
, <O 1 (,'rLf 
I~ 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE MEXICO 

fACULTAD Df MfDIClNA VfTfRINARIA y ZOOTfCNIA 

DIVISION Df fSTUDIOS Df POS6RADO f INVfSTl6ACION 

CARACTERIZACION ULTRAESTRUCTURAL 

DE LESIONES EN RATONES INDUCIDAS POR 

LA APLICACION DE CASIOPEINA III 

q¿q1S2B 

T E S 1 S 
QUE PARA OBTENER EL aRADO DE: 

MAESTRO EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION 
y DE LA SALUD ANIMAL 

PRESENTA: 

MVZ. JUAN CARLOS}MARIN VA,LLEJO 

TUTOR PRINCIPAL: FERNANDO CONSTANTINO CASAS 
COMITETUTORAL: NURIA DE BUEN DE ARGüERO 

CARLOS VAZQUEZ PELAEZ 

MEXICO, D. F. 2001. 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



A DIOS: 

A MIS PADRES: 

DEDICATORIAS 

POR DARME lA EXISTENOA y PERMITIRME TERMINAR UNA ETAPA MAS DE MI VIDA. 

GRADAS POR DARME lA VIDA; ENSEÑARME A VlVIRLA ..... POR CREER SIEMPRE EN MI, Y 
DARME SIEMPRE SU AMOR Y CARIÑO INCONDICIONAL 

A TERE, KARIA Y GUILLERMO MARíN RODRIGUEZ: 
GRACIAS POR SU APOYO, COMPRENSiÓN Y POR SER PARTE ESENOAL DE MI VIDA. 

A MI HERMANO: 
GRAOAS POR TODO. 

A MAMA CHATA Y MAMI L1CHA: 
POR TODO LO QUE SIGNIFICAN PARA Mí. 

A lA MEMORIA DE MIS ABUELOS 
SR. AGUSTÍN VALLElO MARTINEZ Y SR. CESAR MARíN SEGURA. 



AGRADECIMIENTOS 

QUIERO DAR lJ.S GRACIAS A UNA EXCELENTE PERSONA; LA MC MARIA ISABEL GRACIA MORA POR SU 
INVALUABLE APOYO TÉCNICO, PEDAGÓGICO Y MORAL, ASí COMO POR TODAS SUS SUGERENOAS QUE HAN 
CONTRIBUIDO A LA CULMINACiÓN DE ESTE TRABAlO. EN PARTICULAR, QUIERO AGRADECER SU ESFUERZO 
INCANSABLE E INTENSO TRABAlO PARA LA REALIZAOÓN DE ESTE PROYECTO .•••.••.•..••..••......•...••• MUCHísIMAS 
GRACIAS POR DARME LA OPRTUNIDAO DE COMPARTIR SU PROYECTO, CONTAGIARME DE SU OPTIMISMO Y 
ORIENTARME HAOA EL CAMINO DEL CONOCIMIENTO OENTÍFICO. 

UN AGRADECIMIENTO MUY ESPEdAL PARA: 

DR. FERNANDO CONSTANTINO CASAS. 
GRAOAS POR TRASMITIRME SUS CONOOMIENTOS, ORIENTARME EN TODO MOMENTO Y 
ENSEÑARME EL VERDADERO VALOR DE LA AMISTAD. 

AL CONAffi POR EL OTORGAMIENTO DE LA BECA No. 125172 PARA LA REAUZAOÓN DE ESTUDIOS DE 
MAESTRIA. 

A LA DOCTORA LENA RUIZ POR PERMITIRME SER PARTE DE ESTE, SU GRAN PROYECTO, Y DOTAR DE LOS 
FONDOS PARA SU SEGUIMIENTO. 
Proyecto Núm. 1N201996 denominado "Caracterizadón de compuestos anticancerígenos", aprobado y financiado por 
el Programa de Apoyos a Proyectos de Investigaóón e IMovaóón T emológica (PAPIIT) de la [lrecóón de Asuntos del 
Personal Académico (DGAPA) de la UNAM. 

A MI JURADO: 

ORA NURIA DE BUEN DE ARGUERO 
DR. FERNANDO CONSTANTINO CASAS. 
Me. ISABEL GRACIA MORA 
DR. CARLOS VÁZQUE PElAEZ 
DR. JORGE TÓRTORA P. 

A TODAS AQUELlJ.S PERSONAS QUE HAN PADEODO CANCER 

ji 



CONTENIDO 

PÁGINAS 

DEDICATORIAS 

AGIIADEOMlENTOS ii 

INDlCE iii 

RESUMEN I 

1. INTRODUCCiÓN 2 

1.1 CÁNCER 2 

12 NEOPlASIAS HUMANAS SENSIBLES A TRATAMIENTOS QUIMlOTERAPÉUTICOS 5 

2. ANTECEDENTES 7 

2.1 TOXICIDAD DE MEDICAMENTOS ANTICANCERIGENOS 7 

2.2 CASIOPEíNAS 10 

2.3 MICROSCOPIA ELEaRÓNICA DE TRASMISiÓN (MET) 

COMO HERRAMIENTA EN LA DETECCIÓN DE ALTERAOONES SUBCElUlARES 14 

2.4 ARTEFACTOS EN MICROSCOPIA ELECTRÓNICA. 15 

3. HIPÓTESIS 17 

4. OBJETIVOS 

4.1 GENERAL 17 

4.2 ESPEÓFICOS 17 

5. MATERIAL Y METODOS 18 

5.1 ANIMALES Y METODOLOGIA 18 

5.2 PROCESAMIENTO DE lAS MUESTRAS PARA HISTOLOGíA 20 

5.3 PROCESAMIENTO DE lAS MUESTRAS PARA MICROSCOpíA ELECTRÓNICA 21 

5.4 METODOLOGÍA ESTADíSTICA 24 

6. RESULTADOS 25 

7. DISCUSiÓN 53 

8. CONUUSIONES 66 

9. UTERA TURA CITADA 68 

10. ANEXOS 78 



RESUMEN 
luan Carlos Marin Vallejo. CARACTERIZAOÓN ULTRAESTRUCTURAL DE LESIONES EN RATONES INDUCIDAS 
POR LA APLICACiÓN DE CASIOPEINA 111. (Bajo la direcdón d~ Dr. Fernando Constantino Casas. Ora. Nuria de 
Buen de Argüero y Dr. Carlos Vázquez Peláez). 

La importancia de controlar enfermedades degenerativas mortales como el cáncer, no solo en el hombre sino para 
muchas especies más, a propiciado la búsqueda. carad:erizadón y síntesis de nuevos compuestos con capacidad 
antineoplásica, entre los cuales están un nuevo grupo de ellos patentados con el nombre de CasiopeinaS®·. Estos 
"rompuestos de OlOrdinación" Oln centros metáflOls han demostrado actividad dtostática y antineoplásica 
realmente importurte en el aspedo predínia>terapéutico y Jueron diseñados por un grupo importante de dentíficos 
mexicanos encabezados por la Ora. Lena Ruiz A. y sintetizados en la Facultad de Química de la UNAM. El desarrollo 
de este tipo de fánnacos se eledÚa siguiendo cada una de las fases pn¡tocolarías de un proYecto general 
OJbriendo satisfactoriamente cada una de las pruebas a estudio y en esta ocasión se realizó el ánalisis toxicológico. 
por lo cual se deddió llevar a cabo un estudio ultraestructural de las lesiones tisulares y celulares adversas por 
aplicación del fánnaco Casiope;na® 111 por ~a intrapentoneal. Para tal electo se util~aron 40 ratones hembra de la 
cepa NIH ron un peso aproximado de 25±3g Y una edad promedio de 10 semanas con una varíadón de ± 2 ÓIaS, 

los animales fueron divididos en 9 grupos, asignándole a cada uno una dosis y tiemJXl de sacrificio posinyecdón del 
fármaco experimental. las dosis empleadas Jueron 6, 8, 10, 12 mgll<g de Pe. que se enQJentran por debajo de su 
dosis letal media (DLSO) delenninada con anterioridad que fue de 14mglkg y los t ... pos de sacrifido Jueron 4S', 
91)'. 3,6, 12,24,48,72, Y 96 horas, se induyeron 4 animales que sólo redbieron el vehículo del fánnaro para 
Olnsiderarse Olmo testigo~ Desde el punto de vista histológico las lesiones más importantes Jueron: degeneración 
hepática centrolobumlar, degeneración de fibras musculares cardiacas. degeneración tubular renal. rongestión y 
edema perivasOJIar en varios órganos, así como hemosiderosis esplénica, hipefplasia linfoide y engrosamiento de 
membranas basales en riñón y pulmón. A la ultraestrudura. las lesooes revelan daño y a1teradón directa de 
núdeos, organelos y matriz citoplasmática con alteradones principales taJes como pérdida de la agregación de 
ribosomas poIisomas y monosomas, dilatación de dstemas del retículo endoplásmico rugoso (RER), aumento de 
r,pidos intracitoplasrnátiOls en hepatocitos, distorsión de bandas Z de fibras mUSallares cardiacas, aumento de la 
hemosiderina extracelular I disminudón de filamentos intermedios, distorsión de membranas plasmáticas, 
megarnttOOll1drias, perdida de microvellosidades y podocitos renales: hiperaomatosis. picnosis Y apoptosis. 
EstaólSticamente 5610 se encontraron dos lesones signfficativas (p<O.OS) que Jueron: histológicamente Olngestión 
renal Y subcelularmente lesiones induddas en núdeo. los órganos más afectados en orden de severidad son: 
bazo, hfgado, Olrazón, riñón, pulmón y cerebro. Se conduye que la administración de CasiopeIna® 111 no demostró 
un efecto citotóxico agudo agresivo que comprometa gravemente el parénquima de los órganos afectados. ya que 
en su mayorfa las lesiones que se presentaron aJrsaron de forma ligera y de distribución focal. la presencia de 
lesiones en grupos ce~1ares aislados con las dosis empleadas de este fánnaOl experimental son tolerables si se 
rompara con el electo terapétJtíco positivo Y la calidad de vida a seguir después de su aplicación oon base en 
estudios anteriores. 

Palabms cJave:Antineoplasioo~ Casiopeina®III, Toxicidad, Subcelular 

-Casiopclna: Rcgistrode marca (SECOR); Número 407543 (1992). 



1. INTRODUCCiÓN 

1.1 EL CANCER 

las Neoplasias malignas o -Cáncer" son fenómenos biológicos que se suscitan en todas las especies animales y 

vegetales, que indican una pérdida del equilibrio interno de los organismos pluricelulares y que se consideran entidades 

dinicopatológicas de etiología, manifestadooes dínic:as, trastornos. resultados y pronósticos diferentes. 

El eón"" constitlJye hoy en día un problema médioo de salud pública muy importante. En nuestro país ocupó en 1995 

d segundo lugar como causa de mortalidad, siendo responsable dd 11.2% del total de muertes ocurridas ese año; y en 

déGl.das recientes, se convirtió en una de las causas de mayor mortalidad a nivel mundial m 1).4, la incidencia principal 

se encuentra en cáncer de mama, pulmón, próstata, útero, coloo y recto lB 135 (FIQura 1). 

HOMBRE 

PIEL 2% 
HOCA4% 
I'ULM:ONEs 22% 
pANCREAS3% 
COWN y RECTO 14% 
PRÓSTATA 18% 
APARATO URINARIO 9% 
LEUCEMIAS-UNFOMAS 8% 
1000S LOS DEMAS 200/0 

MUJER 

PIEL 2% 
HOCA 2% 
MAMAS 26% 
PULMONES 14% 
PÁNCREAS 3% 
CQWN y RECTO 10% 
QVARJOS4% 
ÚTERO 13% 
APARATO URINARIO 4". 
LEUCEMIAS-UNFOMAS 7% 
TOIX)SI.oSI)I-'MAS 15% 

AG.l Porcentaje de incidencia en México de cáncer 1'01'" sexo (Fuente: Secretaría de Salud. Anuario 1990.) 

Este problema se agrava más en paIses desarrollados que en cualquier otro, con motivo de su régimen de alimentadón, 

costumbres y nomas sodOOJlturales 112, así como por la fonna de vida urbana o industrial. Es por eso y otras razones, 

que aquellas enfermedades de tipo crónico- degenerativas como las neoplasias. son un reto muy importante para los 

investigadores actuales y del mañana. debido a que los mecanismos etiológicos, que por lo general son de curso 

genético-molerular, requieren de un conodmiento dentífico cada vez más complejo I~. 

B cáncer ha existido desde tiempos inmemorables en todas las especies de metazoarios, muestras de ello se tienen en 

estudios Paleontológicos y Antropológicos; en donde se deducen lesiones neoplásicas, básicamente osteosarcomas 149. 
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Las Neoplasias malignas hacen referencia a un trastorno de la división cefular que conduce a una muhipticad6n 

ilimitada de determinados grupos celulares que escapan a los controles normales deJ organismo. Esta reproducción 

desenfrenada generalmente se acompaña de una insufidente d~erendadón celular, y resulta en la producd6n de un 

tejido nuew que ocupa espado en el organismo y redlaza o infiltra los tejidos ..anos. Si la proliferad6n neoplá~ca 

se deja a su libre credmiento y encuentra una adecuada fuente de nutrientes para las necesidades de sus 

componentes, invadirá lOS tejidos del huésped hasta el punto de pe1judicar fundones vitales y tel11linar con la vida 

del ind;";duo. Una vez estableado el trastorno neoplásico en referencia. no es necesario que persistan las 

condidones que los produjeron, pues las células adquieren la propiedad de continuar la multiplicadón sin ser 

frenadas por los meqmismos de control que ejercen su poder sobre las célu!as normales D. 

Existen muchos y diversos factores que conUevan a un cáncer, por ejemplo: agentes extnnsecos como son: ambiente, 

normas de conduaa como el hábito de fumar tabaco, carcinogénicos quimicos naturales O ~téticos como agentes 

alq .. lantes o alcaloides. Asi m~mo, está la radiadón, la dieta y los agentes virales. Por otro lado los factores 

intrínsecos están representados por trastornos genéticos, honnonales o moleculares espontáneos y respuesta 

inmune 91. Aunque en términos reales se puede dedr que la evidenda de etiología cancerígena mas factible está dada 

por tos factores ambientales, sobre todo en animales expuestos a estos factores y con predisposid6n genética Ull!lO. 

Entre los tratamientos desarronados contra el cáncer, existen la drugía. la quimioterapia, la inmunoterapia, la 

hol11loooterapia y la hipertermia. Así mismo, mudlos tratamientos innovadores se han desalToDado con témicas poco 

usuales como terapia genética y transgénica, fotosensibilizadores, prevend6n con compuestos químicos, 

radiosensibilizadores y radio protectores, así romo técnicas de perfusión de linfocitos de Iocalizadón tumoral y en 

mumos casos la combinadón al mismo tiempo de varias de ellas 11). 

La orugía y la radioterapía están recomendadas b~camente para ciertos tipos de cáncer de presentadón locatizada; 

mientras que la quimioterapia es apropiada para trastornos sistémicos. la radiotEfipia y la quimioterapia pueden ser 

tratamientos drásticos pero necesarios ya que por lo genenal tienen afeaadón tanto al núdeo de células tumorales 

como al de las normales ''''o En el presente trabajo se abarcarán solo aspectos reladonados a la quimioterapia por 

que la aplicadón de ~opeínas entra dentro de este grupo. 
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En la actualidad la quimioterapia es la forma de aplicación terapéutica de más amplia diversificación y sobre todo 

sobresale en cuanto a estudios y desaJbrimientos de una gran gama de compuestos t2S (Cuadro 1). Se han determinado 

para dichos fines normas de reglamentación y de evaluad6n intemadonales de fármacos (Dn potendal antic:ancerígeno. 

encaminados a establecer lineamientos para poder designar a alguno de estos como efectivo para su aplicación en la 

práctica médica n 51, 

Cuadro 1 Principales medicamentos anticancerigenos utilizados en el humano 

nPO DE AGENTE qUlN/OTEIlAP. 'lIT/lO COIIPUESTO 

r 
hHTJMETMlOUTOS MetroteX3tc 

6-mercaptopurina 
6-tloguanina 

5-fluorouraciJo 
Citos/na arabinósido 

Citarabina 
Penlostalita 

AlCALOIDES DE PLANTAS Vincristina 
Vinplastina 
Eloposido 
Tenioosido 

AGENTES AlQUILANTES Ciclosfosfamida 
CJoranbucilo 

Mostaza nitrogenada 
Trietilentlofosforamida 

I 
Busulftm , 
Melfaltm 

Dacarbasina 
CiSplatino 
Thiotepa 

Hexametilamlna 

I Carmustina 
$emustina 
lomustina 

HORMONAS Prednisona 
Dletilestilbestrol 

ANTrBiOTrcos Doxorubicina 
Bleomlcina 

Actinomlclna 
Oaunorubina 

Idarubina 
Mitramlc:ina 

MISCElAHEOS L-asparg~:a' hidndurea 
O '~OD 

ModIficado de Bertram GK. Fannacorogla básica y cllmea 1996. 

