una adtivacién de la NADPH oxidasa provocando {a despolarizacion de la membrana, incrementando el
intercambio negativo de iones lo que conllevaria a una degeneracidn hidrépica 5413,

Las alteradones lisosdmicas encontradas en varios grupos celulares, sobre todo en dosis de 10 y 12mg/kg pueden
dirigir en casos graves al almacenamiento intracelular de productos por defidencias de una o mis enzimas reladonadas
con su digestion o hidrdlisis & 7 7 #1 16218, En algunas células se observé acumulacidn de glucdgeno, sobre todo en
higado y en fibras musculares cardiacas e inclusive se reconocio la presencia de glucdgeno dentro de las vacuolas,
dichas caracteristicas morfoldgicas se pueden deber a procesos degenerativos causados por la hipaxia indudida en los
animales de experimentacidn al momento de su sacrificio, lo que propicia desnaturalizacidn y destruacion de enzimas
- “glucogenoliicas por proteasas (catepsinas, caspasas, kinasas, etc) activadas en este proceso y sobre todo en fa
apoptésis en donde los cambios mofoldgices son menos agrasivos principalmente en refacion al nideo 232771103 144,

En el caso de fas acumuladiones exageradas de fipidos en el higado, estas se pueden deber a la presenda de un
trastomo funcional primario del reticule endopldsmico rugoso y ribosomas, debido a que mecanismos comunes de
degeneracion hidrépica trastornan en estas estructuras la produccién de proteinas acarreadoras de complejos lipidicos
extracelularmente, y por otra parte podria desamolfarse una esfingoliposis ligada a acumulacién por deficiencia
estructural de lipasas en los lisosomas V. La presenda de predipitado amorfo visto en forma aislada dentro de los
lisosomas se debe en gran parte a que e transperte reducido hacia estos organelos disminuye e procesamiento
proteolitico durante las primeras fases de degeneraddn celular yfo apoptosis %, de modo tal que las hidrolasas se
encuentran en formas de mayor peso molecular visibles con ME #, s posible, que las proteinas plasméticas que se

conjuguen con la Casiopeina experimenten desnaturaiizacién por la absordén de la superficie del compuesto, o en su



defecto estas proteinas pueden ser induidas jurto con Fa Casiopeina dentro de fagosomas de células fagoditicas como
kes macréfagos y ser digeridas por proteasas lisosdmicas, permitiendo asf la aposiddn de material predpitado en forma
de wistales, combinandose con el metal cobre (Cu) del compuesto, con formadion de puentes de hidrégeno, pudiendo
comprometer la integridad total de la célula afectada si en algin momento se perforara fa membrana de los lisosomas
137153, Serfa recomendable realizar estudios posteriores de microandiisis con rayos X para determinar si efectivamente en
la visualizacion de la ultraestructura de los fisosomas las indirsiones observadas son depésitos de cobre o de otro tipo,
es muy probable que metales pesados induidos intracelularmente den una predpitacion exagerada de plomo o el mismo
cobre de la Casiopeina® interfiera con el proceso de tincion de las muestras desde su inicio reacdonando

desfavorablemente para la buena visualizacion de estas estructuras en combinacion con e acetato de uranilo .

Asi mismo una queladdn exagerada del Cu y demas componentes de la Casiopeina que tengan interacddn
electroestitiaa con grupos carboxilo ionizados de residuos de dddo sidfico de glucoproteinas, puede favorecer la fusion
de membranas entre ellas las de los lisosomas con ka membrana plasmética, liberando secreddn no selectiva del
contenido lisosomico afectando a células anexas, o bien aumentando ta permeabilidad de iones a través de la
membrana, lo que desencadena desestabilidad osmotica y degeneracidn ', lo cual puede ser uno de los mecanismos
que originé en casos aislados lisis de conjuntos celulares (necrosis) en forma aislada. Es posible relacionar alteraciones
de uniones tipo nexo y desmosomas con lisis de conjuntos celutares provocados por ka Casiopeina, en este senndo se
observaron Zonas odligens de discos intecalares en las fibras musculares cardiacas que caredian de contado con otras
en inicios de degeneracidn, demostrando con ello un posible aislamiento metabdlico. Se ha demostrado en estudios de
apopiosis indudda por farmacos, que como consecuencia de los procesos proteoliticos intemos, las células tratan de
escapar def proceso de degeneradén de las céulas vednas con modificadiones de membrana desde un inicio ¢4t 44 9 s
115163 t65,

En avanto al aparato o complejo de Golgi y RER, se puede decr que sus alteradones ya sea proliferativas o
degenerativas tienen que ver en su mayorfa con alteradiones moleculares en la sintesis de proteinas %, ya sean

primarias o secundarias si es que el dafio producido fue en un prindpio en ef genoma celular o en la transduccién de los
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ribosemas; para reladonar estos cambios morfoldgicos con alguna anomalia fundenal, se necesitan estudios més
predsos para estos fines como marcadores radiodtives de glucosamida o fucosa para determinar adtividad reladionada
con glucosittransferasa,

La perdida de la agregacin ribostmica a la membrana del RER, junto con fa aparicddn de cantidades moderada de
polisomas y monosomas libres en el citoplasma, es un indido irrefutable de accién toxica det compuesto como sucede en
muchos eximeness toxicoldgicus en ratones princpaimente con CCLy 12, Se ha demostrado que ratones tratados con
etionina y adinomidna por via oral y intraperitoneal como posible sinergismo quimioterapéutico, provoca cambios
uttraestructurales del RER, como la pérdida de ribosomas, y la disodadidn de polisomas libres o en conjuntos ™. En este
caso at parecer la desagregaddn de ribosomas comienza horas después de la administracién de Casiopeina y alcanza
s maximo nivel a las 72 h posinoalladén aunque es muy posible que e efedto sea reversible al no provocar la

inhibicion total de la sintesis protéica 4.

Estudios recientes con tiocetamina en dosis tinica y dsplatine en dosis comerdiales, demuestran que se provocan en los
animales tratados una serie de lesiones ultramicroscopicas sobre todo en células hepiticas que muestran amplia
dilatacién y vesiculizadén de las dsternas de RER asi como proliferacion de las membranas del REL, permanediendo
dichos efedtos por lo menos 48 h 2, £l dsplatino tiene mucha similitud con la Casiopeina en cuanto a sus aspectos
moleculares y mecanismos de accidn, estudios de eledroforesis en gel, han demostrado que ambes tipos de
compuestos, pueden interaccionar directamente con bases del ADN nudear por ko general con ruptura de ka cadena
terdaria (hélice) y practicamente la estructura primaria no se ve afectada, lo cual sostiene alguncs de los mativos de la

aparicién de los cambios morfologicos vistos sin compromiso de la células en general >,

En otros ensayos precinicos con medicamentos antineoplisicos como ¢l taxol, s han demostrado cambios morfoldgicos
celulares sobre todo hepaticos, que coinciden con lo demostrado por la aplicaddn de Casiopeina® Ill, destacando a
nivel histologicn fa pérdida de glucdgeno dtoplasmético, metamorfosis grasa, degeneracion centrolobulilar y poca o

nada muerte celular (necrosis). A nivel subcelular los hepatodtos afectados mostraron desprendimiento de los
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ribosomas de las membranas de RER y la desagregadién de polisomas citoplasmaticos, lo cual sugiere que los
mecanismes de acdén del estos firmacos al estar muy relacionados, también comparten sus mecanismos de
ditotoxicidad *.