El interés actual para establecer líneas de investigación enfocadas al descubrimiento, síntesis y caracterizadóo de 

nuevos fármacos antineopláskos, es poder obtener en ma~r o menor grado, pero siempre significativo, una mejor 

actividad para didlo fin; como son: selectividad del compuesto a neoplasias especificas, a gnJP:>S tumorales de estirpes 
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celulares similares o en definitiva cmtra diferentes tipos de cáncer. Así mismo se intenta reducir efectos secundarios 

tóxicos, como alteraciones tisulares. celulares, daño subcelular O metabóUco y reacciones cruzadas ~3. 

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 células nonnales aunque por lo general, con menor 

agresividad y ésta es su prindpal fimitación. Pero se ha demostrado que aunque la mayoria de estos fármacos no 

tengan la capacidad de erradicar por completo un cáncer. si la tienen para prolongar la vida del paciente por muchos 

años. lo roal en términos clínicos se considera una gran ventaja 

1.2 NEOPLASIAS HUMANAS SENSIBLES A TRATAMIENTOS QUIMIOTERAP~UTICOS 

El número de Neoplasias malignas en humanos y en animales es grande y la quimioterapia como esquema de 

tratamiento puede tener inconvenientes como : 

a). El margen ele seguridad del nivel de toxicidad de un fármaco entre las células cancerígenas y las normales es muy 

corto o no existe. 

b). las células metastísicas que se alojan por debás de las barreru endoteliales, son un blanco de dffidl acceso para el 

fármaco. 

e). Las células neoplásicas emigrantes pueden llegar a ser insensibles a los fármacos 33 ~3 53. 

d). El fármaco anticancerigeno puede causar mas daño sistémico a corto plazo. que el tipo de neoplasia en tratamiento. 

Así mismo la efectividad de un fánnaco en contra del cáncer dependerá mucho de la estirpe celular (origen histogénico) 

que se esté tratando, grado de distribudón y metástasis; locaI~ad6n, desarrollo, malignidad y complk:adones entre 

otros factores l16O. 

Entre las prindpales neoplasias malignas que responden o pueden responder favorablemente a un tratamiento 

quimioterapéutico en humanos7SJ están: 

EN ADULTOS: Mieloma múltiple, micosis fungoide, fibrosarcoma, cardnomas de mama diseminados (localmente 

avanzados o metastásicos). coriocarcinoma uterino, carcinoma de testículo, seminioma, cardnoma microcitico de 
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pulmón, cardnoma in situ de estómago, rabdomiosarcoma, sarcoma de Ewing, leucemia linfoblástica aguda, enfermedad 

de Hodgkin, sarcoma osteogénico, melanoma. macroglobu6nemia de Waldestrom, tricoleucemia y linfamas. 

EN NIRos: Tumor de Wrlms, linfomas como el de Burkitt. germinomas, retinoblastoma, neuroepiteliomas, enfermedad de 

Hodgkin, sarcoma de Ewing y melanomas. 

Por otro lado existen neoplasias que por localización, estirpe y agresividad no tienden a responder tan positivamente: 

EN ADULTOS: Glioblastomas, neuromas, astrocitomas, adenocarcinornas hipofisiarios, meningioma. hepatoma, carcinoma 

epidermoide de útero (endometrial), carcinomas suprarrenales, pulmonares, de mama faringe y esófago, mastocitoma. 

osteosarcoma. condromas, meduloblastoma entre otros. 

EN NIRos: Lintornas. cardnomas de estómago. endornetrio. cervix y cisticos; adenoczdnoma pancreático. insulinoma. 

leucemia crónicas y otros sarcomas. 

Una de las formas de cáncer mas favorecidas por el tratamiento con fármacos no importando el aspecto citotóxico es la 

leucemia Existen por 10 menos 7 fármacos que pueden producir remisiones en pacientes con leucemia y otros tipos de 

cáncer parenquimatosos por ejemplo: vinaistina. metotrexate, 6-mercaptopurina. prednisona y cidofosfamida. que son 

efectivas cootra la leucemia linfoide aguda de niños; la 6-mercaptopurina y el metil-GAG son efectivos contra la leucemia 

mielocitica aguda del adulto. Así mismo existen otros fármacos que se pueden combinar con tratamientos altemos para 

otros tipos de cáncer como la actinomicina D. el 5-fluoroudnato, tia T epa Y varias honnonas entre otros muchos, lo que 

demuestra que la nnea farmacológica de investigadón es una de las más importantes y complejas para el desarrollo de 

medicamentos realme!1te efectivos contra este padecimiento. 

2. ANTECEDENTES DE LA QUIMIOTERAPIA ANTICANCERIGENA. 

Hace 500 años ya existía el concepto de tratamiento anticancerigeno con fármacos ". Se sabe que con este propósito 

se emplearon preparadones de plata. zinc y mercurio. Sin embargo. el uso de fármacos en un tratamiento sistémico 

para neoplasias malignas no se documentó sino hasta 1865. cuando lissauer administraba arseinato de potasio a 

padentes IetJcémicos y observaba efectos positivos ". En 1898, Pa"1 Erhlich desOlbriÓ la arsefenamida. primer agente 
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alquilante ocupado como quimioterapia a partir de 1940 n, Pese a estos antecedentes, la quimioterapia como 

terapéutica onclliógica se sistematizó hasta 80 años después. como una verdadera terapia antineoplásica de los años 

40's con la aparidón de los antagonistas del ácido fóIico, Actualmente existen numerosos fármacos tanto de origen 

orgánico como inorgánico, sin embargo. cabe hacer míar que en 1969, Rosenberg 'lO reportó la actividad citostática de 

un compuesto sintético de origen inorgánico que marcó la pauta de una nueva generadón de compuestos, este 

compuesto fue el dTdiamino-didoro-platino, conocido ahora como dsplatino 114. 

No obstante el dsplatino y otros fánnacos anticanrerigenos, no resultan efectivos para el tratamiento de muchas 

neoplasias maligñ~, lo roa! ha propidado el diseño. la síntesis Y la evaluadón de mudtos agentes que presenten un 

mejor mecanismo de acción, menor costo y desde luego con un menor grado de toxicidad, siendo esto último el mejor 

criterio de la manera en que estos compuestos son utilizados, 

2.1 TOXICIDAD DE MEDICAMENTOS ANTICANCERIGENOS 

El conocimiento de los efectos adversos por la aplicación terapéutica de k>s fámaros quimioterapéuticos, 

conduce a tomar decisiones muy importantes para la conservación de la integridad física y de salud de un padente. 

Aspectos tales como dnética «Iular. farmacodinámica, toxicologia genética. entre otros contribuyen a entender mejor el 

mecanismo de acción de estos fármacos incorporando consideraciones y contraindicadones especiales para su uso ~, 

A finales de la década de los setenta se conduyé que la mayoría de los agentes quimioterapéuticos, actúan sobre las 

células siguiendo una dnética de primer orden, es decir que cada fármaco destruye un porcentaje fijo de células, 

independientemente de la masa tumoral residual 62, Podemos dividir la acción de los fármacos quimioterapéuticos según 

SU adividad sobre la dnética celular en: 

A. AGENTES FASE ESPECíRCOS. 

Actúan sobre una sola fase del ciclo celular, El incremento en las dosis no producen una mayor respuesta. pero 

puede mejorar su efectividad por expansión prolongada: L-asparginasa, Antimetabolitos, Alcaloides' 16, 
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-- - -- -------------

B. AGENlB FASE NO ESPECIFICOS. 

BICiclos específicos. Actúan sobre aJalquier célula que se encuentre en cido celular activo sin importar la fase en 

que se encuentre 1~ agentes alquilantes: dsplatino. carboplatino. etc. 

82 Ocios ¡nespecífeoos. Actúan sobre OJalquier célula ya sea en estado activo o en reposo: esteroides y la 

bleomidna7 

los prindpales signos, síntomas y lesiones que produce un agente quimioterapéutico son: anorexia. vómito, 

diarrea. alopecia, inmunosupresión, así como degeneradón hepática. renal y daño cardiovasOJlar. Al microscopico por lo 

general se observan. hemorragias, Cbhgestión, edema, degeneración hidrópica, necrosis e inflamadón supurativa que 

involucra a distintos órganos; siendo los trastomos vasculares los más frecuentes 132, A nivel subceMar con análogos 

del dsplatino, se muestra hepatotoxiddad aguda, signfficativa degeneradán de podocitos renales y degenerad6n de 

mitocondrias con presencia de QJerpos [amelares. Desde un punto de vista dínico y anatonomopatológico, estos 

mecanismos de acción son evidentes por los daños directos que trastornan a la célula o grupos celulares, lo que 

conduce posteriormente a complicaciones mayores que comprometen a órganos o tejidos e ¡nduso la propia vida del 

padente 8 XI. 

Entre los principales signos de toxiddad por grupos o familias de fánnacos tenemos: 

AGENTES ALQUILANTES. Ocasionan defectos en la transcripd6n Y replicadán del ADN ~endo lo más susceptible las 

fases 61 Y S lo que origina efectos clínicos ad~ como citotoxiddad, mutagénesis y cardnogénisis. Como ejemplos 

de estos compuestos y su toxiddad están: 

MOSTAZAS NllROGENADAS (metodoretamina, ddofosfamida, ffosfamida, meltalan, dorambudl), con toxicidad pondpal 

de: Mielosupresión. nauseas. vómito, aIopeda, hiperpigmentad6n. dstitis hemorrágica. fibrosis pulmonar. 

cardiotoxicidad, neurotoxiddad, estomatitis, dermatitis, amenorrea, rash y hemólisis inmune4s,. 

ETlLAMINAS (thiotepa, hexametilmalamina), que pueden presentar casi la misma toxiddad que los antenores pero 

además vértigo, celalea, hipo-arreflexia, parestesias y ataxia. 

8 



AlQUllSlUONATOS, NIlROSUREA5 Y llllAZlNAS como: busu~, carmustin. (BCNU), Iomuslin. (((NU), semustina (metil­

CCNU, dac.rbadna (DTIq que pueden presentar aplasias medulares, gineoomastia, cataratas, hepatoxicidad, fallo renal 

progresivo, neuritis óptica entre otras 7 JO, 

ALCALOIDES, Son de fase específicos: ~naistina, mblastina, etoposido (VP-16), teniposido (VM-26), con toxicidad 

principal de neurotoxiddad ieuoopenia y col~s "', 

ANTlBIOTICOS, (daunorrubina, idarrubina, doxorrubina, epirrubina, mitrarnidna, bleomiana, mloxantrone) pueden 

provocar además: pericarditis, miocarditis, insufidenda cardiaGl., arritmias. estomatitis, neumonitis inter.;tidal. eritema 

pruriginoso entre otros "'. 

ANTlMETABOLlCOS, De fase específiros, adÚan en su mayoría en la fase S. (metotrexato, citarabina, Hudarabina, 

fluoracilo, mercaptopurina, tioguanina, pentostatina) provocan fibrosis hepática crónica, rash mucopapilar, 

nefrotoxiddad. aracnoiáttis aguda. encefalopatía desmielinizantey leucemia tinfoblástica aguda n, 

OTROS, (asplatino, carboplatino, procarbadna, asparraginasa, arnsaaina. docetaxel) con to~ddad aguda y crónica con 

tinnitis, sordera. neuropatia periférica, insuficiencia renal, hiperestesia, azoospennia y coagulopatias 1601. 

la mayoria de estos me(f¡camentos anticancerigenos carecen de estudios correspondientes a toxicidad subcelular. 

En el caso de las Casiopeínas®, se ha demostrado que pueden actuar en cualquier fase del oda de división celular 

sobre todo en la fase S. En general las células que tienen la propiedad de llevar a cabo divisiones celulares frecuentes 

(eplelios, células vasculares, médula ósea), se ven afectadas de manera más drástica por la toxicidad del agente 

quimioterapéutico, otras células parenquimales como las del riñón y el hígado principalmente, responden de manera 

distinta a los fármacos anticancerigenos y frecuentemente la respuesta no esta relacionada con su mecanismo de 

acdón. las neuronas son en estos términos, las células menos afectadas porque son las que poseen mayor jerarquía 

biológica, cuentan con una barrera vascular selectiva (barrera hemato-encefáJica) y por su credmiento lento además de 

poca o nula capaadad de árlisión celular, a pesar de lo anterior, muchos fáImacos pueden desarrollar toxicosis del 

Sistema Ne<Vioso Central (SNC) y en ocasiones es árfídl separar efectos directos del tratamiento, con los electos 

combinados del cáncer, residuos de células que mueren. mala nutrición del paciente y régimen de vida 101496, 
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2.2 CASIOPEfNAS 

En México. la necesidad de importación de productos antineoplásicos y su elevado costo, marcó una de las pautas para 

el desarrollo de productos con actividad antineoplásica. Candentes de esta situadón, un grupo de investigadores de la 

FaQJltad de Química de la Univer.;idad Nacional Autónoma de Méxko (UNAM), encabezados por la Ora Lena Ruiz, se 

plantearon como objetivo la obtendón de complejos de coordinadón que pudieran tener actividad antineoplásica. a la 

fecha este grupo ha sintetizado y caracterizado alrededor de 100 compuestos ~ 124, entre los cuales se encuentra al 

fármaco que se evalúa en esta investigación y que pertenece a una familia integrada en su estructura por Cobre (11) 

como metal central, especie aceptara de pares electrones y quelatos Óliminas (N-N), con que/atos aminoaddatos 

donadores (0-0), redbiendo el nombre genérico de Casiopeinas® ,u. Estos compuestos registrados y patentados por 

la UNAM (Figura 2). han sido caracterizados por análisis elemerrt:al, cromatográfico, espectrofotometría de infrarrojo, UV-

Vis. además de conductividad. momento magnético y estructura por rayos X n 127 Iza 1<12 '0, 

Figura. 2 Aspecto molecular de Caslopeina® 111 

H,C ~ ) (, /~H, 
N N 

~C/ -<>-
El desarrollo de este tipo de fármacos se electúa siguiendo el Protocoo de un Proyecto General, que ¡nduye 

determinadón de potendal citostático y antineoplásico Ú1 vitro e in WÍ1:7, así como evaluación farmacológica y toxicokSgica 

completa la Casiopeína® 111, que se sometió a evaluaóón en el presente trabajo, ha cubierto satisfactoriamente las 

siguientes pruebas: 

1. Evaluación citostática in vítro sobre cultivo de linfocitos humanos sanos, con resultados comparables e induso 

superiores a la mayoría de los quimioterapéuticos de uso comercial IZ6. 
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2, Evaluación antineoplásica in mm empleando dones tumorales humanos de cáncer cérvic:o-uterino adquiridos 

de biopsias de padentes del Instituto Nadonal de Cancerología (INCan·México). obteniendo resultados 

comparables a la actividad de la M~omidna e y el Gsplatino ". 

3. Evaluadón citostática in VIi<> empleando el método de intercambio de aomátidas hermanas en el ratón. Este 

tipo de experimentos se enaJentran en una fase inidal, pero kls resultados que se obtengan darán indicios de 

su efectividad citostática, además de sus posibles mecanismos de acción 125, 

4. Pruebas de potendal mutagénico in VIi<> ". 

5. Pruebas para evaluar mutadones somáticas en Orosop/lila me/anoga51er. los resu~dos de los ensayos 

mutagénicos in ""'" e in WlrrJ muestran ligera actividad mutagénicd de este compuesto ", 

6. Pruebas de ac!ividad antineoplásica in ""' empleando los modelos tumorates munnos """mendados por el 

"National Cancer Institute·, EUA. 71, los resultados en este contexto son muy alentadores, ya que algunas 

Casiopeínas superan por mucho los requerimientos exigidos por los protocolos intemadonales, induso 

dependiendo la Casiopeína® de elecdón, así como el esquema de tratamiento y dosis empleada, se han 

logrado remisiones totales y sobrevidas que van hasta de un 200% 611296, 

7. Interacdón de estos compuestos con DNA lineal y superenrrollado evaluado por medio de electroforesis en gel 

'». 

8, Farmacodnética básica de Casiopeinas® 1, 11 Y IH en ratones y ratas, Este trabajo permitió conocer la 

concentración del compuesto en los sitios de acción, así como la intensidad de sus efectos en función al 

tiempo para cada uno de los compuestos, para así poder determinar su comportamiento en el organismo, Los 

resultados obtenidos a partir de las muestras en ratones indican que los órganos con mayor retención de los 

tres compuestos son riñón y bazo", 

9. Cardiotoxiddad y Ototoxicidad. Estas pruebas se encuentran en desarrollo y har ~do diseñadas para poder 

determinar el electo de las Casiopejnas® en órganos mies romo el corazón y por otro lado, con base en los 

efectos de toxicidad que se han observado en el oído en el tratamiento con Cisplatino 114 se' ha decidido 

estudiar este efedo con Casiopeínas®. 
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10. Ensayos toxicológicos en ratón. Se evaluó la toxiddad de Casiopeína® I y 11 en ratones por medio de 

estudios anatomohistológicos, demostrándose pocos cambios reulares con lesiones importantes en higado 

y riñón como degeneración centrolobulillares pericorticales y glomerulares11612, 

11. Eficada en el tratamiento de leucemia ~raI Felina y eva!uadón de la Toxiddad de la Casiopeína® I en 

perros con resultados que revelan una situaóón dínica favorable 56, 

12. Estudio de subproductos del matabolismo de las casiopeínas, en donde se ha demostrado que interactuan 

estrechamente con sistemas de destoxificadón, sobre todo oxigenasas como dtoaomos P-450IAI, las 

flavoproteinas y otras enzimas; en donde, por lo general los agentes residuales como las fenantrolinas 

libres son capeces de coordinarse al hierro intrareular y los átomos de cobre por reacáones de óxido 

reduccion, promueven la producción de radicales hidroxilo o super6xido. que dañan no sofo al genoma, sino 

a varias estructuras celulares de las células neoplasicas y células nonnales 12124, 

los resultados de estos experimentos en conjunto, han propidado el comienzo de evaluaciones toxicológicas. k!i se 

obtuvieron Dosis letales agudas 50 (DLSO) induyendo a la Casiopeína® 111 en ratón, y redenternente se llevaron a 

cabo estudios de toxiddad en perros 51>. Así pues,los resultados obtenidos son alentadores para la fase dínica, por 

lo que se ha deddido llevar a cabo análisis histopatolágicos y ultraestructurales de la acdón de Casiopeína® 111 

administrada intraperi10neaimente (IP) a diferentes dosis y tiempos de sacrifido, ya que esta ,,;a de administradón 

debe ser utilizada antes que cualquier otra para evaluaciones predínicas y toxicológicas de rualquier fármaco de 

aCJerdo a la reglamentadón del "Cancer Chernotherapy National Service Center" (CCN5C)'"'' . 

Todas estas pruebas asi como las subsecuentes, están contempladas dentro de un marco de fases progresivas del 

Proyecto General encaminado al desarrollo de compuestos anticancerigenos de origen Mexicano, que induye 

Protocolos para nuevas etapas experimentales dirigidas a toxiCDlogía, farmaCDlogía y sobre todo a histología y 

citologia como en el caso del presente Proyecto (Figura 3). 
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Baura 3 6.W9GRAMA PARA El SEGUIMIENTO DEL PROYECTO- ·DESARROLLO DE COMPUESTOS 

AN!INEQPlÁStcOS" 

olSEIlo 

a 
SINTESIS V CARACTERIZACIÓN 

~ PROPlEDAIlEslocoaUIMICAS ~ 
ACTIVIDAD CITOSTÁTICA IN V1VO-IN V1TRO a:::::::::> ACTIVIDAD ANTINEOPLÁSlCA IN VfVO.IN VITRO 

TOXICOLOOIAVFARMACOLOOIA ~._"' _: '. 

~ ! w'V' 
MODELAJE /' MECANISMO DE ACCIÓN CÚNtcA VETERINARIA y HUMANA 

RELACtóN ESTRUCTURA-ACTMDAD 

2.3 MICRoscopIA ELECTRÓNICA OE TRASMISiÓN (MET) COMO HERRAMIENTA EN EL 
DIAGNÓSTICO DE ALTERACIONES SUBCELULARES. 

la ciencia mMICa ha desarrollado un sin número de metodologías de diagnóstico, siendo cada día más 

precisas Y electivas. En 1878, Emest Abbe declara que las limitantes de un microscopio óptico en aJan!o al alcance de 

resoludón estaba determinado por la Iong~ud de onda de la luz ", por lo que aquellas estructuras que estaban 

separadas por 0.2 ¡mi al visualizarse, se observarían como una sola. En 1929, De Broglie señaló que la lon~d de 

onda de los electrones en movimiento es menor que el de la luz y en el mismo año. Bush. propuso que un campo 

electromagnético se comporta igual que una lente convexa de microscopio óptico l', 

El primer miaoscopio electrónico de transmisión (MET) fue construido y demostrado en Berfin en 1931 por 

Max Knol y Emest R~ka, pero hasta 1947 los microscopios solamente tenian un poder de resoIudón de 0.1 ¡mi Y no se 

podían visualizar estructuras biológicas porque en aquenos tiempos los cortes de espedmenes eran muy gruesos. A 
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partir de 1950 se han podido desarrollar técnicas de fijadón, indusión Y cortes de tejidos pa'" análisis biológicos n. Así 

mismo, otras aportadones importantes fueron por ejemplo que en 1962, Sabatini y col. formularon nuevos fijadores a 

base de aldehídos tales como glutaraldehído y acetaldehido que conservaban estrucluras celulares y permitían la 

aplicaci6n de técnicas histoquímicas ". En 1948, Pa ... y Bokfr al modfficar un microtomo convendonal, obtu~eron 

cortes muy finos, hadendo que fuera posible la util~ación de cortes más delgados de material biol6gco para su 

aplicación en miaoscopia electrónica de trasmisión (MET). 

Por otro lado, alrededor de los afios 40, surgió un cambio metodclógico que propiciaba la adquisición de técnicas 

microscópicas par.! la apiicadón en el campo de la medidna con fines de investigadón " y de métodos adecuados par.! 

fracdonar y separar organelos por medio de ultracentrifugadón u. T odc esto p<opició que los investigadores ~""'" 

confianza en sus adelantos y se interesaran por lo que podrían encontrar a nivel u~",estruturaJ, es por eso que en los 

últimos 50 años se han podido desaibir cada una de las "piezas anatómicas" que confonman la estruclu", celular, sus 

carac1eristicas y funaonalidad hasta llegar a niveles moleaJlares 50 lOS. 

En el caso de la Patología, en la actualidad se menta con revisiones y textos muy importantes, en donde se 

expresa la importanda de esta o de otras ...mas afines muy especia6zadas y modernas como la Patología molecular o 

espedal, que utiI~n técnicas independientes de microscopia convendonal (óptica), como microscopio electrónico de 

barrido (MEB), "'yos X, espeároscopia atómica entre roos, dando como resu~do que se fonoen compendios y libros 

completos de coIecdones que en el caso del MET surgen como _es de microfotog",fias de estructur.!S con 

morfología alterada que rontribuyen al enriquecimiento del conocimiento en esta área lOS 110 In, 

2.4 ARTEFACTOS (ARTIFICIOS) EN MICROSCOPIA ELECTRÓNICA. 

Para una buena observad6n e interpretad6n de imágenes en miO'OSCOpía electrónica, se tiene que ser ruidadoso y 

segur un protocolo adecuado de procesamiento de las muestras; los artefactos en MET son todos aquellas anomalías 

físicas, químicas, mecánicas o de cualquier otra Indole, que durante el p<OCesamiento de las muestras se involucran 

como detalles morfol6gcos anexos (artifidales), que por lo general dan como resu~do una visualizadón errónea de 

los cortes obtenidos par.! fines diagnósticos "'. Este tipo de agregados su pueden p<esentar como sombras, 
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sombras, raspaduras, precipitados, variadones de continuidad, sobreagrupadones celulares y demás. En la mayoria 

de los casos los artificios se presentan sobre todo en las prilll60S etapas del procesamiento de muestras, y más aun 

durante la lijadón de los tejidos; fijadores caducos o en concentradones y volúmenes irregulares asi Olmo muestras 

de gran tamaño o COn un estado de rigor mortis avanzado, dán como consecuencia la visualización de estados 

degenerativos celulares en grandes cantidades e induso necrosis de secdones Olmpletas, en especial en las areas 

correspondientes al centro de las muestra en donde es menor el efecto de los conservadores 167. Otras maneras 

importantes de produdr artifidos es durante el procedimiento de la deshidratación, sobre todo si no se toman en 

cuenta los tiempos requeridos para el tipo o los tipos de tejidos a IJabajar; lo roal propicia una ..... I~ación Oln 

variaciones de tamaño y morfología de cétulas, comparado con el natural a la hora de fijarlas 73. De la misma manera 

se pueden encontrar variadones morfológicas debidas a los cortes ullJafinos que se realizan, en donde ruchilas 

desgastadas o ultramicrotomos mal ajustados dan como resuitado Olrtes exageradamente gruesos que distorsionan 

la imagen o que presentan raspaduras que se IJaducen al ME Olmo áreas continuas de dist..,;ón celular con 

desaparidón del patrón de agregadón normal parénquima-estroma a. En el caso de las tindones que se aprlCan, el 

reconocimiento de reactivos especiales para aertos tejidos, ayuda a que no se exagere una predpitadón de sales 

fuera de lo común, lo que puede tener como consecuencia en imagen la interpretadón de estructuras anexas como 

inclusiones y nudeolos prominentes. kJ mismo OJestiones tan sutiles como la apredad6n fotográfica, una mala 

reveladón de negativos, el desacoplo de la fuente de electrones del microscopio, rejillas desgastadas y mudlas más 

pueden intervenir como factor de modificadón visual; y es por eUo que todos estos factores tienen que tomarse en 

cuenta para seguir un protocolo aOlrde a los tipos de tejidos que se procesarán utilizando solo reactivos con grado 

ME y las técnicas adecuadas para la totalidad del procesamiento de las mueslJas en fines diagnósticos. 

El presente trabajo, como se señaló, se enfoca en la identificadón de alteradones celulares y la 

partiápadón de la Casiopéna® 111 en las mismas, determinando los danos que pudieran ser responsables de 

alteradones mayores tanto histológicas, funcionales o sistémicas gef1era1es. sin cometer errores de interpretadón 

por artifidos prinápalmente Olmo cambios degenerativos independientes de la acdón del compuesto experimental. 
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Se pretende con esto. dar un seguimiento acorde a los protocolos establecidos por anatonomopatólogos 

experimentales de todo el mundo. para llevar un orden sistémico·estructural a un nivel celular o subcelular. clasificando 

los trastornos por áreas de afección por ejemplo trastornos de retículo endoplásmico rugoso (R.E.R.), alteradones de 

membranas <:dulares, a~eradones del aparato de GoIgi e inclusiones.. basándose en términos convencionales de la 

Patología para la desaipdóo de daños en estructuras finas celulares o uttraestructurales. eHgiendo al ratón como 

modelo en este tipo de estudios predínicos prindpalmente en mediana humana u, Para tales efectos se administraron 

vanas dos~ del fáonaco (Casiopeina® 111) con base en su DLSO en ratones por via Intraperitoneal, por ser esta la ruta 

te-apeútica más común para efectos antioncogénicos en sus fases predínicas ¡nidales 1)~. recomendada además por el 

Instituto Nacional de Cancerología para estudios toxicológicos como parte de aplicadones previas a su uso experimental 

en humanos, con el fin de abordar la fase clínica I en dicha Institudán (Proyecto de colaborad6n directa de esta 

dependenda y la Facultad de Quimlca de la UNAM). 
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3. HIPÓTESIS 

La administración experimental de Ca~opeína®lII, determina cambios morfológicos celulares y subcelulares de origen 

t6xico en distintos órganos, reladonados oon trastornos degenerativos. necróticos o apoptósicos; al aplicarse en ratones 

dicho complejo de coordinadón, por via InIr.!peritoneal en duerentes intervalos de dosis (2mg por debajo de la Dosis 

letal media 'DLSO'). 

4. OBJETIVOS 

4. , ObjefivrJ Gener.1 

Detectar los pñndpales sitios blanco de interacción de la Casiopeina® 111 a nivel celular y subcelular. determinando aJál 

o OJáles tejidos u organelos celulares resultan afectados por la aplicadóo experimental del fármaco en ratones NIH. 

42 Objetivos especlficos 

4.2.1. Detectar y catalogar las alteradones celulares y ultraestructurales relacionadas Q)I'l efecto citot6xico de la 

Casiopeina® 111. 

4.2.2. Diferenciar lesiones comunes como degeneración y/o necrosis o bien estimuladón de mecanismos apoptósicos 

por degradación, activación e interacción con el fármaco. 

4.2.3. Categorizar el nivel e importancia de la lesión o las lesiones de los diferentes tejidos y organelos 

citoplasmáticos y dividir por estructuras de ~terés (mitocondria, retículo endoplásmico rugoso, aparato de 

Golgi, nudeo, nudeolo,lisosomas, varuolas) para coosideradooes posteriones del fármaco. 

4.2.4. Contribuir al historial toxicológico y farmacológico del producto para intuir o descartar posible efectos 

secundarios o contraindicaciones en su aplicadón, evaluando el daño que los compuestos experimentales 

puedan causar en el organismo. 
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5. MATERIAL Y METODOS 

5.1 ANIMALES Y METODOLOGíA 

Se seleccionaron 40 ratones hembra dínicamente sanos de la cepa exogámica NIH, con un peso de 25 ± 3 9 Y una 

edad promedio de 10 semanas con una vanadón de ± 2 días. los ratones. fueron numerados por medio de muescas 

en las orejas. Los animales utilizados se alojaron en jaulas de poücarbonato tipo caja de zapato en grupos de 4, que 

ofrecen un área de piso de 364 cm' y protegidos con filtros de poliester tipo Kraft. Se propordonó ad óbitum, una 

dieta espedal para roedores (alimento peleteado comerdal de importadón), yagua filtrada por ósmosis inversa y 

addificada hasta alcanzar un pH de 2.5 lH96C!i1!I. 

Los animales permanecie-on en áreas de la Unidad de Experimentación Mima! (UEA) de la Fawltad de Química de 

la UNAM, que cuenta con instaladones espedales para este propósito, ventiladas mediante extracción forzada de aire 

y filtrado por ~stemas HEPA con 3 ¡un de diámetro de filtro y 18 recambios del volumen total de aire por hora. Los 

animales se mantu"';eron a una temperatura de 23 ± loe 97, con una humedad relativa 50-60% y dclos de luz 

osQlridad de 12/12 horas. Los ratones se repartieron aleatoriamente en 9 grupos de aruerdo a los tiempos de 

saaifido que lueron de: 45 min, 90 min, 3, 6, 12,24,48,72 Y 96 h po~nyecd6n, eligiéndose 4 dosis seriadas con 

intervalos de 2 mg entre cada una que están por debajo de la OLSO (14 mg/kg) calculada con anterioridad de 

acuerdo al método de Ulhfield y Wilcoxon ~"", ~endo las dosis aplicadas de 6, 8, 10 Y 12 mg/kg por via 

intraperitoneaJ. Se fonnó un grupo control de 4 animales quedando (onfonnados los grupos como se aprecian en el 

cuadro 2. 
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GRtI'Q 

TIEMPO 

6 mg!kg 

8 "'JIkg 

10 "'JIkg 

121T1J1<g 

Cuadro 2. GRUPOS DE RATONES CONFORMADOS POR DOSIS Y TIEMPOS DE SACRIFICIO POSINOCIUCION DE 

CASIOPEINA 111. 