Una buena parte de los medicamentos wtilizados contra el cincer inhiben fa sintesis de proteinas usurpando d sitio del
Acido Ribonuciéico de transferencia (ARNt} en el momento preciso en que debe establecerse en e} ribosoma una unién
peptidica, moléculas de Casiopeina en su evaluacién predinica han demestrado capacidad para efectuar estos procesos
a través de diversas pruebas analiticas de pureza del propio firmaco como determinadién de andlisis cromatogrificos
seaenciales. Por lo general el resultado de estos mecanismos de acddn es un  inevitable dafio y compromiso de
organefos celulares, los cuales se ven afectados por lo general en forma aguda, con répida fragmentacidn y formadién
de vesiculas de RE que parece ser progresiva en la mayoria de los casos, aunque & proceso se detiene e involuciona
después de terminar con e tratamiento por lo general cronico para la mayoria de los antineoplasicos 4w 017,

En este caso las alteraciones ded REL no fueron tan evidentes, salvo |6gico, en aquelias células que se encontraban en
proceso de degeneracién; esto, se debe posiblemente a que los mecanismos de acddn de la Casiopeina no estin
refadonados con fa funddn directa del REL y estos resultados son sumamente favorables, ya que una alteracién
progresiva y ardnica severa en REL, pueden indudir una necrosis masiva y en el caso particular de! higado a una cirrosis
aguda 2! 2 R 104,

Es posble que los cambios observados en cuanto a la configuracién de los polisomas, caradterizados por la tendencia a
formar agregados o complejos de mayor tamafio y nimero, puaden estar relacionados con alteraciones directas con la
sintesis de protelnas, basicamente glucoproteinas {glucosilacién incompleta), causadas por el dafic que induce
Casiopeina en ADN lineal no active o en fases de G1 o G2 al momento del acoplamiento o dafo de tipo circular abierto

que es una ruptura simple en una porcion de la cadena en ADN superenrroliado 2 1415,

Bl aparato o complejo de Golgi, aparece en algunas células con cistemnas y vesiculas de desprendimiento vadas
aparentemente y en ocasiones totalmente tumefactas, probablemente este cambio morfologico tenga una relacion

directa con trastomos moteculares como inhibicién de la sintesis pratéica por acdén de la Casiopeina® IH, como se ha
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mendonado existe una interaccion directa del compuesto con e ADN y ARN a través de su acoplamiento con las bases
nudedtidas, causando una interferencia directa del Acido Ribonudeico Mensajero (RNAm) con tos ribosomas.

En otros estudios se ha demostrade que farmacos antineoplasicos del grupo de fos antimetabdlitos, son capaces de
produdir un retraso en la velocdidad de duplicacién del ADN que afedta sobre todo, diertas funciones reladonadas con la
etapa de Sintesis (S) del propic ADN y de la transcripadn protéica . Es factible que las células que sufrieron dafio
prematuro en sus membranas, tengan una menor capaddad de incorporar aminoaddos libres a la formaciones proteicas
de los ribosomas y a los enlaces peptidicos en aparato de Golgi ', En aparato de Golgi, hubo aumento considerable
en el tamafio de algunas dstemas det complejo, lo cual en condiciones expermentales se ha desarito como simplemente
“Hipertrofia® por depleddn proteica 555,

La Casiopeina®Ili & poseer ligantes diminas y aminoacidatados donadores (0-0), jugando estos Ultimos un papel
esencial en @ reconodmiento celular y otras fundones biolégicas, son capaces de unirse a proteinas y al ADN, estas
uniones se han descrito mediante interacciones no covalentes de las cuales destaca [a interaccién por acoplamiento
*stacking” entre anillos aromdticos ¥ y es factible, que la porddn molecular de la Casiopeina responsable de la mayoria
de los cambios morfelgicos descritos recaiga en el grupo donador N-N.

Con respedo a los pigmentos observados en los espados intersticiales correspondientes en especial a hemosiderina,
se conoce que la fenantrolina de la Casiopeina® 1ll, es utilizada como indicador de! fierro, por lo cual fa aparicén de
grandes concentraciones de pigmento hematico se puede deber en primera a ditotoxicddad de eritrocitos (hemélisis) ' y

en segundo lugar a la reacdén de Casiopeina y e fierro de la hemoglobina liberada .

Uno de los mecanismos posibles por los cuales la Casiopeina ha demostrado efectos toxicos es que € dtome de Co
induido en la moléoula, por reacciones de dxido reducddn tipo "Haber Weiss”, pueden promover la producddn de
radicales oxidrilo ¢ supercéxido que dafian no sélo al genoma sino a otras muchas estructuras celulares .

Finalmente la Casiopeina al igual que varios compuestos antineoplasicos ha demostrado actividad antineoplisica y

citostatica por entrecruzamientos con el ADN que sin duda alguna tienen como consecuendia las diferentes alteraciones



primarias o secundarias en las estruduras subcelulares vistas las cuales no son auténomos y dependen def genoma

celular 1016,

Es muy probable que la toxicidad de la Casiopeina pueda llegar a indudr una muerte celular (necrosis, apoptosis) de
primer orden; es dedr en un padente con cancer un porcentaje de células, sean estas mafignas o normales sucumbiran
por unidad de farmaco ' En este sentido las alteraciones observadas en los niicleos de las diferentes estirpes celulares
observadas, serdn comunes para diferentes localizaciones. La mayoria de las formas nudeares observadas
hipercromaticas y en cariorrexis estin reladonadas con mecanismos de degeneracién o apoptosis provocadas por dafios

directos del ADN sustentados por los mecanismos de acddn antes descritos.
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8. CONCLUSIONES

1. Es posible encontrar un efecto téxico al administrar Casiopeina® Hl demostrado a través de los cambios
morfoldgicos celulares y subcelulares en cualquier célila, al parecer este tipo de efecto no es proporconal a la
antidad de fas dosis empleadas, ni a los tiempos de saaificio.

2. Lz toxiddad de Casiopeina® Il es menos dristica y acentuada que la demostrada por otros medicamentos
similares como el displatino, tiotepa y la cidofosfamida. Esto mismo se puede evidendar desde & momento misme
de su aplicadén al llevar un seguimiento referencial de los signos dinicos que se suscitan, lesiones macroscbpicas
¥ lesiones microscopicas celulares y principaimente subcelulares.

3. Lamayoria de fas observaciones subcetulares y celulares observadas tienen relacién cliinicopatolégica téxica con et
cuadro dinico observado en los ratones tratades durante las primeras horas del experimento, y de igual manera
cointiden con las lesiones magroscipicas de las necropsias después del sacrifido.

4.  Es posible un efecto reversible af dejar de aplicar ef compuesto, debido a que los trastomos que induce en su gran
mayoria son focales y en grados leves, lo cual no compromete la integridad fundonal en reladén parénquima-
estroma de los drganos que se ven afectados. )

5. Las céiulas que demuestraron mayor afectacién por la administradén del compuesto ﬁperimental son fas del bazo
y ¢ higado con cambios importantes en mitocondrias y nideos, por fo cual se deben de tomar las medidas
correspondientes para consideraciones ¢ contraindicacones del firmaco en su posible aplicadén a humanos y
otras espedies.

6. Sin contar con interpretadones funcionales o fisioldgicas, desamollar o construir un sistema preliminar de anatomia
patoldgica subcelufar de este compuesto, contribuye en estos casos a fundar y entender las bases de sus
mecanismos de accdn y fisiopatologia en relacidn estructura-actividad que posteriormente deben reforzarse con los

estudios correspondientes.



7.

10.

Independientemente de lo dristico o impresionante en la cantidad de altercaciones que pueden surgir de un
experimento de este tipo, en muchas ocasiones, es normal apreciar tan variada aberracion morfoldgica sobre: todo
por que ni la naturaleza por si misma es perfecta y en algunos casos las lesiones encontradas podrian representar
simplemente |a distribucién, cambio y adaptacién de estructuras a un determinado nived bioguimico o metabdlico,
sea este mayor o menor a los niveles b;.sales pero no necesariamente anommal lo aual tendria que comroborarse
con estudios posteriores.

Algunas de las lesiones o alteraciones ultraestructurales més severas observadas en las céhulas, ocasionadas por
fos efectos det farmaco experimental, son convenientes si ¢ sitio bianco fuera dnicamente una masa neoplisica,
pero desgradadamente aun no se cuenta con firmacos especifices para cada tipe de estipe o grupos celulares
neoplésicos.

A pesar del dafio téxico induddo por e farmaco, es posible proseguir con su aplicacién y régimen terapéutico en la
espede estudiada, o cal es sumamente importante @l ser un posible firmaco quimicterapéutico en varias
espedes. Es aun mejor la sobreviventia de un padente con posibles complicaciones tempranas o tardias por el
método de tratamiento que su muerte inminente, y mds cuando los resultados de este tratamiento nos dan como
resultado sobre tedo un mejor indice y calidad de sobrevida en pacientes con cancer.

A parecer la efectividad de algunos compuestos anticancerigenos, se ve favoredda por su alta Gtotoxicidad, a
pesar de lo anterior, la Casicipeina® Il es un medicamento con acdion ctotdxica menor a k de los antineoplisicos
convencionales y ha demastrado igual o mejor funcidn antineoptasica, por lo cual, cualquier dafie por muy ligero o
Severo que parezca o s posible complicadén posterior, debe de representar en estos rubros un riesgo importante
aunque no comparable con la posibilidad de prolongar la vida de cualquier espede que padezca esta terrible

enfermedad , sobre todo ta nuestra de la cual dependen muchas més.
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ANEXO 1. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPUES DE LA

ADMINISTRACION DE CASIOPEINA 11} VIA IP. GRUPO 1 (45 min)

ORGANO/DOSIS

Emaifg

10mgKg

12mofKg

Tumefaccidn,
degeneracién hidrépica

CEREERO

Edema +

(ORAZON

Congestion interstical -+

Congestion focal +

HIGADO

PULMON

RIKON

g ..+ -

{-)=5in afteracion
+=leve
++=Moderado
+++=Severo

ANEXO 2. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPUES DE LA

ADMINISTRACION DE CASIOPEINA il VA IP. GRUPO 2 (90 min)

~ ORGAND/DOSSS 6ma/g 8ma/Xg 10mgiq 12ma/Xq
BAZ0 Megacariocitosis + Congestion, - Megacariocitosis +
degeneracif hidropica
CEREBRO Edema perivascular + - -
CORRZON Degenaracién | Congestin perivascular Edema Degeneracin
sarcolérica + localizada+ sarcolérmica multfocal
++
HIGADO Tumefacciin, Degeneracién hidrépica | Ederna, congestién focd, Degenetacién hidrdpica
degeneracidn hidripica muttitocal + degeneracién hidropica
centrolobutiar + focalizada + iﬁperplasaa finfoide +
PULMON Neumonia instersticial Hiperplasia nfiode - Congestion +
++
RINON Tumefaccidn, inflamacion | Hiperplasia nfoide Congestian y sdema +
focal no determinada,
hiperplasia linfoide
(-)=5in alteracion
+=Leve
++=Moderado
+++=Severo
ESTA TESIS NO SALE
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ANEXO 3. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADQS EN LOS RATONES DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE CASIOPEINA Il VIA IP. GRUPO 3 (3h)

ORGANO/DOSIS 6mg/kg 8mafkg 10maskg 12ma/kq
BAZO - - m e T 2 Ty
CEREBRO Congestion focal Tumetaceién, edema
pervascular + difuso ++
CORAZON Edema intersticial difuso | Congestion epicdrdica + |  Congestidn multifocal Distension fibrilar,
++ ++ degeneracion
sarcolémica + edema
HIGADD Degeneracion hidrdpica | Degeneracién hidropica | Degeneracion hidropica | Degeneracién hidrépica
centrolobulilar + centrolobufillar difusa | centrofobufillar multifocal | centrolobuillar difusa
++ + ++
PULMON Retraccion bronguial Hiperplasia Enfoide Congestion + .
RINGN Infittracién finfocitaria - Hiperplasia bnfoide + | Netitis paracortical
aguda no diferenciada
(-}=Sin alteraddn

+=Leve
++=Moderado
+++=Severo

ANEXO 4. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPUES DE LA

ORGAND/DOSS

ADMINISTRACION DE CASIOPEINA 11t VIA IP. GRUPQ 4 (6h)

6mg/Kg Emg/Kg 10mg/ig 12mafg
BAZO - - Congestién + hemesiderosis,
Necrosis focal
CEREBRD -
CORAZON Degeneracion
sarcolémica +
HIGADO Degeneracion hidropica | Hiperplasha Enfoide
centrolobuiilar +
PULMON - - Congestion difusa++
RINON - -
(-)=Sin atteradén
+=leve
++=Moderado
+++=Severo
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ANEXO 5. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE CASIOPEINA 1l VIA IP. GRUPO 5 (12h)

ORGANO/DOSIS EmgiKg 8ma/kg 10ma/Xg 12mgfkg
BAZO Congestidn focal + - Hemosiderosts, Congestion muftifocal +
congestion +
CEREBRO Congestion perivascular Tumetaccion ++- Tumefaccién ++
-+
CORAZON Congestién epicardica -+ Degeneracin Congestion difusa-+ Congestién difusa +
sarcolémica + degeneracitn
sarcoidmica
HiGADO Hiperplasia finfoide | Degeneracion hidropica | Degeneracidn hidropica | Degeneracin hidropica
centrolobulilar + muttifocal difusa ++
PULMON - Congestion + - N
RIRON - Degeneracion hidropica | Degeneracién hidnipica Congestion ++
de tiibulos contomeados | de bibulos proimales y | hipenasia infoide
proximales y distaies + distales ++
{-)=5in alteraddn
+=leve
++=Moderado
+++=Severo

ANEXO 6. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE CASIOPEINA Il VIA [P. GRUPO 6 (24h)

ORGANO/DOSTS Sma’kg 8mg/ig 10mg/¥g 12mg /g ]
BAZO - hemosidentsis hemosiderosis Atrofia finfiode
megacaniocitesis +
hemaosiderosis +
CEREBRO Tumefaccion + - Edema perivascular +
CORAZON - Congestion y edema Degeneracién Tumetaccion,
mukifocal ++ sarcolémica, congestion degenaracién
epicardica + sarcoiémica +
HiGADO Necrosis coagulativa | Congestién dfusa + | Hiperplasia finfoide + | Degeneracion hidrépica
focal + centralobuliflar ++
Degeneracion hidropica Congestion +
centrolobulifiar ++
PULMON - Edema dituso + Edema difuso Neumonia insterticial
tumefaccida +
RINON Hemosiderosis Congestién paracortical | Congestidn difusa+ | Edema insterticial +
+
(-)=Sin alteradén
+=Leve
++=Moderado
+++=Severo
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ANEXO 7. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE CASIOPEINA 1li VIA 1P, GRUPO 7 (48h)