1 2 J 4 5 6 7 8 9 10 

45MIN. 9OMIN. 3h. 6h. 12h. 24h 48h. 72h. 96h. CONTROL 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 

1 1 1 I 1 I I 1 1 I 

1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 

Hecha la asignación de dosis/t~mpos de sacrifido se procedió a la preparación de Casiopeina® 111 hacendo los 

cálculos correspondientes, obteniendo una concentración de 0.72 mg en 1 mI. Una vez obtenida la cantidad en 

miligramos del compuesto, se pesaron los animales para asignarles su dosis correspondiente en mgIkg de peso 

corporal Posteriormente se soIubilizó la Casiopeina® utilizando doruro de sodio al 0.9 % como solución fisiológica más 

compatible debido a que en este medio conserva su concentradón con mayor estabilidad y un mejor roefidente de 

extinción 100, una vez disuelta se aforó con la misma solución hasta obtener un volumen total de SOml a un ph final de 

7.2 Y concentfadón molar de 2.4457E-3mJl; de tal forma que se preparo in situ antes de su administradón para evitar 

degeneración por el vehiOJ10 al paso del tiempo ~ as . 

Se eligieron animales sin implantes tumoráies o oon el padecimiento cancerigeno, para descartar posibles alteraciones 

provocadas por el proceso tumoral en su reacdón coo el compuesto experimental; como restos celulares de procesos 

degenerativos en la neoplasia. citocinas liberadas por el mismo proceso, régimen terapéutico y ptlSIble síndrome 

paraneoplásico. Al grupo testigo o sin tratamiento, se les administró solamente el diluyente. 

Los animales fueron sacrificados humanitariamente al término de los tiempos asignados por medio de dislocación 

cervical. Posteriormente se realizó la necropsia y se disecaron órganos blanco de mayor importanda en reJadán a 

estudios previos, tales como bazo, pulmón, riñoo, hígado, cerebro y miocardio 56 116152. Pare este fin los ratones se 

colotarorl en posición decúbito dorsal sobre una charola de disección y se sostuvieron fijando sus extremidades con 

alfileres, se humedeció la región ventral con etanol al 96% inidando necropsia con la apertura de laS cavidades 

19 



abdominal, toráxica y craneal para la toma de órganos 152, de cada ratón se obtuvieron muestras por órgano para su 

procesamiento yexam6l histopalolágico y para MET. 

5.2 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA HISTOLOGrA 

Se tomaron muestras de los ratones de todos los grupos para el procesamiento y su e::amen con técnicas de 

histopatología. con el fin de apreciar las áreas o regiones importantes de lesión y dirigir con mayor interés el estudio 

de eUas mediante un e:amen de Microscopía electrónica de transmisión, caracterizando las lesiones más significativas a 

este nivel. 

la muestras obtenidas en esta parte del experimento, fueron: cerebro, cerebelo, bazo, riñón, hígado, corazón y pulmón 

debido a que en estudios histopatológicos anteriores con otras casiopeinas casi idénticas moleaJlannente mostraron 

mayor sensibilidad citotóxica 116 152; tales árganos se fijaron en formalina"1 : 1 O amortiguada con fosfatos a un pH de 7.2· 

7.4, por un tiempo no mayor a 72h. Una vez fijados los órganos de interés se procesaron de fonna automática en 

histoquinett, poteriormente se procedió a la indusián en parafina de las muestras para negar a tener cortes de S{Jm 53 

107; se realizó en cada muestra la tindón habitual de trabajo (H.E) Y una vez terminadas las laminiUas se examinaron por 

medio de Microscopía fotónica l6&lt4ISI. 

Para llevar a cabo un seguimiento de caracterización en las posibles lesiones a presentarse y para efectos de eva!uadón 

ClIalitativa se asignarón grados de lesión; en este caso leve para el 5 al 25% del total de cinco objetivos ~sualizados 

aleatoriamente. moderado para el 25 al 50% Y severo para más del 50%. Además se asigno la distribución de la lesón 

como Focal o mu~ifocaI con solo alguna(s) áreas bien delimitadas del órgano afectado; o Difuso. con más del 70% del 

órgano afectado. 
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5.3 PROCESAMIENTO PARA MICROSCopiA ELECTRÓNICA DE TRANSMISiÓN 

La mitad de las muestras obtenidas de los órganos para histología de todos los ratones, se procesaron para MET, 

teniendo ma)"r interés la búsqueda de lesiones en aquellas muestras que en el examen Histopatol6gico presentaban 

Ies""es importantes. 

RIAOÓN 

Para la fijación de muestras en -MET se obtuvieron muestras representativas de los diferentes órganos antes señalados 

durante la necropsia, después de habe"" perfundido in sitrJ con glutaraldehído al 3% Y amortiguador de fosfatos pH 

7.4 como fijador mediante inducaón directa con jeringa desechable de SOml a presión continua las piezas tomadas se 

cortaron a un espesor no mayor a S mm, se manipularon sobre una gota de fijador y posteriormente se cortaron con 

hojas de bisturí (dentro de la gota), fragmentos de apro~madamente 0.5 mm de espesor o menos. 

Se seleccionaron unos lOa 20 fragmentos de tejido por muestra y se colocaron en tubos de ensaye (para cada órgano 

o tojido) con 2 6 3 mi de glutaraidehído al 3%, uti6zando un tiempo de fijadón de 24 horas 

LAVADO 

Para el lavado de muestras se utilizó solución amortiguadora de fosfatos de 2 a 3 veces para eliminar el fijador primario, 

y con agua destilada 2 a 3 veces para eliminar el exceso de la soludón amortiguadora 

POSRIAOÓN 

La postijación se realizó con tetra6~do de osmio (OsO,) con soludón amortiguadora de fosfatos en proporción .1 1% 

durante 1 a 2 horas a 4°( dejando las muestras en refrigeración. A continuadoo se lavaron las muestras con solución 

amortiguadora (un total de 3 lavados en 10 minutos). 

DESHIDRATAaÓN 

Para la deshidratación de los tejidos se utilizaron alcoholes eb'icos graduales desde el SO% al absoluto con un tiempo 

de 5 a 10 minutos cada uno: 

1. Alcohol al SO% 

2. Alcohol al 60% 

3. Alcohol.1 70% 

.......... " .... " 

.. ................ 

. ................. 

S minutos 

S minutos 

5 minutos 
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4. Alcohol al 80% 5 minutos 

5. Alcohol al 90% " ................ 5 minutos 

6. Alcohol al 96% ........ ,., ....... S minutos 

7 Alcohol al 100% ... " ............. 3 cambios de 10-15 minutos cada uno . 

Dependiendo del órgano, se necesitaron drr ... entes tiempos de deshidratación en cada cambio de alcohol, utilizando en 

algunos casos acetonas como", cerebro y pulmón, después se realizaron 2 cambios de 6xido de prapileno de 10 

minutos cada uno. 

PREINCLUSIÓN 

En esta fase. se mezdó la primera vez uno a uno óxido de propileno y resina epón, dejando el tejido en esta saludón 

durante 1 hora en el tubo tapado y a temperatura ambiente en campana de desecación, Después se hizo una mezda de 

óxido de propileno y resina epón 1:3 respectivamente durante una hora también con el tubo tapado, de esta manera la 

mOlda pudo permanecer más de 24 horas. 

INCLUSiÓN 

En la inclusión, se sacaron los fragmentos para secarse en pape' filtro, mas tarde se colocaron en las cápsulas con una 

gota de sotud6n final de resina epón, identificando las mismas, orientando los fragmentos dentro en su extremo apicaI. 

Se rellenaron las cápsulas con resina epón 812 con dos cambios con resina epón 812 de 60 minutos y posteriormente 

se dejaron poIimerizando en la estufa por 24 horas. 

CORTE Y VISUAlIZAOÓN 

las cápsulas se cortaron en forma de pirámide para muestras semifinas que se tiñeron con azul de tolouidina, Los 

cortes definitivos se procesaron en el ultramicrotomo y se tiñieron con acetato de uranilo al 4% con citrato de plomo. 

Estas se llevaron a visualizadón y revisión al microscopio electrónico de transmisión de manera aleatoria, tomando 10 

campos visuales para búsqueda de lesiones por cada fragmento de muestra procesada. 
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las imágenes de interés fueron procesadas para negatillOs de 32 mm (microfotogralia), selecdonando y revelando 

las más representativas. 

Para evaluar trastornos subcelulares se interpretaron éstos tomando en OJenta anoma~s en membrana 

celular, trastornos compartimentales, patologia de nbosomas, milocondrias, relÍrulo endoplásmico rugoso (RE.R), 

relÍrulo endoplásmico tiso (R.E.l), aparato de Golgi, varuolas y lisosomas. 

Para Devar a cabo un seguimiento de caractenzadón de las lesiones ultraestructurales y para efectos de evaluadón 

cualitativa se asignaron cambios numericos en estructuras como Au~a. disminudón, aumento, agregadón; 

cambios morfologicos en estruc1lJras como Hiperplasia-gigantismo, dilatadón, separadón de crestas mitocondriales, 

lragmentadón, pérdida de la agregación de ribosomas del RER, núdeos fusiformes, dentados, relráctiles, 

con1r.!cción, condensadón heterocromática, nudeolos prominentes, dispersión de cromatina y grado de estos 

cambios como Leve (5-25% de células afectadas en los 10 campos visuales), moderado(25-SQ%) y severo (de mas 

del 50%); en donde un campo visual correspondería en estos términos a la apredadón total de una área dentro de 

la célula. 
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5.4 METODOLOGIA ESTAOlsTICA 

Con los datos obtenidas de las frecuencias de lesiones presentadas de todas las muestras se despejaron tablas de 

contingencia a partir de la base de datos del Programa Excel Microsof office' .. "ion 2000" para Pe. Los resu~dos 

obtenidos de las lesiones microscópicas al microscopio fotónico y subcelulares, fueron analizados por medio del método 

estadístico de Ji ruadrada y comparados mediante la prueba exacta de Rsher 11), 

Se realizó una prueba estadística (Ji cuadrada) y el programa CAT-MOO del paquete SAS/STAT" 1991, para detenminar 

si había algún efecto de la casiopeína sobre las lesiones microscópicas y ultramicroscópicas. en órganos y organelos 

respectivamente con respecto a la dosis utilizada y el tiempo de saaificio del animal. 

-Microsoft úcd ZOO); (9.8.2812). Co~htO 1983-1999; to'daosolI Coorpcnlion. 

·"STAT51lCA SASlSAT ForVimclows. Rea5ze 5.1 '97 edilion. ~ICl984-1997; by ÑatSoIt, Inc. 
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6. RESULTADOS 

la administraóón de Casiopema® m por vía iP en los ratones, tuvo como coosecuenda la presemadón de cuadros 

. dinicos con manifestaciones tóxicas cardiovasculares y nerviosas; así como cambios relacionados con alteraciones 

anonnales de estructuras a diferentes niveles, Durante el transOJI'SO de la observación dínica.los prindpales signos que 

se presentaron dentro de las primeras 24h a d~erentes tiempos posinOOlladón del compuesto e:<perimentaJ fueron: 

polipnea. taquicardia, agitaciÓfl, midriasis, postración, somnolencia con pasividad extrema y en varios animales se 

manifestó falta de Iocomodón (Cuadro 3). 

Cuadro 3. Prindpilles signos dlnícos observados en los ratones durante las primeras 24 hOfilS 
posinoculadón de CdSiopeina@ 1/1 via IP. 

Tr.r.po posroculxMn I~- INo.rrO~ I ~ilti):1t5 en ronft'ot:!; 

10.6Oseg at'" 18136 
debilklad 6136 
poIipnea 12136 214 
dlsnea 12136 
convulsiones 8136 

1~5m:n - 6136 
epIsIaJds 4136 
somnolenda/depresión 10136 1/4 
postración 9136 1/4 

5-1Smin hipotennia 6136 
hiperestesia 3136 
depresión 5136 
!!guicardia 21/36 

15-1h nidriasis 2/36 
somnolencia 7/3f:J 
fatiga 9/36 

1-12h polipnea 10/36 
postraciín 5136 
hipotennia 3136 
paOvicIad 10/36 

12-24h SOIlllolenda 3136 
pasividad 3136 
anorexia 9136 
hematuria 4136 
disenteria 2136 
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la inducción y distribución rápida del complejo de coordinación condujo a la aparición de estas manifestadones 

tempranas sobre todo en los primeros 15 m~utos y en animales tratados coo dosis mayores deS mglkg (Cuadro 4). 

Algunos animales manifestaron ataxia, depresión, convulsiones con tendencia a hacinarse en las esquinas de las jaulas; 

sin embargo al administrar solo el vehículo en los animales coo1rol (O.5ml de agua destilada) por la misma vIa, estos no 

mostraron semiología anonnal, salvo ligera agitadón con aumento de frecuencias respiratoria y cardiaca, estando activos 

todo el tiempo y con un consumo de alimento nonnal. la mayor parte de los signos clínicos presentados se observaron 

durante las primeras 12h, posterionnente fueron disminuyendo su intensidad y frecuenda de presentadón propidando 

una recuperad6n gradual en la activk!ad psioornotora de todos los animales tratados. 

la mayor parte de los signos dínicos observados, tuvieron origen neurológko con notoria descompensaci6n 

cardiorrespiratoria debido a las manifestadones dinicas prindpales de ataxia. convulsiones, taquicardia y polipnea 

respiratoria consecutiva 

Cuadro 4. Principales signos dínicos observados a diferentes dosis y tiempos de sacrificio después de la 
administación de Casiopeina® 111 vía IP 

TIEMPO/OOSIS 6mg/Kg 8mg/Kg 10rng/Kg 12mg/Kg 
45 mln, Ataxia, convulsiones, Convulsiones. midriasis, Diseña, taqJicardia, lXsnea, taquicardia. 

poHpnea. debi6dad somnolencia ~. sormolencia ataxia. dÓpres~n 
90 min Alaxia, disnea, debilidad, Alaxia, poIipnea, Ataxia. convulsiones, SomnoOncia. 

Postración depresión SOOIIoIencia Ilsnea. postración 
HiDOlennia 

3h .. AIaxia, taquicardia, Somnolencia, AIaxia, epistal<is. disnea. AIaxia, taqJicardia, 
001""" .. debi6dad Debilidad, cansancio depresión MidrIasis, somnolel'lCia 

6h .. 

=~ 
Hiperes1esia, epistaxis, Taquicanfa, Hiperes1esia, postración, 
taouicardia, hiDOlennia conwlsiones, ..,ji"" .. hiootermia. anore~ 

12 h .. OebiIidad, disnea, ataJda Taquici>'1foa, ataxia. Taquicardia, poIi¡lnea, Taquicardia, depresión, 
~, hiperestesia atá.ia. convulsiones anorem. posÍraci6n 

24 hrs Disnea. cIebiIidiad, foidriasis, depresión, AIaxia, hiperestesia, PosIración, epista>ds, 
pos1racoo AIaJcia AIaxia, ciepresión somno<ncia, disnea 

48h .. Ataxia, depresión, diseña Hiperes1esia, poipnea. I Taquicardia. pos1ración, Taquicardia, pos1racoo, 
hipolennia anorexia, SOIl1I1dencia, dep"esión, anorexia 

debilidad 
72 h .. Anorexia, depresión, Taquicardia, ana.xia, Oebilklad, depresión, Somnoenc~ postradón, 

laquicartia, d'1SIlea, depresión, ataxia. hipotermia, anorexia hipotermia, anorexia 
midriasis cisnea, 

96 h .. Ataxia, disnea, Hrperes!esia, poIpnea, Taquicardia. AWja, convulsiones, 
taquicardia anorexia, postración convulsiones, midriasis. depresión, anore>ja 

ataJda 
Control Inquietud. taquicardia Somnolencia Taouicardi<t 
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LESIONES MACROSCÓPICAS 

A la necropsia, el ronjunto de lesiones maaosoíplcas obSO!Vadas. se Umilaron prácticamente a órganos 

parenquimatosos y serosas de cavidades toráxica y abdominal (Cuadro 5). 

En la inspeaión externa. piel y faneras no presentaron lesión aparente. el t<jido celular subcutáneo de algunos 

animales presentó edemas aislados con masas muswlares adjuntas integras. 

En el aparato gastrointestinal no se observaron a1teradones macroscópicas, saJw equimosis aisladas. en solo dos 

casos. en la murosa de la primera pordón de intestino delgado. el higado de algunos ~nimales presentó áreas rojo 

oscuro bien delimitadas' sobre todo en las áreas de afluente portal además de moderada hepatomegalia. En el 

aparaln respiratorio se 01lserW en seis casos rongestión difusa de lóbulos pulmonares con integridad de vias aéreas 

superiores. En órganos genttourinarios. solo se evidendó ligera congestión de la superlicie cortical renal. 