GRGAND/DOSIS 6mg/Xg 8mgfg 10mgrKg 12mafk
BAZO Congestion + Congestion ++ Congestion ++ -
megacaniociiosis megacanocitosis
CEREBRO Tumefaccibn + Congestion localizada + Tumefaccién + Tumetaccion +
CORAZON - Congestién difusa + i Congestion pericardica
sarcolémica + +
HIGADO - Degeneracion hidropica | Degeneracidn hidrépica |  Hiperplasia Enfoide +
controlobulibar + controlobulilar +
PULMON - - Edema intersticial + | _Edema mtersticial +
RIRON - Degeneracién hidropica | Congestin paracortical | Degeneracién hidrépica
+ + +
(-)=Sin alteracién
+=leve
++=Moderado
+++=Severo

ANEXO 8. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE CASIOPEINA (Il VIA IP. GRUPO 8 (72h)

ORGAND/DCSIS £mg/Kg 8mg/Kg 10ma/Ky 12ma/Kg_
BAZO Megacariocitosis ++ Megacariocitosis + Megacariocitosis + | Edema y congestion ++
hemosiderosis + congestion megacariocitosis ++
CEREBRO - Turnetaccion multifocal | Edema perivaseular + Tumefaccion,
+ cromatolisis
CORAZON Degeneracion Degeneracién - Degeneracion
sarcolémica + sarcolémica multifocal sarcolémica multifocal
) ++ ++
HIGADOD Tumefaccion y Tumefaccion y Tumefacein y Edema intersticial
degeneracion hidropica | degeneracion hidripica | degeneracion hidrbpica Tumetaccién y
centrolobuliar + centrolobuliflar + centrolobulifar + degeneracion hidripica
centrolobulifar +
PULMON Edema ntersticial - Hiperplasia linfiode -
RINON - Degeneracén hidropica | Degeneracion hidropica | Congestibn paracortical
focal + de Wibulos contorneadas ++
+

(-}=S5in akeracitn
+=Leve
++=Moderado
+++=Severo
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ANEXO 9. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE CASIOPEINA Hil VIA IP. GRUPO 9 (96h)

ORGANO/DOSIS

Emg/ig Smg/Kg 10mg/Kg 12mg/g
8AZ0 Megacariocitosis ++ Megacariocitosis Megacariocitosis, Tumefaccion congestién
hemosiderosis Congestién + congestion + ++
CEREBRO Edema perivascular - Congestién perivascular | Congestion perivascular
+ +
CORAZON Degeneracidn Degeneracion Congestion epicardica +
HiGADD Degeneracion hidropica Edema diuso + Edemainterstical | Degeneracion hidropica
centrolobuiillar + Infarto localizado rultifocal + centrolobulifar ++
PULMON - Edema intersticial Hiperplasia knfoide -
RIRON Hiperplasia infoide - Tumefaccin y
degeneracion
| paracorical +
{-)=Sin alteracién
+=Leve
++=Moderado
+++=Severo

ANEXO 10. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPUES DE LA

ADMINISTRACION DE CASIOPEINA 111 ViA IP. GRUPO CONTROL

ORGAND/DOSE

Raton 1

Ratén 2

BAZD

Ratdn 3

Ratén 4

CEREBRO

CORAZON

HIGADO

Edema infersticial +

PULMON

RINON

Congestidn

{-)=Sin alteracién
+=Leve
++=Moderado
+4++=Severo
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1)

ANEXOS 11-25.
FRECUENCIAS DE LAS LESIONES MICROSCOPICAS MAS SIGNIFICATIVAS OBSERVADAS DESPUES DE LA ADMINISTRACION
INTRAPERITONEAL DE CASIOPEINA® It EN RATONES.

BAZO CONGESTION DIFUSA

Tiempo | 45 o0 3hr 6hr t2he ' 24hr } 48hr 1 72hr ! 96hr | Control | Total

[ + + + + - 4

8mg + ++ + - 3

10mag + + + ++ + + - 3

12mg. ++ + ++ + - 4 7]
12)
BAZO HEMOSIDEROSIS

Tiempo | 45 o0 3hr 6hr 12hr | 24hr 48hr 1 T2hr 9chr | Control | Tofd

6mg + + + - 3

8mg + - 1

10mg + - 1

12mmg + + - 2 7 |
13)
BAZO PRESENCIA DE ABUNDANTES MEGACARIOCITOS

Tempo | 45 90’ 3hr Ghr 12hr 24hr 48hr | 72hr 96hr | Control | Total

6mg + + - 2

8mg + + + + + - 5

10mg + + + ++ - 4

12mg + - 1 12 ]
14)
CORAZON DEGENERACION HIDROPICA (DEGENERACKON SARCOLEMICA)
Tiempo | 45 o0’ 3hr chr 12hr | 24hr 48hr ;| T2hr 96hr | Control | Totd

6mg + + - 2

8ma + - 1

10mg + + + - 3

12mg + + + + - 4 (10|
15)
CORAZON CONGESTION DEL EPICARDIO Y MIOCARDIO
Tiempo | 45 90’ 3hr ghr | 12hr | 24hr | 484 | 72hr | 96hr | Control [ Totd

6mg + + + + + - 5

8mg + + + + + + - 6

10mg ++ + - 2

12mg ++ + + - 3 6 |




16)

CORAZON  EDEMA

Tiempe | 45 o 3hr shr 12hr | 24hr | d48hr | 72hr | 96hr | Contol | Tota |

6mg + - i

8ma + !

10mg + . 1

12mg + - 1 4]
17)

RINGN CONGESTION PARACORTICAL

Tiempo | 45 9¢' Zhr &hr 12hr | 24hr | 48hr ; 72hr | 96hr | Contol | Totd

omg - -

8mg + - i

10mg + + + - 3

t2mg |+ + + + ++ + - 3 10|
18

RiRON DEGENERACION HIDROPICA (PARACORTICAL)

Tempo | 45 ' 3hr &hr 12hr 24hr 48hr | 72hr 95hr | Control | Totad

6mg + + + - 3

8ma + + + 3

10mg + - 1

12myg - - 7]
193

RINON HIPERPLASIA LINFOIDE

Tempo | 45 20 3 ghr | 12hr | 2dhr | 48hr | 72hr | 96hr | Control | Tota!

6mg - -

8my + + - 2

10mg + + - 2

12mg + + + 3 7 |
20)

PULMON CONGESTION

Terpo | 45 ED Bhr 12hr | 24hr | 48h | 72hr | 96hr | Control | Totdl

émg - N

8mg _ + - L

10mg + - 1

i2mg + + - 2 4
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21)

PULMON EDEMA INTERTICIAL (SEPTAL)
Tiempo | 45 £l hr 6hr 12hr | 24hr | 48hr | 72hr | 9%hr | Contrel ; Totd
+ + 2
+ P+ 2
10mg + + + 3
12mg + + F) 9 |
22)
PULMON HIPERPLASIA LINFOIDE
Tiempo | 45 S Bhr 12he U 24hr | 48h T 724 [ 96hr | Control | Totad
6mg -
8mg + + 2
10mg + 1
12my + 1 4 |
23)
HIGADD DEGENERACION HIDROPICA CENTROLOBULILLAR
Temoo | 45° ol 3hr ghr | 12he ] 240 T a8hr [ 72hc T 96hr | Comtrol | Total
6 + . + + + + - 5
+ + + + + + - 6
10mg + + + + + - 5
tZmg ¥ + + + + * : 6 2 ]
24)
HIGADD HIPERPLASIA LINFOIDE
Tiempo | 45° o' hr hr 12hr | 24hr T 4shr T 726 | 96hr | Contred ! Totol
+ i - 1
8mg 3 - -
10mg + + - 2
12mg + + - 2 5|
25)
HIGADO CONGESTION
Tempo | 4% o’ hr chr 12hr 24hr | 48hr | 72hr S6hr | Controf | Totd
bmg - -
Bmq + + - 2
10mg_| + | - 1
12mg T - - 3]
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ANEX0S 26-43. COMPORTAMIENTO ESTADISTICO DE LAS PRINCIPALES LESIONES MICROSCOPICAS