Cuadro S. lesiooes macroscópicas de mayor relevancia· originadas por la aplicación de Casiopeínaa 111. 

Lesión I Observadones I ConfmIes 

Asdtis 13/36 214 

Hidrotórax 14/36 0/4 

Hidropericardio 8/36 0/4 

Congestión general 5/36 0/4 

Edema subcutáneo 6/36 0/4 

Isquemia periférica 5/36 0/4 

Esplenomegalia 7/36 0/4 

Hepatomegalia 8/36 0/4 

Congestión pulmonar 5/36 0/4 

• N hacer la l'eO)JiIadón del total de frec:ueOOas con <p.e se presentan cada lila de estas lesiones. sokI se toman a consideración o como 

~ las lesiones con un mínimo de S obsenadones. 

En la inspecdón de sistema cardiovascular se encontraron lesiones taJes como: pericarditis serosa, congestión 

general Y espIenomegalia; asi como alguoos animales ron moderada Isquentia periférica. Los daños en serosas 

fueron más ootoOOs. cerca de un 40% de los animales presentaron asdtis y peritonitis serosa; hidrotórax. pleuritis 
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serosa e hidropericardio sin compromiso de membranas sino'o1a1es en las articuladones (Cuadro 6). No hubo 

evidencia de ~ón a nivel macroscópico tanto en sistema nervioso c.entrat como en periférico. 

Cuadro 6. Lesiones maaoscópicas observadas en los ratones después de la administración de 
Casiopeína® 111 via IP: 

TIEMPO/DOSIS 6mg/Kg 8mgfKQ IOmg/Kg 12ma/Ko 
45min ligera congestión H~rotórax, Ascitis, hepa!omegalia Ascitis 

pulmonar renal h~ro"eriGlI1lio 
90 min Edema subcutáneo Hidropericardio Hidrot6ru Congestióo 

generalizada, 
heoatomeoalia 

3 hr Congestión esplénica Espknomegalia, «lema Ascitis Hepa!omegalia 
subcutáneo 

6 hr Ascitis Edema genera!zado Hidrotórax, Isquerria generalizada 
h~~K> 

12 hr Espleoomegalia. Hidrotórax Ascitis, congestión Hepatomegalia, 
h~ . io Qeneral espknomeqalia 

24hr Ascitis, espknomegalia Ascitis Espknomegalia. «lema Edema subcutáneo, 
subcutáneo Ascitis 

48 hr Pericarditis Hidropericardio HidropericardK>, Hepatomegalia 
espknon~Ha c~estión ",,~monar 

72 hr Ascitis, hidrotórax IMrotórax, «lema Ascitis, isquemia Espknomegalia, 
subOJtáneo generalizada, hepatomegalia, ascitis 

heoatomeoalia 
96hr Congestión pulmonar, Congestión general, Ascitis, hidrotórax Hepatomegalia ligera, 

hid '0 hid '0 ascitis 
Control l~ero«lema 

subartáneo 

En el caso de los 4 animales rontroles, las lesiones macroscópicas enrontradas, corresponden solo a la acOOn 

traumática e irritativa del vehiaJlo en su aplicaOOn romo: Ascitis, peritonitis, congestión abdominal y hemonragias 

localizadas en los puntos de aplicadón del vehirulo. 

LESIONES M1CROSCÓPICAS 

En el examen histopatológiro se revizó el hígado, rorazón, cerebro, bazo, riñón y pulmón. La mayona de las lesiones 

se presentaron siguiendo una distribución de localizada a muItifocal y en grado leve (Cuadro 7). 
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Cuadro 7. Hallazgos microscópicos de mayor frecuencia en los 36 animales tratados con Casiopeína® 111 y 
grupo control. 

lesión mícros<ópica I 
Degeneración hidrópka hepática centrolobulillar 
Degenerad6n de fibras mU"..culares cardiacas 
(degeneración sartolémica) 
Congestión paracortical renal 
Congestión esplénica 
Infiltrado linfático perivascular hepático 
Hemosiderosis esplénica 
Megacariocitosis esplénk:a 
Hiperplasia linlaicle y de ganglios hemales 
Edema inter.;tid~ (interalveolar septal) 
Congestión epicárdica 
Degeneradón tubular ren~ (pararorti~) 
Congestióo cerebral 
Edema perivascular cerebral 

Tumefacción cerebral 

No. de ohseoodones 
22/36 
10/36 

10/36 
17/36 
5/36 
7/36 
12/36 
11/36 
9/36 
16/36 
7/36 
5/36 
10/36 
9/36 

I Animaks control 
0/4 

El hígado de la mayoría de los ratones tratados ron la Casiopeína® 111 presentó un. lesión caracteristica 

correspondiente a degeneración hidrópica centrolobutillar (Rgura 4), algunas veces coo áreas de afecdón cortical coo 

ligero edema Y congestión. En el corazón se observ6 degeneración de fibras mUSOllares cardiacas (Rgura 5) y en 

algunos C!SOS miocarditis con congestión moderada y edema intersticial además de ligera peicarditis. sin afección en 

ninguno de los casos del endocardio. En el caso del pulmón se detectó la presencia de pequeñas arumuladones de 

materi~ proteico y heritrodtos en espados alveolares y en ~gunos casos áreas de neumonía interstidal; las paredes 

alveolares de una gran parte de los animales se encontraron ateledásicos total o pardalmente colapsados y 

engrosados. sobre todo en lóbulos caudales e intermedios. En algunas áreas pulmonares, los vasos sanguíneos de 

mediano c~ibre presentaron acúmulos de linfoctos y células plasmáticas (hiperplasia [¡n!cide) y focos aislados de 

congestión (Rgura 6). sobre todo en aquellos animales que se sacrificaron a las 48. 72. Y 96 h posinoculadón con 

doss de 10 Y 12mg/kg. 

En riñón, se identificaron áreas de degeneradón tubular proxim~, distal y paracorticaJ con zonas de necrosis (Figura 7), 

con áreas de infiftradón linfoide, oongestiÓll difusa y edema intersticial; sin compromiso total del parénquima, pero con 

afectadón prindpal en las zonas de aflueda. vasrular glomérular. 
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En cerebro, la única lesión que se encontró fue edema perivasadar focal de aparienda mínima con muy pocas áreas 

de congestión (Figura 8). 

8 bazo fue uno de los órganos con más cambios histológicos, observándose áreas con un aumento considerable de 

pigmento hemático (hemosiderosis) y moderada congestión con atrofia de nódulos tinfaides (Figura 9); además de 

aumento del número de megacariodtos de localización ¡>aracortical en n~adon al parénquima-estroma nonnal de 

animales sanos determinado por el número promedio de este tipo de celuIas que se precentan en 10 campos 

visueles (fogura 10). 

Figura 4.- 5e<dón de hígado en el OJal se aprOOa degeneraáón hidrópica 
centrotobufillar, asi como ligero edema interstidal. (H.E.40X) 
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Figura 5.- Secdón de miocardio en el cual se observa degeneradón de fibras musculares 
cardiacas, así como ligera congestión (H,E.l00X) 
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Figura 6.· Secdón de pulmón en el cual se observa edema intersticial con engrosamiento 
de paredes alveolares e hiperplasia 6nfo~e. así como ügera congesti6n. (H.E.40X) 
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Figura 7.-Sección de riñón en el QjaJ se observa degeneraáón de túbulos proximales y 
ligero edema intersticial. (H.E.40X) 
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Rgura 8.- Secd6n de encéfalo en el cual se observa edema perivascular. (H.E.l00X) 
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Rgura 9.- Secdón de bazo en el OJal se apreda ligera atrofia de nódulos 6nfoides y 
abundante hemosiderina. (H.E.25X) 
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Rgura 10.- Corte de bazo en el cual se observa numerosos megacariodtos y abundante 
hemosKlerina (H.E.40X) 
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la ma}Or parte de las lesiones microscópicas que se observaron en microscopia fotónica se presentaron casi en todos 

los casos a diferentes dosis y tiempos de sacrificio. incrementándose su freOJencia de apaiidón sobre todo en aquellos 

animales que recibieron mayor dosis y que se sacrificaron a mayor tiempo posinOOJladón, los animales control no 

tuvieron lesiooes aparentes s~nific¡¡tivas (Anexo No. 18). Los órganos que resultaron mayormente afectados a nivel 

histológico fueron el bazo y el hígado. Para la descripción de dichas lesiones se elaboraron cuadros para cada uno de 

los grupos en reladÓll a sus tiempos de sacrificio y dosis asignadas. frecuenda de cada lesión. la presenda o no de 

estas lesiones en grupo control, grado e intensidad de la lesión, distribución y QJISO (Anexos 1-10 y anexos 11-43 ). En 

términos descriptivos solo se presento una sola lesión como estadísticamente significativa (p<O.05) que fue congestión 

pararortical renal ['Ier anexo No. 32). 

HALLAZGOS SUBCELll.ARES 

De la misma manera que en el examen histológico, para el análisis con MET, se procesaron muestras de hígado, 

corazón, cerebro, bazo, nilón y pulmón, La inoculadón de Ca~opeIna® 111 en este caso, indujo en las c~ulas de dichos 

órganos cambios numéricos y estrudurales de membranas, organelos y matriz citoplásmica. Muchas de las alteradooes 

estrudurales eran comunes en varias estirpes celulares (Cuadro 8A Y 8B), Y algunas de ellas comprom<tlan la 

integridad fundonal de las reulas, originando cambios drásticos por procesos degenerativos internos. Generalmente las 

alteraciones sulx:elulares observadas fueron más evidentes en células epiteliales y en grupos celulares próximos a 

afluentes vaSOJlares. 

En las membranas celulares (internas, externas, nudeares y de organelos), las discontinuidades ° perforadones 

adquiridas fueron poco sobresalientes; las fonnas anonnales o ·bizarras" como: distorsiones, identadones, 

invaginadones, evaginaciones y asimetrías (esferocitosis. etiptocitosis) se ~taron en catorce de los 36 animales 

tratados sobre todo en eritrocitos, macrófagos Y linfocitos que se encontraban enclaustrados en los vasos y capilares 

propios de los órganos afectados o bien libe"ados en su intersticio; además de dichas alteradones algunas de sus 
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membranas se presentaban en formas muy inestables con sa6da de contenido plasmático (piropoiquilocitosis). Otros de 

los defectos adquiridos de las membranas celulares observadas, son la pérdida de microvellosidades en los lúbulos 

contorneados renales tanto proximales como distales observado en solo 3 animales tratados. así como aparente 

distorsión y desprendimiento de membrana en podocitos glomerulares en 12 de los 36 animales exepto grupo 

controI(Rgura 11). 

Cuadro SA. Hallazgos ultramicroscópicos de mayor freaJencia en los 36 animales tratados con Casiopeína® 
111 y grupo control. 

lesión ulttamicroscópica I 
Gigantismo mitooondrial (megamitocondrias) 
Pérdida de la agregadón ribosómica 
Aumento de npidos intracitoplásmicos 
Distorsión de bandas Z y discos 
Intercalares 
Oilatacón de crestas mitocondriales 
Engrosamiento de membranas basales 
Hipercromatosis 
Pérdkla de podocitos gromerulares 
Edema inlersdal 

No. de observaciones 
25/36 
20/36 
19/36 

16/36 
15/36 
14/36 
13/36 
12/36 
12/36 

I Animales control 
1/4 
1/4 
1/4 

1/4 
0/4 
0/4 
0/4 
0/4 
0/4 

En el caso de las membranas neuronales, se observó la fijadón de un material electrodenso que por sus carad:eristicas 

visuales era compatible con precipitacioo de metales; tonnándose áreas concéntricas o depósitos aislados 

principalmente alrededor de fibras nerviosas mielinicas (Figura 12). En el caso de las membranas basales tanto de 

epiteflos respiratorios a::mo renales, se observó marcado engrosamiento (Rgura 13), lo que oMginaba desplazamiento 

de grupos celulares cercanos y distorsión del patrón morfológico local en solo cuatro animales. 

En los complejos de unión, nexos y desmosomas, las lesiones se evidenaaron en los procesos intercalares de fibras 

musculares cardiacas de 16 animales, mostrando malformaciones en zonula odudens que se presentó mal delimitada, 

con parcial, hasta total inhibición de contacto (Figura 14). 
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En aqueUas células que resultaron más al_das, las rnitooondrias mostraron baja densidad electrónica sobretodo 

en su compartimento externo; mientras que en el interno solo se observó material amorfo normal de alta densidad 

compatible prindpalmente por sales de calcio inorgánico, ribosomas y DNN~. Muchas de las mitocondrias afectadas 

presentaron dilataóón excesiva de sus crestas sin necesariamente estar involucradas en un entorno degenerativo 

celular. Las principales a1teradones observadas en mitocondrias fueron el aumento en el número de ellas 

(hiperplasia), y las variadones de tamaño que es relatiw al tipo celular al que pertenecen; en este oontexto, sobre 

todo en músculo cardiaco y en el hígado se evidendo gigantismo (hipertrofia o megamitocondrias) en 25 de los 36 

animales. 

Así mismo, la mayor parte de las mitocondrias afectadas en una fibra muscular, presentaban más crestas de las 

normales en dirección longitudinal y a menudo dichas crestas mostraban aberradón, oon arquitectura anormal y 

espados intermembranosos muy estrechos que contenían una matriz altamente electrodensa (Agura t5). Por lo 

general en los animales que redbieron dosis de 10 y t2 mg/kg, los defectos de gigantismo rnitocondrial estaban 

acompañados por otros tipos de alteradones subcelulares como indusiones aisladas. 

Algunas mitocondrias anonnales de células renales, hepatodtos y fibras musculares cardiacas de animales que 

redbieron dosis de 12mglkg se encontraban en tumefacOón con pérdida total o pardal de sus membranas, crestas 

y de la mabiz interna; y por lo general tenían una distribución metacéntrica. 

los lisosomas de macrófagos en el hígado (células de Kuppfer) y del bazo prindpalmente, tenían un aumento 

considerable de su tamaño y en contraste, otras células fagociticas caredan pardal o totalmente de ellos. Los 

marrófagos del bazo presentaron marcada digestión lisosómica de eritrodtos fagocitados, evidendándose con 

cuerpos residuales intradtoplasmáticos, vaOJolas gigantes, fagolisosomas y abundante hemosiderina extracelular 

depositada. Generalmente las células que se enrontraban en procesos degenerativos o apoptósicos rontenían 

estructuras lisosómicas activas con perforadones y rupturas de membrana induso cerca de sus núcleos y cisternas 

de origen en aparato de Golgi. 
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Cnn respecto a estructuras adquiridas intracelulares. como las inÓJsiones que son prinápalmente pre<ipitados 

moleculares. en algunas células del bazo se observó awmulaaón de glucógeno en lisosomas y vamolas 

descartandose la posibilidad de mnfundir la visualizaaón mn artitiaos. En el hígado se encontraron células mn 

indusiones poco caracteris1icas. aunque mmpatibles morfológicamente mn aalmulos de fipidos en vamolas o libres 

en el <itoplasma en 19 animales tratados y uno de! grupo mntrol (Rgura 16). las vamolas observadas presentaron 

tamaños irregulares sin alteradón aparente de su membrana simple. dispersas por todo e! citoplasma con colocadón 

prinopal metacéntrica. En varios grupos celulares de solo 6 animales con dosis de 8 y lOmg/kg. se observó la 

presenda de aaímulos intercelulares con características ozmofilicas mrrespondientes a colágeno que formaban 

'mallas' con patrón molerular irregular en ocasiones mn distribudón semejante a fibrina. 

Los cambios mortol6gicos en manto al aparato o mmplejo de Golgi. básicamente fueron de tipo prolrreratiw y 

degeneratiw. Se encontró disminuaón de! patrón de adherenda entre sus astemas en los hepatocitos con 

degeneradón centrolobufillar aunado a la pnesenaa de vamolas lipidiGls ampliamente distribuidas sin afeaión de 

células periportales. En algunos GlSOS mmo en animales con dosis de 12mglkg el aparato de Golgi apare<i6 

tumelacto Y tanto las cistemas como sus vesículas de desprendimiento no mostraban mntenido y en fragmentos se 

presentaban sus membranas colapsadas. En el GlSO de RER. las alteradones más evidentes fueron. hiperplasia de 

cisternas. perdida de nbosomas y pol~omas de su sitio de adherenaa de la membrana de RER en un total de20 

animales tratados, con un aumento drástico de monosomas libres en el dtoplasma sin evidenda en el grupo control. 

Además se observó la pnesenda de dstemas dilatadas en grado variable. que por lo general contenian un material 

elearodenso finamente granular o fibrilar • y solo en algunas células presentaban uno o varios merpos 

electrodensos oorrespondientes a üposomas. En las células hepáticas y renales las dstemas del RER aumentaron en 

numero prinápalmente en dosis de 10 y 12 mglkg. estas fonnaron masas más o menos compadas lo que se puede 

caracterizar como -agregados tubulares·, los hepatodtos, sobre todo, presentaron al mismo tiempo arumuladones 

moderadas de glucógeno (Rgura 17). 

Cnn respecto el núdeo. se evidenaó en algunos tipos celulares fragmentadón de heteroaomatina con picnosis y 

Glriorrexis en aJfSO. Muchos de los núdeos anonnales presentaban formas capridlOsas. divisiones y OOncentraaones 
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de material heteroaomático apreciándose como resultado polinudeos y nudeolos prominentes en 11 de los 

animales tratados y uno solo del grupo control (figura 18). Algunos de los núcleos de mayor afedación presentaron 

fusión continua de su doble membrana sin aparente visualización de sus poros y en segmentos hubo fracturas con 

rlberadón de material nudear. Otras lesiones subcefulares con menor frecuenda de presentación fueron: edemas 

perivasadares discretos en cerebro y en varias otras focaJizacíones como bazo e hígado. desmielinizadón de fibras 

nerviosas, dilatadón de sinusoides hepáticos, aumento de filamentos intermedios en varias estirpes celulares 

prinópalmente en endotelios, en las fibras musculares se evidendó distorsión de bandas Z y sarcómeros en 16 

animales (figura 19) , en células de paredes alveolares, se evidendó desprendimiento y degeneradón de neumodlos 

tipo I y maaófagos alveolares, con engrosamiento moderado de las paredes alveolares, en neumodlo tipo 11 pérdida 

pardal del surfactante Y tumefacdón interna en solo 7 animales tratados (F'9tua 20). 

los órganos que se ~eron más afectados a nÍ\E/ subcelular por la incorporadón de compuesto experimental via 

intraperitoneal fueron el riñón y el higado con 16 y 13 d~erentes tipos de alteradones subcelulares por órgano, 

siendo las estructuras subcelulares más afectas las membranas y los núdeos. Estadisticamente solo se considera 

como significativa (p<0.05), la alteradón mortológica inducida en núcleo (Ver anexo No.45). No se encontró 

evidencia estadística significativa que indique una relacón directa de las lesiones con el tiempo de sacrificio o con la 

cantidad de fármaco utilizado. los animales controles no demostraron cambios ultraestudurales importantes para 

ser considerados. la mayona de las lesiones importantes como gigantismo mitocondrial, pérdida de agregación 

ribosómica, hiperaomatosis, engrosomiento de membranas basales y compleJos de union alterados, se presentaron 

prinópalmente en los órganos 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, reconociéndose un efecto menor a partir de las 96h. de sacrifido (Anexos 

44-53 y anexos 54-61). 
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Figura 11.~ Microfotografía electr6nica de células renales en la cual se observa Pérdida y fusión de podocitos glomerulares (flechas), 
membrana basal (Mb), Núdeo (N), célula mesangial (Cm), célula parenquimal (Cp), mitocondrias (M), espado urinario (Eu}. 30000X. 
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Figura 12.- Miaofotografia electrónica de célula cerebral en la. cual se observa precipitación perizonal en vainas mielíllicas y debridad6n de 
las mismas (flechas), vainas de mielina (Vm) citoplasma (C), membrana celular {Mc).40c00X. 
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Figura 13.· Microfotografía electrónica del Pulmón en la cual se aprecia engrosamiento de la membrana basal con pérdida de continuidad 
(Hechas), moderado edema (Ed), inclusiones grasas (1), nudeo (NI, espacio alveolar (Ea), eritrocito (E).4000X, 
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Figura 15.- Microfotografía electrónica de corazón en al cual se apreaa gigantismo (Megarnitocondrias) en fibrilS musculares (flechas)'. 
crestas mitocondriates (Cm), miofibrittas (Mf), zarcómero (Z), bandas Z (bl), Núcleo (N), membrana nudear ·:Mn), E!JCfomatina (ElI), 
heterocromatina (He), aparato de 90lgi (Ag).58000):. 
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Figura 16." Microfotografía electrónic~ de Hepatodto en dc-nde se puede apredar lípidos intracelulares (flecha), edema (Ed), preopitado de 
cobre principalmente intramitocondrial (Pe) núdeo, mitocondria (M), núdeo (N), eucromatína (Eu), heteroaomatína (He), membrana 
nudear (~ln). retículo endoplásmico rugosó (RER). monosomas (m), membrana celular (Mc).300Cl0X. 
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Figura 17.- Microfotografla electrónka de hepatocll.o en el cual se demuestra marcado aumento del glucógeno (g), Núcleo (N), dispers~)n 
de heterocromaOna (He), fipidos intradtoplasmáticos (L), m~ocondrias (M), retíruto endoplasmico rugoso (RER). 20000X . 
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Figura 18.- Microfotografía electr6nica de células renales en donde se e'tidencia nudeolo prominente(No), pérdida de microvel1oddades en 
túbulo contorneado distal (flecha), depledón de membranas celulares en la base (MC), células epiteliales del túbulo (Ce), núdeo (N), 
mltocondrias (MI, membrana basal (Mb), eritrocitos (E}.8000X. 
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Figura 19.- Microfotografía electrónica de Fibra muscular cardiaca en la cual se aprecia distorsión y debrkladón de mio~brillas (Hechas), 
bandasZ (Bz), zarcómeros (Z/. megamnocondrias {M).58COOX. 
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Figura 20.- Microfotografía e-~ctrónica de ne-umocito tipo 11 (N2), donde se demuestra ligero pérdida de matenal sufactante (Hechas) y 
degeneración de célula endotelial (Ce), Nüdeo (N), mitocondrias (M). membrana celular (Me). membrana basal (Mb). eritrodtos (E), 
nudeolo {No). 8000X. 
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7. DISCUSiÓN 

Con base en los resultados obtenidos durante el experimento, la administradón intraperitoneal de Casiopeína® 111, 

induce en los animales tratados el desarrollo de cuadros dínicos que manifiestan signos y lesiones a dWerentes 

escalas morfológicas. la mayor parte de los cambios patológicos ObsefVados, pueden tener sustento fisiológico 

atribuible directa o indirectamente a los me<anismos de aaión del fánmaco estudiados con anterioridad como 

interacción con el AON nudear mediante enlaces no covalentes con guaninas o citosinas y conjunción con dtoaomos 

en mitocondria 1915J 1St. 

No hubo toxiddad aguda, en base a que no presentó ninguna muerte prematura o aguda durante el transcurso del 

experimento que duró 96 h, sin descartar electos crónicos posteriores, además las lesiones cursarón con 

distribudones focales y en grado leve, sin comprometer áreas importantes de órganos. En estos términos es 

conveniente diferendar las posibles lesiones originadas por los mecanismos de acoón del fármaro o subproductos 

del mismo, a aquellas originadas a partir del 501_e util~ado, punto de apticadón, modo de inducdón, sacrifido, 

fijación y procesamiento general de las muestras que pueden damos como conseruenda, la visualización esporádica 

de artifldos o datos erróneos de interpretadón morfológica que en este tipo de estudios es común observar. Así 

mismo es necesario distinguir alteradones primarias de las serundarias de tipo morfológico y fisiológico. Por 

ejemplo para didlos fines se considera un cambio primario morfológico el daño a membrana plasmática y como 

cambios secundarios o de consecuenda serian el aumento de líquidos visibles intracelularmente, vawolizadón, 

degeneradón turbia de otras estructuras". f>j hacer una reladón dinicopatológica de los signos dinicos observados 

en los ratones, correspondientes a atteradones cardiorrespiratorias y nerviosas. se pueden distinguir lesiones tanto 

microsc6picas como ultramicroscópicas que bien pueden ser el origen fisiológico de dicha semiología. Por ejemplo 

las manifestadones de ataxia, midriasis, e hiperestesia vistas en varios de los grupos. pueden ser evidenda de 

lesiones que se susataron tales como edema perivascular cerebral y a nivel subcelular distor.;ión y ruptura de 

membranas basales en endotelios; o bien signos dinicos como: 
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taquicardia y polipnea pueden ser consecuencia de la degeneración de fibras musculares cardiacas y a menor nivel 

distorsión de bandas Z y discos interca1ares29, 

Para entender la fisiopatología que interviene en los mecanismos de acdón tóxica de un fármaco, se tienen que 

relacionar todos los procesos involucrados desde escalas mínimas (moleculares) hasta ~ observadón de las 

manifestaciones dínicas del organismo tratado y en estos rubros el conocimiento de los procesos que se suscitan a nivel 

celu~r y subcelular son parte importante para entender mejor la reladón estruaura-actividad. 

los hallazgos macroscópicos y ultramicroscópicos observados en este experimento, son más notorios en anima/es con 

tiempos de sacrificio de 24, 48, Y 72 h, mientras que los animales que redbieron la menor dosis de a¡jkadón que fue 

de 6mg/l<g ruYieron menor frecuenda e intensidad de lesiones macros<Ópi<aS sobre todo durante las primeras 3h 

después del sacrificio. Las lesiones degenerativas como rumelacción y degeneradón hidrópica se observaron en 7f1'1o 

de los animales abarcando la totalidad de los grupos confonmados, a excepción del grupo control. Dichas lesiones, no 

necesariamente son atribuibles a los mecanismos de acción directo del fármaco, sino que pueden corresponder a 

cambios dra.l1atorios seamdarios por acción osmótica o hemodinárnica de álstribuci6n del medicamento experimental 1)1 

Uno de los factores que pueden intervenir con los mecanismos desencadenadores de lesiones degenerativas como 

degeneradón renal (paracortical y tubular), centrolobulillar hepática y mUSOJIar cardiaca (sarcoIérnica), es sin duda el 

método de sacriftcio que en este caso fue mediante dislocación cervical, Este tipo de eutanasia induce shock 

neurogénico al interrumpirse vías nerviosas propioseptivas de presión vascular e interacdón con el sistema 

yuxtaglomerular, senos carotídeos induyendo centros gang60nares nerviosos paracardiacos, lo que conduce a una 

descompensación total de aporte sanguíneo con inmediata desigualdad en el aporte de oxigeno sistémico s 1729,. 1 11, 

T rastomos órOJlatorios reladonados a efecto tóxico del compuesto experimental, se observan casi de inmediato o en 

las primeras horas después de su aplicadón, distinguiéndose arritmia, taquicardia, polipnea, disnea, agitadón, 

convulsiones y ataxia. La mayor parte de esta signología es igualmente descrita en la descripdón predínka de otros 

compuestos antinoeplásicos como la cidosfosfamida, el dsplatino y la vinaistina )(1.04 no' 
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Un factor muy importante que se tiene que considerar, es que en el caso de la Casiopeína® 111 los ",",bios 

mortológicos inducidos no son tan drásticos en comparad6n con los desaitos por la acción quimioterapéutica de 

otros compuestos, sobre todo aquellas lesiones microsc6picas irreversibles en parénquima hepático y renal 7' 16, los 

mecanismos de acción de la mayena de los compuestos anticancerigenos son e>identes en epitelios como los del 

aparato gastrointestinal, en donde se observan signos crónicos de diarrea, vómito. lesiones tdcerativas, gastritis, 

enteritis, colitis supurativas severas que en el caso de las Casiopeínas no son aparentes 15.2, Algunas lesiones 

localizadas en este experimento como peritonitis, enteritis mucoide, asdtis, epimetritis, peripanaeatitis e inflamadón 

supurativa de la cápsula renal, corresponden al efecto directo traumático e irritatM> originados en el punto de 

aplicad6n local de la Casiopeina Esto compuesto se puede comportar a la hora de ingresar al organismo como un 

werpo extraño, produdendo trastornos vaswlares con reacción inflamatoria aguda los animales de los grupos 5-9, 

presentaron una hiperplasia de nódulos hemales y de aaímulos linfoides (hiperplasia linfoide) de forma aislada no 

organizada, posiblemente por respuesta celular hada el compuesto dando como resultado un aumento donal de sus 

pobladones localizadas en varios órganos tales como pulmón, higado y riñón; es probable que los mecanismos que 

inducen una donadón o división celular múltiple de estas "neas celulares, resutten como consecuenda del daño 

directo que sufre el Áddo Desoxinibonudeko (ADN) en las células afectadas por ef fármaco, e><presándose en la 

activadón del sistema de reparadón y toleranda (SOS) sobre todo en el bazo con aumento importante de su peso y 

volumen (esplenomegalia) n 119 U6, El aumento interstiáal de tipos celulares mononudeares en el parénquima de los 

órganos afectados no es característico en condidones normales, estos arumulos linfoides se presentaron como 

agregados celulares de tamaño y distribudón irregular ubicados por lo general cerca o alrededor de vasos 

sanguíneos dentro del pulmón y el riñon, este último al tener propiedades hematopoyéticas es descartado de la 

lesión • .<unque estos ",",bios no están justificados como una respuesta inmune inmediata de menos de 4 días que es 

el tiempo máximo de sacrificio de este experimento, el proceso puede estar potendalizado o activado por otras vías 

en donde intervengan además de tinrodnas, factores de multip6cadón celular 6nfoide no especilicos, tales como TNF, 

IL 1, IL2, prostanglandinas, trombo"",,os, factores de diferendadón de células plasmáticas entre otros, que son los 
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primeros en presentarse ante una respuesta celular quimioterapéutica tóxica. como preámbulo a una respuesta 

posterior ya sea mas o menos compleja 1)2075155. 

La mayoria de los medicamentos antineoplásicos están dirigidos para actuar bloqueando y destruyendo relulas de 

rápida división, debido a que el ADN se expresa y expone más eficazmente en sus núcleos activos; esto involucra a 

muchas estirpes celulares y básicamente aquellas de continua sustitudón como epitelios, células sanguíneas y células 

neoplásicas, que al ser afectadas por el fármaco desarrollan como consecuenda comp6cadones secundarias tales como 

alopecia, inmunosupreción, mielosupredón, anemias, exantemas, y exfoliaaones Q1táneas. 

Las moléculas anfipáticas como el caso de las Casiopeinas, pueden tener efectos adversos al mezdarse entre las fases 

acuosa y lipidica de la membrana como sucede con la administración de procaína, dorpromazina. Además, su 

estabilidad termodinámica, labilidad e inerda química pueden permitir un efecto sostenido siempre y aJando se siga con 

un esquema de tratamiento crónico n. Se sabe que algunos complejos con iones metálicos son citotóxicos y 

mutagénicos debido a la coordinación directa del metal a las bases nudeótidas en los sitios aniónicos (fosfatos), los 

OJales se eJlOJentran distnbuidos a lo largo del esqueleto del ADN ya los pares solitarios del nitrógeno en las purinas y 

pirimidas en especial el N7 de la guanina 19, Este tipo de interacción conduce a cambios morfofisiológicos que aparecen 

posteriormente como resultado de estas aheracianes mo","lares y que pueden desencadenar al final la pérdida total de 

una célula o grupos celulares lSo1; aunque en términos reales las Casiopeínas pueden tener óderentes mecanismos de 

acción por varias vías y algunas de ellas pueden conducir a diferentes procesos de degeneración celular como 

apoptosis vía activación de proteasas 11. 

Con respecto a las lesiones subcelulares provocadas por el compuesto experimental, membranas alteradas pueden 

propiciar el desencadenamiento de trastornos secundarios como isquemia, disminución en el transporte de iones yagua. 

mala absordón de glucosa entre otros, originando con ello consecuencias anexas como serían trastornos por 

deficiencias de nutrientes con lesiones histológicas relacionadas como degeneradón centrolobulillar hepática e incluso 

neaosisIl1• Algunas células vasOJlares endaustradas en vasos sanguíneos o espados intersticiales de los órganos 

estlJdiados presentaron membranas muy inestables, aparentemente algunas se fragmentaron y otras desarrollaron 

OJerp05 de gemación y esferocitosis caracterizadas por dlatación de segmentos en la membrana plasmática con posible 
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seguimiento de contenido citoplasmatico, debido a estas características de lesión es posible que la pérdida de colesterol 

se vea favorecida por el paso de fármaco atravez de la membranaSl. En este contexto otro tipo de alteradones 

morfológicas membranales como piropoiquilocitosis y eliptocitosis que fueron observadas muy aisladamente. se pueden 

deber a varios fad:OreS de alteradón moleaJlar del citoesqueleto, tales como la sustitudón de aminoáddos en la 

espectrina, dineinas o miosinas, lo OJal puede ser debido a que la reducdón de la fosforiladÓll oxidativa en procesos 

degenerativos reduce a su vez la producción de proteínas acarreadoras y de membrana como el caso de la proteína 

banda 4.110 que afecta directamente la fluidez y arquitedura de las membranas plasmáticas y al citoesqueláo .. 