26)
FRECUENCIAS PRINCIPALES DE LESIONES MICROSCOPICAS
Dststiempo | Organo | Principales lesiones | 457 | 90° | 3hr | 6hr | 12hr | 24hr | 48hr | 72hr | 96hr | Control | Total
emg bazo Congestion difusa | * * * * 4a
&mg/kg bazo Congestion dfusa
- * * k]
10mg/kg bazo Congestion difusa | * . '
» * L]
12mg/kg bazo Congestion diusa
» L] - L4 4a
211 1 1 3 4] 3 3 3 ¢ 17
Valores con dilerente Reral son estadisticamente significativos (p<0.05)
27
FRECUENCAS PRINCIPALES DE LESIONES MICROSCOPKCAS I
Dosts tiempo drgano Principales Jesiones |45 | 90" | 3hr | 6hr | 12hr | 24hr | 48hr | 72hr | 96hr |Control| Total
6myg bazo hemasiderosis . - * 3a
]
8mg/kg bazo hemosiderosis 1
* fa_;
10mgykg bazo hemesiderosis '
* 1a '
12mgikg bazo hemasiderosis |
* * 2a |
olofolil 1l zjol 11207,
Valores con diferente lteral son estaditicamente significativas (p<0.05)
28)
FRECUENCIAS PRINCIPALES DE LESIONES MICROSCOPICAS
Dosistiernpo drgano Principales fesiones | 45'| 90° | 3hr { 6hr | 12hr | 24hr | 48hr | 72br | 96hr [Control| Total
émg bazo Precencia de . * 2a
abundantes
megacariocitos
&mg/kg bazo Precenda de
abundantes
megacariocitos * - * * * Sa
10ma/kg bazo Precencia de
abundantes
megacaniocitos * * * * 4a
12ma/kg baze Precencia de
abundantes
megacariocitos * la
glz{1lo04i 0 1 2 3 3 0 12

Vakares con diferents iteral son estaditicamente significativos (p<0.05)
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FRECUENCIAS PRINCIPALES DF LESIONES MICROSCOPICAS
Dosistiempo!  organo | Principales lesiones | 45° | 90" [ 3hr | 6hr | 120r | 24hr | 48hr { 72hr | 96hr {Controly Total
6mg corazén * ' 2a
hidrépica
Bmg/kg corazén degeneracion
hidrépica * l1a
10mo/kg corazbn degeneracion
mdmpxz . . .
12ma/kg corazdn degeneracion
I’udroplca - s . . 4a
t{1]1]o0] 2 2 1 0 2 0 10
Valores con dirente iteral son estadiSticamente signifcatives (p<0.05)
30)
FRECUENCIAS PRINCIPALES DE { ESIONES MICROSCOPICAS
Dosisftiempo| érgano | Principales lesiones | 45’ [ 90" | 3hr | 6hr { 12hr | 24hr | 48hr | 72hr | 96hr JControl} Total
6mg corazin congestion del
eplcafd:o - L] L] * L] 53
8mafkg corazon congestion del
epicardio .. . = . .
10mg/kg | corazén congestitn del
epleardio M * Za
12mgfkg | corazén congestion del
mb * L] * 3;
2112410 3 2 2 3 1 0 16
Valores con aiferente liteca! son eadisticamenta significatives (p<0.05)
31)
FRECUENCIAS PRINCIPALES DE LESIONES MICROSCOPICAS
Dosisftiempo|  érganc | Principales lesiones | 45 | 90" | 3hr | 6w | 12hr | 24hr | 48hr | 72hr | 96hr | Control | Total
6mg corazén edema * 1a
Emg/kg corazén edema * 1a
10mg/kg | corazbn edema * 1a
12mg/kg | corazdn edema * 1a
gj1]12j01 0 1 0 0 0 0 4

Valores con dieramte fteral son estadsticamente signicativos (p<0.05)
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32)

FRECUENDIAS PRINGIPALES DE LESIONES MICROSCOPICAS
Dosistiempo]  érgano | Principales lesiones { 45' | 90° | 3hr | 6hr [ 12hr | 24hr | 48hr | 72hr | 96hr | Control | Total
6mg rifién congestién 0a
8mg/kg rifién conqestién . i2
10my/kg rifién congestion . . . 3a
12mafkg rifon congestién . | . * « N . &b
1 1j1olo 1 3 i 1 2 0 10
Valores con dilerente teral son estadisticamente significativos {p<0.05}
33)
FRECUENCIAS PRINCIPALES DE LESIONES MICROSCOPICAS
Dosisftiempo!  organo | Principades lesiones | 457§ 90" | 3hr | 6hr | 12hr | 24hr | 48hr | 72hr | 96hr | Controt | Total
bmg rifion deg. Hidropica . . 4. 3a
8mg/kg riin deg. Hidrépica . - | . 3
10mafg | agn deg. Hidripkca . 1
| 12mghe | idn deq. Hidropka 0a
| 0jo0o]0]0 2 0 2 2 1 Q 7
Valores con diferente Beral son estad&ticamente significativos (p<0.05)
34)
FRECUENCIAS PRINCIPALES DE LESIONES MICROSCOPICAS
Dosisftiempo| organo | Principales lesiones [ 457 | 90" | 3hr | 6hr | t2hr | 24hr | 48hr § 72hr | 96hr | Control | Total
bmg ritén | hiperplasia finfoide 0a
8mgkg | rion | hiperplasia Linfoide . . 2a
10mg/kg rifion | hiperplasia Linfoide . . 2a
12mgfkg | riion | hiperplasia Linfoide . . . 3
2 1 1 1 0 0 1 1 0 7
Valores con diferente iteral son estaditicamente signifcativos {p<0.05}
35
FRECUENCIAS PRINCIPALES DE LESIONES MiCROSCOPICAS
Dosistiempo| drgano | Principales lesiones | 45° [ 90° | 3hr [ 6hr | 12hr | 24hr | 48hr | 72hr | S6hr |Control| Total
6mg pulmén congestion Oa
8my/kg pulmdn congestion " 1a
10mg/kg putmén congestién . la
12mg/kg puimin congestidn . * 2a
0l 1 1 1 0 0 0 0 0 4

Valores con dilerente literal son estaditicamente significatives (p<0.05)
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36)