No es posible saber si el electo de la Casiope;na®III en este tipo de lesiones subcelulares sea de tipo primario o 

secundario, ya que se ha demostrado por un lado interaa:ión directa del compuesto con membranas y por otro la 

inducción de defectos postraduccionales alterando entre otras cosas la fosforiJadón de espectrina 19 Iil. 

En gk>mérulos renales, ~ pérdida Y fusión de podocitos observada en varios grupos de ratones. pueden tener como 

resultado la reducri6n considerable de la superficie de absorción y filtración selectiva. en caso de no tratarse de un 

artifido de fijadÓll, es posible pronosticar como resultado de lo anterior, el desarrollo de OJadros dínicos con ciertos 

trastornos urinarios tales como dstinuria, glidnuria, aminoadduria, fosfaturia. glucosuria; sobre todo si se aplicara un 

tratamiento crónico del compuesto experimental. Por otro lado las precipitaciones en fibras nerviosas mielinicas 

relacionadas con fijación del producto (Casiopeína® 111) puede dar origen a una acantocitosis perineuronal con 

deposición brusca del contenido de colesterol desminuyendo el potendal de membrana para impulso nervioso. 

Con respedO al engrosamiento de membranas basales prindpalmente vasculares. pulmonares y renales, en donde se 

ob5elVÓ des¡jazamiento celular con distOfSión de la arquitedura celular local. estudios resientes de ME en la ovaluadón 

tóxica de ddofosfamida. revelan una marcada tendenda de que células adjuntas a membranas basales presentan 

distorsión y degeneración por engrosamiento de la misma, sobre todo en riñón y pulmón lo cual también se aprecia en 

animales batados con agentes antimetabolicos y diuréticos, lo OJal deteriora la fluidez de las membranas como sucede 

en el caso de perros con dietas altas en colesterol durante tra!amientos antineoplásioos o por la hiperlipoprot,;nemia 

originada por agentes quimioterapéuticos en humanos u 139151. 
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las anormalidades en cuanto a la morfología y número de mitocondrias denotan patología del mecanismo generador de 

energía que puede comprometer la integridad fisica de las células afectadas. resulta de suma importancia definir el papel 

de dichas anormalidades, como gigantismo e hiperplasia en fibras musaJlares, debido a la importancia que infieren los 

órganos que se estudiaron. Es posible que pacientes marnfferos no humanos puedan presentar mioglobinuria debido a 

la degeneradón y necrosis de fibras musculares cardiacas que acontecieron, y en estados severos complicarse con 

acidosis láctica y reducción de las concentraciones plasmáticas de bicarbonato, debido a que el organismo trata siempre 

de superar la' deficiencia funcional aumentando hasta el lim~e la util~ación de glucosa al aumentar sus tasas de 

respiradón anaerobia .s r.a 111 

En estos términos, el exceso de piruvato produddo puede no ser oxidado por completo por las mitocoodrias afectadas, 

o en su defecto los mecanismos de evaOJación (shuttle) no consiguen mantener el equilibrio adeaJado de estado óxido­

reducción (Redox), lo cual provocana aumento de la addosis láctiea oo. Los daños observados en fibras musculares 

cardiacas, conOlerdan con la evaluación cardiotóxica a la que se sometieron varias Casiopeínas induyendo la de este 

estudio~, obteniéndose para dicho efecto variables de deteri",o como deshidrogenasa láctea (DHL), creatinofosfodnasa 

(CPK), y aspartato sérico trasferasa (AST), teniendo en consideración que su efecto es menos tóxico que otros 

medicamentos anticancerigenos, 

los procesos de hipoxia o anoxia provocados ya sea por acción directa del fármaco al dañar membranas o bien por el 

mismo mecanismo de moque neurogénico propiciado por el método de sacrificio (estrangulamiento), producen cambios 

relacionados con el descoplamiento de la cadena respiratoria y la fosforiladón oxidativa ""'!M 9S 151, la menor 

producdón de ATP reduce la capaddad de la célula de llevar a cabo diversos procesos. entre ellos la biosintesis de 

proteínas, \o Ola! a su vez se refleja en la acumulación intracelular de fipidos visibles como en el caso de los 

hepatocitos, y el desarrollo de gigantismo o megamoocondrias que tratan de nocmalizar la reladón ATP/foJJP adaptando 

una mayor superlide generadora de energía 54 95 106, Un trastorno primario en un organelo subcelular tiene 

necesariamente una alteración molecular inidal y es posible relacionar estos efectos adversos al complejo estudiado 

debido a su naturaleza estructural atómica, la OJal corresponde como se dijo anteriormente a una estructura moleaJlar 

de coordinadán que con respecto a los ligantes, se considera de alta capaddad quelante debido sobre todo a su alto 
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grado de hidrofiliddad 65. Esto sugiere que al poseer la Casiopeína dos grupos funcionales, estos son capaces de 

reacdonar con macromoléculas como histónas, nudeótidos del ADN nudear o mitocondrial o proteínas estructurales de 

membranas en forma rápida teniendo interacdones distintas con las mismas fracdones originando con ello que su 

mecanismo de acción sea complejo JI. 

Una característica morfológica indicativa de efecto fannacotóxiros es el exceso de caldo (Ca) en las mitocondrias 

·Sobrecarga de calcio intracelutar"; muchas mitocondrias con este defecto pueden pasar desaperdbidas ya que el calcio 

se deposita en forma de finos gránulos aislados altamente electrolúcidos101i• a menudo este tipo de precipitado puede 

anteceder a una lesión celular o no aparece en absoluto en modefos experimentales de muerte celular con fánnacos 

antineoplásicos '7" IZO. 

Con respecto a las megamitocondrias observadas en varios tipos celulares a diferentes dosis, en condidones 

experimentales. es común observar mitocondrias gigantes que aparecen en el miocardio y músQJlo esquelético de 

ratones adultos hipertiroideos, durante la anoxia, en adrenales de ratas luego de hipofisectomía, en el hígado de ratones 

intoxicados con derivados de ácido isonicotfnico, Ooruro de mercurio, tetradoruro de carbono, lsoproterenol, 

anfoteridna S, así como en deficiencias protéicas, y de nboflavina 'l. Por lo general este déecto es indicativo de una 

interacdón molecular negativa de los compuestos administrados antes mencionados con la estructura afectada 

provocando un daño tóxico subcelular 1<16 141. Las alteradooes en mitocondrias como aberradón de la arquitectura 

normal, espacios intermembranosos muy estrechos, y matriz altamente electrodensa. se hacen evidentes sobre todo en 

algunas enfermedades metabólicas como la tirotoxicosis humana o sindrome hipermetabólico en animales, en donde 

alteraciones primarias tóxicas o secundarias genómicas de mitocondrias producen una a1teraaón en el mecanismo 

generador de energía por desacoplamiento de la cadena respiratoria con la fosforiladón oxidativa J1 10 91. Algunas 

mitocondrias anormales en células renales prindpalmente de las áreas tubulares. hepatodtos y las m~mas fibras 

mUSOJlares presentaron tumefacción con pérdida de las crestas y de la matriz intema o de alg.ma de sus membranas. 

Este mismo aJadro tóxico se observa aJando se han administrado en ratas 1 mglkg de aflatoxina y en la administración 

de mas de 8.6mg!kg de emetina 14. 
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Alteraciones de membranas aunadas a defidencias en los mecani>mos formadores de lisosomas que dependen sobre 

todo de la integridad de la derivadón de dstemas del oomplejo de GoIgi, pueden inoorporar el riesgo fisiopatológico de 

una disminudón del "estallido respiratorio', células con este tipo de alteradones sobre todo macrófagos. no demuestran 

un aumento considerable del oonsumo de oxígeno. ni un aumento en la producción de 02 y Hz02 durante la fagocitosis 

provocando una disminución considerable de la respuesta del sistema monoático fagodtario 4 161, Se cree que una 

a1teradón inapropiada de la membrana plasmátiGl en los leucocitos poIimorfonudeares y macrófagos impliGl 

flSiolágcamente una aáivadón de la NAOPH oxidasa provoc:ando la despolarizadán de la membrana, incrementando el 

intercambio negativo de iones lo que conUevaña a una degeneración hidrópica ~ 116, 

Las alteradones rlSOSÓmicas 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 deficiencias de una o más enzimas relacionadas 

con su digestión o hidrólisis '* 70 11 II 102 1!D, En algunas células se observó arumuladón de glucógeno, sobre todo en 

higado y en fibras musrulares cardiacas e indusive se reconoció la presencia de glucógeno dentro de las vacuolas. 

dichas caracteristicas morfológicas se pueden deber a procesos degenerativos ","sados por la hipoxia indudda en los 

animales de experimentación al momento de su saoifido. lo que propicia desnaturalización y destrucóón de enzimas 

'glucogenorllicas por proteasas (Gltepsinas, casposas, ~nasas, etc.) activadas en este proceso y sobre todo en la 

apoptósis en donde los cambios mofológicos son menos agasivos prindpalmente en reladón al núdeo 23217110) 1~4, 

En el caso de fas arumuladones exageradas de lípidos en el hígado, estas se pueden deber a la presenda de un 

trastorno fundonal primario del retiOJlo endoptásmico rugoso y ribosomas, debido a que mecanismos comunes de 

degeneración hidrópica trastornan en estas estructuras la producdón de proteínas acarreadoras de complejos lipídicos 

extracelularmente, y por otra parte podría desarrollarse una esfingoliposis figada a acumuladón por deficiencia 

estructural de ¡¡pasas en los lisosomas 11, la presencia de precipitado amorfo visto en forma aislada dentro de los 

lisosomas se debe en gran parte a que el transporte reducido hada estos organelos disminuye el procesamiento 

proteorilico durante las primeras fases de degeneradón celular ylo apoptosis lO, de modo tal que las hidrolasas se 

enOJerrtran en fonnas de mayor peso molecular visibles con ME ", Es posible, que las proteínas plasmáticas que se 

conjuguen con la Casiopeína experimenten desnaturalizadóo por la absordón de la superficie del compuesto, o en su 
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defecto estas proteinas pueden ser induidas junto con la Casiopeína dentro de fagosomas de células fagoáticas corno 

los maaófagos y ser ó¡geridas por proteasas lisosómicas. perm~iendo osi la aposidón de material predpitado en forma 

de cristales. combinándose con el metal cobre (Cu) del compuesto. con formadón de puentes de hidrógeno. pudiendo 

comprometer la integridad total de la célula afectada si en algún momento se perforara la membrana de los lisosomas 

mIS!, Seria recomendable realizar estudios p>St.eriores de microanálisis con rayos X para determinar sí efedivamente en 

la visualización de la ultraestructura de los fisosomas las indusiones observadas son depósitos de cobre o de otro tipo, 

es muy probable que metales pesados induidos intrarelulannente den una predpitación exagerada de plomo o el mismo 

cobre de la Casiopeína® interfiera con el proceso de tinción de las muestras desde su inido reaccionando 

desfavorablemente para la buena visualización de estas estructuras en combinación con el acetato de uranilo l5, 

Así mismo una quelaci6n exagerada del Cu y demás componentes de la Casiopeina que tengan interacdán 

eedrOeStática con grupos carboxilo ionizados de residuos de ácido siáfico de glucoproteínas, puede favorecer la fusión 

de membranas entre enas las de los lisosomas con la membrana plasmática, ~berando secreción no selectiva del 

contenido lisosómico afectando a células anexas, o bien aumentando la penneabilidad de iones a través de la 

membrana, lo que desencadena desestabilidad osmótica y degeneradón 111, lo cual puede ser uno de los mecanismos 

que originó en casos ai~ados lisis de conjuntos celulares (necrosis) en forma aislada Es posible reladona¡ alteraciones 

de uniones tipo nexo y desmosomas con tisis de conjuntos celulares provocados por la Casiopeina. en este sentido se 

observaron zonas ocIudens de discos intecalares en las fibras mUSQJlares cardiacas que carecían de contacto con otras 

en inicios de degeneradón, demostrando con ello un posible aislamiento metabólico, Se ha demostrado en estudios de 

apoptosis indudda por fármacos, que como consecuenda de los procesos proteolíticos internos, las células tratan de 

escapar de! proceso de degeneración de las células vecinas con modificaciones de membrana desde un inido '4' lo! 9.1 ,OS 

En QJanto al aparato o complejo de 6ol9i Y RER. se puede dedr que sus alteradooes ya sea prol~erativas o 

degenerativas tienen que ver en su mayoría con alteraciones moleculares en la síntesis de proteínas ~, ya sean 

primarias o secundarias si es que el dalla produddo fue en un prindpio en el genoma celular o en la transducdón de los 
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ribosomas; para reladonar estos cambios morfológicos con alguna anomalía funcional, se necesitan estudios más 

precisos para estos fines como marcadores radioctivos de glucosamida o lucosa para determinar actividad reladonada 

con glucosiltransterasa 

La percida de la agregación ribosómica a la membrana del RER. junto con la aparición de cantidades moderada de 

polisomas Y monosomas libres en el citoplasma, es un indicio irrefutable de acción toxica det comp4Je&o como sucede en 

muchos exámeness toxicológicos en ratones prindpalmente con CeL. 141, Se ha demostrado que ratooes tratados con 

etionina y actinomidna por YÍa. oral Y intraperitoneal como posible sinergismo quimioterapéutico, provoca cambios 

ultraestructurales del RER. como la pérdida de ribosomas. y la disodacién de polisomas libres o en conjuntos "'. En este 

caso al parecer la desagregadÓll de ribosomas comienza horas después de la administración de Casiopeína y alcanza 

su máximo nivel a las 72 h posinOOJladón aunque es muy posible que el efecto sea reversible al no provocar la 

inhibición total de la síntesis protéica 401, 

Estudios recientes con tiocetamina en dosis única y dsplatino en dosis comerdales, demuestran que se provocan en los 

animales tratados una serie de lesiones ultramicroscópicas sobre todo en células hepáticas que muestran amplia 

dilatación y vesiculizadón de las dstemas de RER así como proliferadón de las membranas del REl, permaneciendo 

dichos efectos por lo menos 48 h l, El dsplatino tiene mucha similitud con la Casiopeina en OJaJlto a sus aspectos 

moleculares y mecanismos de acdón, estudios de electroforesis en gel, han demostrado que ambos tipos de 

compuestos, pueden interaccionar directameote con bases del AON nudear por lo general con ruptura de la cadena 

teroaria (h~ke) y prácticamente la estructura primaria no se ve afectad .. lo cual sostiene algunos de los motivos de la 

aparidón de los cambios morfológicos vistos sin compromiso de la células en general 1S4, 

En otros ensayos predínicos con medicamentos antineoplásicos como el taxol, se han demostrado cambios morfOOgicos 

celulares sobre todo hepáticos. que coindden con lo demostrado por la apicadén de Casiopeina® 111. destacando a 

nivel histológico la pérdida de glucógeno citoplasmático, metamorfosis grasa, degeneadón centrolobulmar y poca o 

nada muerte celular (necrosis). A nivel subcelular 105 hepatodtos afectados mostraron desprendimiento de los 
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ribosomas de las membranas de RER y la desagregadán de polisomas citoplasmáticos, lo Ojal sugiere que los 

mecanismos de acdóo del estos fármacos al estar muy relacionados, también comparten sus mecanismos de 

dtotoxicidad 93. 

Una buena parte de los medicamentos utiüzados contra el cáncer inhiben la sintes~ de proteínas usurpando el sitio del 

Ácido pjbonudéico de transforenda (ARNt) en el momento jl(edso en que debe establecerse en el nbosoma una unión 

peptidica, moléaJias de Casiopeina en su evaluación jl(edinica han d,,"ostrado capaddad para efeduar estos procesos 

a través de diversas pruebas anaIiticas de pureza del propio fármaco como determinadón de análisis aomatográficos 

seruenda/es. Por lo general el resultado de estos mecanismos de acdón es un inevitable daño y compromiso de 

organelos celulares, los OJales se 'en afectados por lo general en forma aguda, con rápida fragmentación y Ionnadón 

de vesíaJlas de RE que parece ser progresiva en la mayoria de los casos, aunque eJ proceso se detiene e involuciona 

después de tenninar con el tratamiento por lo general crónico para la mayoria de los antineoplasicos 1341 S4 9) '17. 