FRECUENCIAS PRINCIPALES DE LESIONES MICROSCOPICAS
Dosisftiempo|  6rgano | Principales lesiones | 45' | 90" | 3hr [ 6hr | 12hr | 24br | 48hr | 72hr | 96 {Control| Total
émg puimén edema . ’ 2a
8mghg | nyimén edema . ta
10mghg | puimén edema i . ES]
12mgfg | pulmén edema ¢ . 2a
gj1lojojo (3 ]2 i i o | 8
Valores con diferente Reral son estadisticamente signficatives (p<0.05)
7)
FRECUENCIAS PRINCIPALES DE LESIONES MICROSCOPICAS
Oosisftiempo|  érgano | Principales lesiones | 45 190° | 3hr | 6hr | #2he | 24hr T 48hr | 72hr | 96hr [Control] Total
bmg pulmén | hiper. Linfoide 0a
Bmoka | outmen hiper. Linfoide | 2a
10mg/kg | puimén | hiper. Linfoide . 1a
12mg/kg | puimén | tiper. Linfoide : la
c|l1]1]otlo | oo 1 1 ] o] 4
Valores con diferente lteral son estadisticamente sigrificatives (p<0.05)
38)
FRECUENCIAS PRINCIPALES DE LESIONES MICROSCOPICAS
Dosisftiempo|  érganc | Principales lesiones | 45' | 90' | 3hr | 6hr | 12hr | 24hr | 48hr | 72hr [ 96hr [Control| Total
6mg higado deg Hma = . . - - Sa
8mgfkg higado deq. Hidripica il I * . . 6a
1omghg | o deg, Hidrépica N T . . %a
12mofg | tigado | deg. Hidrépica B i il ga
0l314{2) 22211413 ]|0]e
Vakores con clferente literal son estadbticamente sigrficatives (p<0.05)
39
FRECUENCIAS PRINGPALES DE LESIONES MICROSCOPICAS
Dosistiempo{ érgano | Principales lesiones | 45° | 90° { 3hr | 6hr | 12hr | 24hr | 48hr | 72hr | 96hr [Control| Total
6mg higado | _hiperp. Linfoide . la
&mg/kg higado hiperp. Linfoide 0a
10mg/kg higado hiperp, Linfoide * 1a
12mg/kg higado hiperp. Linfoide . . 2a
olololt |1 1 t Loilolo] 4

Valores con diferente fteral son estadSticamente significativos {p<0.05)




40)

FRECUENCIAS PRINCIPALES DE LESIONES MICROSCOPICAS
Dosisiempo)!  drgano | Principales leciones § 45" ( 907 | 3hr | 6hr | 12hr | 24hr | 48hr | 72hr | 96hr [Control) Total
bing higado congestién 0a
S99 | higado | conaestion | ° . 2a
10mgfkg higado congestién * la
2mghg higado congestion 0a
1111010 0 1 ¢ 0 0 0 3
Vadores con diferente lieral son estackticamente significativas (p<0.03)
41)
FRECUENCIAS PRINCIPALES DE LESIONES MICROSCOPICAS ]
Dosisftiempo| 6rgano | Principates fesiones | 45° 1 90" ! 3hr | 6hr | 12hr § 24hr | 48hr | 72hr | 95hr | Control | Total
bmg cerebro congestion Oa
Smg/kg Cerebro congestidn - . = Za
10mg/kg Cerebro congestién * * 2a
12mg/kg Cerebro congestion Oa
Q|0 110 1 0 1 0 2 0 5
Valores con dirente literal son estadisticamente significatios (p<0.05)
42)
FRECUENQAS PRINCIPALES DE LESIONES MICROSCOPICAS
Dosistiempo|  drgano | Principales lesiones | 45" | 90" [ 3hr | 6hr | 12hr | 24hr | 48k | 72hr [ 96hr | Control | Total
émg cerebro edema . : 2
mahg | cerebro ederma . : 2
10mg/kg cerebro edema * * 2a
127973 | cerebro edema AN 42
1121211 0 2 [¢] 1 1 0 10

Valores con diferente lteral son estadticamente significativos (p<0.05)

43)
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FRECUENCIAS PRINCPALES DE LESIONES MICROSCOPICAS
Dosisftiempo| drgano | Principales lesiones | 45° | 90* | 3hr | 6hw | 12hr | 24hr | 48hr | 72hr | 96hr | Controk| Total
6mg cerebro tumetaccion » - 2a
8mg/kg Cerebro tumefaccion . - 2a
10mg/g Cerebro tumefaccion * . . 3a
12mghg cerebro tumefaccidn . * 2a
0foj]1]60 2 0 3 3 0 0 9

Valores con diferente lteral son estadisticamente signifcativos (p<0.05)
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ANEXO 44. LESIONES ULTRAMICROSCOPICAS OBSERVADAS EN LOS RATONES DESPUES
DE LA ADMINISTRACIGN DE CASIOPEINA® 1l ViA 1P
GRUPO 1 (45 min)

ESTRUCTURAS / DCSIS emg/kg Smg/Kg 10mg/Kg 12mo/tg
MENBRANAS
NUCLEC Hipercromatosis+
Fragmentacién de
heterocromatina+{R){C
0)(B){P}(Ce}{H)
NUCLEOLO
MITOCONDRIA Diatacion de Gigantismo-+{Co),
crestas+{R) (R)(B)
RETICULO Pérdicta de la agregacién
ENDOPLASMICO ribosomica+(R)
APARATO DE GOLG! Y
AIBGSOMAS
VACUOLAS
LISOSOMAS
INCLUCIONES TDe lipidos Me hemosiderina-+(B)
intracitoplasméticos+(H
OTROS [
{-)="5in alteracién
+=Leve
++=Moderado
+++=5evero

ORGmso AL QUE PERTENECE LA CELULA AFECTADA: (B) BAZO, (Ce) CEREBRO, (Co) CORAZON, (H) HIGADO, (R)RINGN Y (P)
PULMON.
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ANEXO 45. LESIONES ULTRAMICROSCOPICAS OBSERVADAS EN LOS RATONES DESPUES
DE LA ADMINISTRACION DE CASIOPEINA® Il ViA IP
GRUPO 2 (90 min)

ESTRLCTURAS / DOSIS Emg/Kg 8mg/Kg 10mgKg 12mag/Kg
MEMBRANAS
NCLEO Picndsis+ Hipercromatosis+
(RHCoMBHP)Ce)(H)
NUCLEOLO
MITOCONORLA Ggantismo+(Co), (R), | Ggantisma-+{Co), (R), Dilatacion de
{B). {8} crestas+(R)
RETICULO Proliferacicn y dilatacién | Perdida de la agregacion
ENDOPLASMICO de cistemas de ribosimiva(R)
APARATO DE GOLG Y RER.+(Co).{ H)
RIBOSOMAS
VACUOLAS
LISOSOMAS
INCLUCIONES TDe lipidos 4 De hemosiderina-+{8) | “MDe hemasiderina+(B)
intracitoplssmaticas +(H
OTROS Distorsion de bandas Distorsién de bandas
Z2+{Co) Z+(Co]
{-}=5in alteracién
+=leve
++=Moderado
+++=Severo
éumgo AL QUE PERTENECE LA CELULA AFECTADA: (B) BAZO, (Ce) CEREBRO, {Co) CORAZON, (H) HIGADO, (R)RINGN ¥ (P)
PULMON.




ANEXO 46. LESIONES ULTRAMICROSCOPICAS OBSERVADAS EN LOS RATONES DESPUES

GRUPO 3 (3h)

DE LA ADMINISTRACION DE CASIOPEINA® Ili VIA IP

ESTRUCTURAS / DOSIS émg/Kg 8mg/¥g 10mg/¥g 12mg/Xg
MEMBRANAS "My distordn celularde ;| Engrosamiento dela | Ay distorcidn celular de
megacariocitos+ mem. Basal+(R)(P) megacariocitos+
Desmielinizacion+{Ce)
NUCLEG Apoptosis+{R) (Co)(P){ | Hipercromatosis
H) +Picndsis+
(RNCoMBHP)C)(H)
NUCLEOLO
MITOCONDRIA Dilatacion de Gigantismo+{Co), (R),
crestas+(R) (B).
Ggantismo-+(Co), (R},
(8).
RETICULO Proliferacidn y diatacin Proliferacién y diatacion | Pérdida de agregacidn
ENDOPLASMICO de cisternas de de cisternas de ribosdmica+(R)
APARATO DE GOLGI Y RER.+{Co).[ H) RER.+{Co),{ H)
RIBOSOMAS
VACUOLAS
LISOSOMAS
INCLUSIONES ' De lipidos T De pides
intracitoplasmaticos+(H intracitoplasmaticos+(H
OTROS Abundantes filamentos Edema Edema ntersticial+
intermeios-+{Co) (P)(R) perivascular-+(Ce) (R(H){Ce){P}Ce)
Distorsidn de bandas
Z+{Co)
{-}=Sin alteracién
+=Leve
+-+=Moderado

+++=5evero

(ORGANO AL QUE PERTENECE LA CELULA AFECTADA: (B) BAZO, (Ce) CEREBRO, (Co) CORAZON, (H) HIGADO, (R)RINON ¥ (P)

PULMON.
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ANEXO 47, LESIONES ULTRAMICROSCOPICAS OBSERVADAS EN LOS RATONES DESPUES

GRUPO 4 (6h)

DE LA ADMINISTRACION DE CASIOPEINA® IIi ViA IP

ESTRUCTURAS / DOSIS emgfg 8mg/ig 10mg/Kg _12mafg
MEMBRANAS Perdida de microvillien | Engrosamientodela | /Py distorsion celubar de Pérdida de
Tdbulos renales mem, Basal+{R)(P} | megacariocitos+(B) podocitos+(R)
Ay distorcidn celular de
megacariocitos+H(B)
NUCLEQ Identacion y Hipercromatosis+
muttiformas{P}(H}{B) wﬂsis‘f(ﬁ)(fﬂl(ﬂ(
NUCLEQLO Nucheolos
prominentes(R)(B}
MITOCONDRIA Ggantismo+{Co), (R), | Ggantismo+{Co), (R), | Ggantismo++(Co), (R), Diatacion de
{BY. (B} (8). crestas+{RY
RETICULO Perdida de agregacién | Pérdida de agregacidn | Proiferacion y diatacién
ENDOPLASMICO ribosomica(R}+ ribosdmica(R)+ de cisternas de
APARATO DE GOLGI ¥ RER.+{Co),{ H)
RIBOSOMAS
VACLIOLAS
LISOSOMAS
{NCLUCIONES 1 De tipidos 4 De hemosiderina+{B) 1 De lipdos
intracitoplasmaticos+(H intracitoplasmatices +(H
QTROS bdema Edema Edema intersticial++ Edema mtersticial++
pervascular+(Ce) | pervascular+(Ce) | RIHICIPYG) | (RHHCE)P)(Co)
Distorsién de discos Distorsién de bandas
intercatares+{Co) Z+{Co) Edema
perivascular+(Ce)
{-)=Sin ateracién
+=Leve
++=Moderado
+++=Severo

ORGANO AL QUE PERTENECE LA CELULA AFECTADA: (B) BAZO, (Ce} CEREBRO, {Co) CORAZON, (H) HIGADO, (RJRIRGN ¥ (P)

PULMON,




ANEXO 48. LESIONES ULTRAMICROSCOPICAS OBSERVADAS EN LOS RATONES DESPUES

DE LA ADMINISTRACION DE CASIOPEINA® I11 ViA IP

GRUPO 5 (12h)

ESTRUCTURAS / DOSIS 6ma/Kg 8ma/Xg 10ma/kg _12mgfKg
MEMBRANAS Ay distorcién celular de | Linfocites indentados+ | Engrosamiento de la
megacariocitos+(B) Engrosamiento de la mem.Basad+(R) (P)
linfocites indentados+ | mem. Basal+{R}{P) Pérdida de
Desmiefinizacién+{Ce) | Desmieinizacién+{Ce} | podocitos+(R) Py
Perdida de microvillien | Precipitacion de cobre | distorcion celular de
Tiibules renales en mem. de neuronas+ | megacariocitos+(B)
Desmiefinizacidn+{Ce}
NOCLEC Hipercromatosis+ Hipercromatosis++ | Picnésis+
identacony | (RICO)B)(PHCe)(H)
muttiformas(P)(H)(B) | Fragmentacién de
heterocromeatina+{R) (C
o}(B)(P)(Ce)H)
apoptasis +R}{Co)(P)(
H) Wentacion y
muttiformas(P)(H}{B}
NUCLEOLO Nucleolos Nudleolos
prominentes+(R) (B} prominentes+{Ri(B)
MITOCONDRIA Ggantsma-+-+{Co), (R), Dilatacién de Dilatacién de
{8). crestas++(R) crestas++{R}
Gigantismo=+-+(Co), (R}, | Gigantismo+-+(Co), (R),
, (B) _B)
RETICLLO Proliferacion y dilatacion | Perdida de agregacion | Dilatacién de cistemas | Pérdida de agragacioGn
ENDOPLASMICO de cisternas de ribosérmica(R)++ en RE+{H) ribasomica(R)+
APARATO DE GOLGI Y RER.+(Co).( H) Proliferacion y diatacion
RIBOSOMAS de cisternas de
RER.+{Co),{ H)
VACUOLAS
LISOSOMAS
INCLUCIONES 1De lipidos TDe fipidos Afibrina(P) T De fipidos De
intracitoptasmaticos+(H | intracitoplasmaticos+(H | intracitoplasmaticas+{H | hemosiderina++(B)
OTROS Edema intersticial+ Edema intersticial+ Abundantes filamentos Tde céhubas
(R{H) {Ce)(P}{Co} (R)(HNCe)(P)Co} | intermedios+{Cop{P)(R) | mesangiales+(R)
Distorsion de bandas Distorsibn de Edema Ederma intersticial++
7+(Co) bandas-++ Z{Co) perivascutar+(Ce) (RY(H) (Ce}(PY(Co)
Edema Dilatacion de sinisoides
perivascular+{Ce) hepaticos
Distorsién de discos
intercalares+{Co}
{-}=5in alteracidn
+=leve
++=Moderado
+-++=Severo
éamgo AL QUE PERTENECE LA CELULA AFECTADA: (B) BAZO, {Ce) CEREBRO, (Co) CORAZON, (H) HIGADO, (R)RIFON Y (P)
PULMON.




ANEXO 49. LESIONES ULTRAMICROSCOPICAS OBSERVADAS EN LOS RATONES DESPUES

DE LA ADMINISTRACION DE CASIOPEINA® Il ViA IP
GRUPO 6 (24h)

ESTRUCTURAS / DOSIS 6ingfKg 8mg/Kg 10mg/Kg 12ma/Xg
MEMBRANAS __ | finfocitos indentados+ | /Py distorsién celular |  Engrosamiento de la Pérdida de
de megacariocitos+(B | mem. Basal++(R)(P) podocitos+(R)
Desmiefinizacion+(Ce) | “My distorcion celular de |  Engrosamiento de la
Precipitacién de cobre | megacaricitos+(B) mem. Basal+{R){P}
en mem. de neuronas+ Precipitacion de cobre
en mem. de neunonas-+
RUCLED Hipercromatosis+ Picndsis+ Apoptosis +(R) {Co} (P){
(RMCo){(B)P)(Ce)(H) | H) Fragmentacion de
Hipercromatosis+ heterocromatina-+(R){C
o) (B)(P}Ce)(H)
NUCLEOLO Nudeolos Nudleolos
prominentes(R)(B) prominentes+{R){B)
Identacion y
muttiformas(P)(H)(B)
MITOCONDRIA Gganlismo++(Co], | Gigantismo++{Co). | Gaantismo++(Co) Gigantismo-++HCo)
(RI(E) (RIB) (R)(B)Dietacionde. | (R)(B)Diatacion de
crestas++(R) crestas(R)
RETICULO Didatacion de cistemas Hiperplasia de Pérdida de agregacion | Perdida de agregacion
ENDOPLASMICD en RE+(H) golgi+{H) Proliferacion | ribosémica+(R) rbosémica++(R)
APARATO DE GOLGI Y y diatacién de Dilatacion de cisternas en | Dilatacién de dstemas
RIBOSOMAS cistemas de RE+(H) en RE+(H)
RER.+{Co).{ H)
VACUOLAS Ggantismo+{Co) (R)(B) | Ggantismo++{Co), | Gigantismo++(Co)
LISOSOMAS (R)B) {R){B)
INCLUCIONES T De tipides T De lipidos De Pérdida de
intracitoplasmaticos+(H | intracitopkismaticos+{ | hemosiderina++(B) sulfactante+{P)
H Tdel
coldgeno+(R)(P}{Co)
QTROS + Dilatacidn de A de céfulas Abundantes filamentos de células
siniscides hepaticos mesangiales+(R) intermedios+(Co} mesangiales+(H)
Distorsin de discos | Edema intersticial++ (P}(R) Edema Edema intersticial++
intercalores+(Co) | (R)(H){Ce) (P)(Co) intersticial++ (R)(H)(Ce){P}(Co)
{(R)(H)(Ce}(P){Co) Distorsion de bandas
Edema perivascular+{Ce) 2++{Co}
(-}=Sin alteracién
+=|eve
++=Moderado

+++=Severo
ORGANO AL QUE PERTENECE LA CELULA AFECTADA: (B) BAZO, (Ce) CEREBRO, {Ca) CORAZON, (H) HIGADO, (RJRINON Y (P)

PULMON.
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ANEXO 50. LESIONES ULTRAMICROSCOPICAS OBSERVADAS EN LOS RATONES DESPUES
DE LA ADMINISTRACION DE CASIOPEINA® 11l ViA IP

GRUPO 7 (48h)

ESTRUCTURAS / DOSIS 6ma/kg 8mg/kg 10mag/Kg 12mgfKg
MEMBRANAS Linfocitos indentados+ Pérdida de Engrosamiento de la
complejos de unién podocitas++(R) mem, Basal++(R)(P)
alterades+(Co) (P) Engrosamiento de la Pérdida de
Desmielinizacién+(Ce | mem. Basal++(R}(P) | podocitos++(R} Py
Ay distorcion celular de | distorcidn celular de
megacariocitos+(B) megacariocitas+(B)
Desmielinizacién+(Ce) | Precipitacion de cobre
Perdida de microvillien | en mem. de neuronas+
Tibulos renales complejos de unidn
alterados++{Co)(F)
Desmielinizacion+(Ce)
NOCLEQ Hipercromatosis-+ Picndsis+ Apaptosis+{RY(Co}(P)(
Pindsis+ (RI(CO)BNP)(Ce)(H) | H) dentaciony
(RHCONB)PHCe)H) | Hipercromatosis+ | muliformas(P)(H)(8)
Identacion y
multiformeas (P){H}(B)
NUCLEOLO Nudleolos Nudeolos
prommentes+(R}(B) prominentes+{R) (B}
MITOCONDRIA Gigantismo + +(Co) Gigantismo++(Co) Gyantismo++{(0)
_ (R){B) (R}(E) {R(B)
RETICULO Ditatacién de cistemas | Pérdida de agregacion | Perdida de agregacidn | Pertida de agregacidn
ENDOPLASMICD en RE-+(H) rbosémica+(R) (Co)(H) ribosérmica-++ ribosérméca++{R)
APARATO DE GOLG Y {R)(Co){H) Hiperplasia | (Co)({H) Hiperpiasia de
RIBOSOMAS de golgi+{H} golgi+{H} Proiiferacién
y diatacidn de cistemas
de RER.+{Co).( H)
VACUOLAS Gigantsma++{Co) | Ggantismo++(Co)
LISOSOMAS {RY(B) {R){(B)
INCLUSIONES 7 De kpidos De hemosiderina+(B) De ADe
intracitoplasmaticos+(H Ndel hemosiderina+-+{B) hemasiderina-+-+{B)
colageno-+{R)(P){Co TDe lipides AMibrina(P) Pérdida de
intracitoplasmaticos+(H | suliadiante+(F)
OTROS Edema intersticial+ e céulas e células Pérdida de fibras
{R)(H){Ce) (P){Co) mesangidles+(R) mesangiales++(R) elisticas+{P} Edema
Engrosamiento del Edema mtersticial+ Distorsion de bandas intersticial++
endoteio (RI(HICE)P)(Co)) 2++Co) (RIH)(Ce)(P){Co)
vascular+(R){B){F) Engrosamiento del Distorsion de bandas
endotelio Z+(Co)
vascular+(R){B)(P) Edema
perivascular+(Ce)
(-)=5in alteracion
+=Leve
++=Moderado

+++=Severo

GRGANC AL QUE PERTENECE LA CELULA AFECYADA: (B) BAZO, (Ce) CEREBRO, (Ca) CORAZON, (H) HIGADO, (RJRIRON ¥ (P)

PULMON.




ANEXOS 54-. COMPORTAMIENTD ESTADISTICO DE LAS PRINCIPALES LESIONES ULTRAMICROSCOPICAS OBSERVADAS.

54
FRECUENCIAS PRINGIPALES DE LESIONES ULTRAMICROSCOPICAS
Dosistiempo Organelo o 45" | 90" | 3hr | Ghr | 12hr | 24hr | 48hr | 72hr | 96hr |Control} Total
lestructura subcelular]
afectada
6mg membranas - * * . 4a
Smg!kg merbtanas . » * ) * . . 7a
10mafkg membranas - [ . v + . - 7a
12mghg membranas * . * . . v s 2
total o [+ {3 ] a1 343440 ]e
Yalores con difrente Beral son estadSteanents sigiicatios (p<005)
55)
FRECUENCIAS PRINCIPALES DE LESIONES ULTRAMICROSCOPICAS
Dosis tiempo Organelo o 45" | 90 3hr | 6hr | 12hr | 24he | 4Bhr | 72hr | 96hr |Control| Totd
estnctura subcehlar]
aleciada
emg nudeo - 1a
Bmg/flg nucleo - * . . 42
10mg/kg nucleo * . e * . . d * 8b
!Zﬂ'gfkg nudeo L] - L] * » * - 7b
2 0 2 2 3 3 3 3 2 0 20
Vakores con diferente literal son estadisticamente skmificativas (p<0.05)
56}
FRECUENQIAS PRINCIPALES DE LESIONES ULTRAMICROSCOPICAS
Dosis Aiempo Organeio o 45" | 9O shr | 6hr | 12hr | 24hr { 48hr { 72hr | 96hr |Controlj Total
lestructura subceluian
afectada
6mg nudedlo * 1a
8malky nucleclo * * 2a
10mg/kg nucleoio * . . . * Sa
12mg/kg Nudedo . . RN 6a
0 } 0 1 2 2 2 3 3 Q 4

- Valores con diferente lieral son estadisicamente signicatives (p<0.05)
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