En este caso las alteraciones del REl no fueron tan evidentes, saJvo lógico, en aquellas células que se encontraban en 

proceso de degeneración; esto, se debe posiblemente a que los mecanismos de acción de la Casiopeína no están 

reladonados con la fundón directa del REl y estos resultados son sumamente favorables, ya que una alteradón 

progresiva y crónica severa en REl, pueden inducir una necrosis masiva y en el caso partiOJlar del hígado a una cirrosis 

aguda l12~ W lGoI. 

Es posible que los cambios observados en cuanto a la configuradón de los poIisomas, caracterizados por la tendencia a 

formar agregados o complejos de mayor tamaño y número, pueden estar re!adonados con alteradones directas con la 

síntesis de proteínas, básicamente glucoproteínas (glucosiladán incompleta), GlUsadas por el daño que induce 

Casiopeina en ADN lineal no activo o en fases de G 1 o G2 al momento del acoplamiento o daño de tipo circular abierto 

que es una ruptura simple en una pordón de la cadena en ADN superenrrollado IZ l.ce lSoC, 

El aparato o complejo de Golgi, aparece en algunas células con dstemas y Ve5Írulas de desprendimiento vaáas 

aparentemente y en ocasiones totalmente tumefactas, probablemente este cambio morfológico tenga una relación 

directa con trastornos moleculares como inhibición de la síntesis protéica por acdón de la Casiopena® 111, como se ha 
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mendooado existe una interacción directa del compuesto ron el AON y ARN a través de su acoplamiento con las bases 

nudeótidas, causando una interferenda directa del Áddo Ribonudeko Mensajero (RNAm) oon los ribosomas. 

En otros estudios se ha demostrado que fármacos antineoplásicos del grupo de los antimetab6rrtos, son capaces de 

produdr un retraso en la velocidad de duplicadÓf'l del ADN que afecta sobre todo, dertas funciones relacionadas con la 

etapa de Síntesis (S) del propio ADN y de la transcripción protéica ". Es factible que las células que sufrieroo daño 

prematuro en sus membranas, tengan una menor capaddad de incorporar aminoáddos libres a la formaciones proteicas 

de los ribosomas y a los enlaces peptidicos en aparato de Golgi "" "'. En aparato de GoIgi, hubo aumento considerable 

en el tamaño de algunas cisternas del complejo, lo cual en condiciones experimentales se ha desaito como' simplemente 

-Hipertrofia- por depleción proteica 6155, 

La Casiopelna®III al poseer ligantes diminas y aminoaddatados donadores «().()), jugando estos últimos un papel 

esencial en el reconocimiento celular y otras funaones bioI6gicas, son capaces de unirse a proteinas y al AON, estas 

uniones se han descrito mediante interacciones no covalentes de las cuales destaca. la interacción por acoplamiento 

-stacking" entre anillos aromáticos 125 y es factible, que la pordón molecular de la Casiopeína responsable de la mayoría 

de los cambios moriológicos desaitos recaga en el grupo donador N·N. 

Con resped:o a los pigmentos observados en los espados intersticiales correspondientes en especial a hemosiderina. 

se conoce que la fenantrolina de la Casiopeína® m, es utilizada como indicador del fierro, por lo OJal la aparidón de 

grandes concentradoo .. de pigmento hemático se puede delber en primera a citoto~ddad de eritrocitos (hem6tisis)'~ y 

en segundo lugar a la reacción de Casiopeína y el fierro de la hemoglobina liberada ". 

Uno de los mecanismos posibles por los cuales la Casiopeína ha demostrado efectos tóxicos es que el átomo de Cu 

induido en la moléaJla. por reacciones de óxido reducdón tipo -Haber Weiss-. pueden promover la producdón de 

radicales oxidrilo o superóxido que dañan no sólo al genoma sino a otras muchas estructuras celulares 69. 

Rnalmente la Casiopelna al igual que varios compuestos antineoplásicos ha demostrado actividad antineoplásiOi y 

citostática por entreauzamientos con el AON que sin duda alguna tienen como consecuenda las diferentes alteradones 
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primarias o serundarias en las estructuras subcelulares vistas las cuales no son autónomos y dependen del genoma 

celular 140166. 

Es muy probable que ~ to~ddad de la Casiope;na pueda llegar a indudr una muerte celular (necrosis, apoptosis) de 

primer orden; es decir en un padente con cáncer un porcentaje de células, sean estas malignas o normales sucumbirán 

por unidad de fármaco lO. En este sentido las alteradones observadas en los núdeos de las diferentes estirpes celulares 

observadas, serán comunes para diferentes locaJizadones. la mayoría de las formas nudeares observadas 

hiperaomáticas y en cariorrexis están reladonadas con mecanismos de degeneración o apoptosis provocadas por daños 

directos del AON sustentados por los mecanismos de acdón antes descritos . 

. ' 
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8. CONCLUSIONES 

1, Es posible encontrar un efecto tóxico al administrar Casiopeina® 111 demostrado a través de los cambios 

morfológicos celulares y subcelulares en cualquier célula, al parecer este tipo de efedo no es proporaonal a la 

cantidad de las dosis empleadas. ni a los tiempos de saailido. 

2. la toxicidad de Casiopeína® 111 es menos drástica y acentuada Que la demostrada por otros medicamentos 

similares como el cisplatino, tiotepa y la ddofosfamida. Esto mismo se puede evidenciar desde el momento mismo 

de su ap/ica.dón al llevar un seguimiento referencial de los signos cfinicos que se suscitan, lesiones macroscópicas 

y lesiones microscópicas celulares y prindpalmente subcelulares. 

3. La mayoría de las observadones subcelulares y celulares observadas tienen relación clinicopatológica tóxica con el 

aladro clínico observado en los ratones tratados durante las primeras horas del experimento. y de igual manera 

coindden con las lesiones maaoscápicas de las necropsias después del sacrifico. 

4. Es posible un efecto reversible al dejar de aplicar el compuesto, debido a que los trastornos que induce en su gran 

mayoria son focales y en grados leves. lo cual no compromete la integridad tundona! en relación parénquima­

estroma de los árganos que se ven afectados. 

5. las células que demuestraron mayor afectación por la administración del compuesto experimental son las del bazo 

y d higado con cambios importantes en m«ocondrias y núdeos. por lo OJal se deben de tomar las medidas 

oorrespondientes para consideraciones O contraindicaciones del fármaco en su posible aplicación a humanos y 

otras especies. 

6. Sin contar con interpretadones funcionales o fisiológicas, desarrollar o construir un sistema preliminar de anatomía 

patológka subcelular de este compuesto, oontribuye en estos casos a fundar y entender las bases de sus 

mecanismos de acción y fisiopatologia en relación estructura-actividad que posteriormente deben reforzarse con los 

estudios correspondientes. 
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7. Independientemente de lo drástico o impresionante en la cantidad de altercaóooes que pueden surgir de un 

experimento de este tipo, en muchas ocasiones, es normal apreciar tan variada aberradón morfol6gica sobre todo 

por que ni la nab.Jraleza por sí misma es petfecta y en algunos casos las lesiones encontradas podrían representar 

simplemente la distnbudón, cambio y adaptación de estructuras a un determinado n~ bioquímico o metabólico, 

sea este mayor o menor a los niveles basales pero no necesariamente anormal lo OJal toodria que corroborarse 

con estudios posteriores. 

8. Algunas de las lesiones o alteradones ultraestrudurales más severas obse-Yadas en las células. ocasionadas por 

los efectos del fármaco experimental, son convenientes si el sitio blanco fuera únicamente una masa neop1ásica, 

pero desgradadamente aun no se cuenta con fármacos especfficos para cada tipo de estirpe o grupos celulares 

neop!ási= 

9. A pesar del daño tóxico induddo por el fármaco, es posible proseguir con su aplicación y régimen terapéutico en la 

espede estudiada, el OJal es sumamente importante al ser un posible fármaco quimioterapéutico en varias 

espedes. Es aun mejor la sobrevivencia de un paciente con posibles complicadones tempranas o tarólaS por el 

método de tratamiento que su muerte inminente, y más aJando los resultados de este tratamiento nos dan como 

resultado sobre tocio un mejor índice y calidad de sobrevicla en padentes con cáncer. 

10. Al parecer la efectividad de algunos compuestos anticancerígenos. se ve favorecida por su alta citotoxicidad. a 

pesar de lo anterior, la Casioipeína® 111 es un med'l(amento con acdón citotóxica menor a la de los antineoplásicos 

convencionales y ha demostrado igualo mejor fundón antineoplásica, por lo OJal, cualquie" daño por muy ligero o 

severo que parezca o su posible complicadón posterior, debe de representar en estos rubros un riesgo importante 

aunque no oomparable con la posibilidad de prolongar la ~da de cualquier especie que padezca esta terrible 

enfermedad. sobre todo la nuestra de la Ql~ dependen muchas más. 
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ANEXO 1. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPU~S DE LA 
ADMINISTRACiÓN DE CASIOPErNA 111 VrA IP. GRUPO 1 (45 min) 

(. )=Sin alte!ación 
+=leve 
++=Moderado 
+++=Severo 

ANEXO 2. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPU~S DE LA 
ADMINISTRACiÓN DE CASIOPErNA 111 VrA IP. GRUPO 2 (90 min) 

ORGANOIllOSIS 
BAZO 

CEREBRO 
CORAZON 

H1G\DO 

PULKJN 

mNON 

(. )=Sin ~.,.dón 
+=leve 
++=Moderado 
+++=Severo 

6mg/Kg 
MegacaI iucitosis + 

Edema _ular + 
ilegeflaración 
sarcoIémica + 

Tumefacción. 
degeneración hictópica 

centrolobuliBar + 
Neumonía ins10Bticial 

++ 
Tumefacción, ilflamaci6n 

local no detenninada. 
. Iinfoide 

8mg/Kg 10mg/Kg 12mg/Kg 
Congestión. · Megaariod1osis + 

degeneración hi<l:opica 
+ 
. · . 

Congestión perivascular I Edema Oege¡ ... rió" 
Iocalizada+ sartdbtica ""_al 

++ 
Degenerad6n hictópica ! Ederm. congestiOO local. lJegeneIacióo I hidrópica 

",,~ifocaJ + . degeneración hidrópica + 
i locaJizada + . ¡nloide + 

HipefpIasia intiode ! · Congestión + 

HipefpIasia in\)ide · Congestión y edema + 

E§TA 'J['lE§K§ NOl §ALJli; 
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ANEXO 3. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPU~S DE LA 
ADMINISTRACiÓN DE CASIOPEfNA 111 VfA IP. GRUPO 3 (3h) 

ORGANO/OOS6 
BAZO 

CEREBRO 

CORAZON 

HIGO,OO 

PUlMÓN 
RlNON 

.. 
(-)-510 alteraaon 
+:::Leve 
++=ModeraOO 
+++=Severo 

6mg/Kq 

· 
· 

Edema intersticial ctifuso 
++ 

Degeneración hidrópica 
cenlroloburl'1ar+ 

Retraecoo bronquial 
IniHracoo linfocitaria 

8m,/KQ 10rr<¡/KQ 12_ 

· .+ .' ++ 

· Conges1ión ixa1 T urr<faccoo. edema 
+ cIfuso++ 

fm¡esti6n epicárdica + Congestión rruUi1oca1 _nsiín fibrilar, 
++ degeneracióo 

saroo1émica + edema 

Degeneración hklrópka I DegeneratOO hidrópica Degeneración hidrópica 
centrolobufillar dfusa centroloburlDar rooltifocaJ centrolobuliDar cifusa 

++ + ++ 
Hiperp1asia infoide .. + . 

· Hiperp1asia infoide + Ne1ri1is paracor1ical 
aoudanodiferendada 

ANEXO 4. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPU~S DE LA 
ADMINISTRACIÓN DE CASIOPEfNA 111 VfA IP. GRUPO 4 (6h) 

~1JOS5 

~ 
HIGO,OO 

(-)=5~ 
+=Leve 
++=ModeraOO 
+++=Severo 

6m~'Ko 8m~ 

· · 

· 
- -

- -

· 
- -
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10~ 12mo/1\, 
. ,+ 

Necrosis ixa1 
. -
. 

" in10ide 
"""r+ 
-
- -



ANEXO 5. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPU~S DE LA 
ADMINISTRACiÓN DE CASIOPEINA 111 VIA IP. GRUPO 5 (12h) 

OR6\NOiOOSlS 
BAZO 

CEREBRO 

OORAZON 

HIGAOO 

f'lJ\M)N 

RlÑON 

(-) -Sin alteraaón 
+=Leve 
++=Moderado 
+++=Severo 

6mc¡fKg 
Congestión focal + 

Congestión perivascuIar 
+ 

Congestión <picardea + 

Hip<rplasia infoide 

-
-

8m<lfKo 10mq/Kg 12mg/Kg 
- Hemosiderosis. Congestión rnJitifocaI + 

conc¡estión + 
- Tumefacción ++- Tumefacción ++ 

Degeneración 

I 
Congestión dif!lsa-+ Congestión difusa + 

sarcolémica+ degeI~ración 
sarcoIémica 

Degeneración hidrópica Degenernción hidrópica Degeneración hidrópica 
centrolobu6Bar + muiifocal difusa ++ .. + 

Degeneración hi<l"opica I Degeneración hidrópica Congestión ++ 
de túbulos contorneados de túbulos proximales Y hipef¡llasla linfoide 
proximales Y dist.>les + i _ ++ 

ANEXO 6. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPU~S DE LA 
ADMINISTRACiÓN DE CASIOPEINA 111 VIA IP. GRUPO 6 (24h) 

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

81 

c::entroIobuijRar ++ 
Congestión + 



ANEXO 7. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPU~S DE LA 
ADMINISTRACiÓN DE CASIOPEINA 111 VIA IP. GRUPO 7 (48h) 

QRGANO/OOS~ 
000 

CEREBRO 
CORAZON 

HI~ 

PUlMON 
RINON 

( -) =510 a1teraaón 
+=leve 
++=Moderado 
+++=Severo 

6mg/Kg 
Congestión + 

Tumefacción + 
-

-

-
-

Srnq/l\q 
Congestión ++ 
rneoacariocl1osis .. 

localizada + 
Congestión <Ilusa + 

Degeneración hidrópica 
cOfltrolobuUIIar + 

-
Degeneración hidrópica 

+ 

10rng/Kg 12mg/Kg 
Congestión++ -
meqacarioc~osis 

Tumefacción + Tumefacción + 
Degenerarión Congestión perkárdica 
sarroIéIrica + + 

Degeneración hidrópica Hiperplasia infoide + 
cootrolobuUIIar + 

Edema iltersticial + Edema intersticial + 
Congestión paratortkaJ Degeneración hidrópica 

+ + 

ANEXO 8. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPU~S DE LA 
ADMINISTRACiÓN DE CASIOPEINA 111 VIA IP. GRUPO 8 (72h) 

(-)=5in 
+=Leve 
++=Moderado 
+++==Severo 

++ 
+ 

Degeneración 
sarcolémica + 

degeneración hidrópka degel..raaóo, hidrópica 
centrolobu!illar + centrolobutiDar + 
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Tumefacción y 
degeneración hidnípica 

+ 

++ 



ANEXO 9. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPU~S DE LA 
ADMINISTRACiÓN DE CASIOPEINA 111 VIA IP. GRUPO 9 (96h) 

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

ANEXO 10. HALLAZGOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN LOS RATONES DESPU~S DE LA 
ADMINISTRACIÓN DE CASIOPEINA 111 VíA IP. GRUPO CONTROL 

=1 
PUOON 
R1f<óN 

(-)=5in alteradón 
+=Leve 
++=Moderado 
+++=Severo 

~ 
. 

-
-
-

Ratón 2 Rotlin 3 Rillén 4 
. · 
. · . 
- - -

Edema . · . 
- - -
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ANEXOS 11-25. 
FRECUENCIAS DE lAS LESIONES MICROSCÓPICAS MÁS SIGNIACATIVAS OBSERVADAS DESPU~S DE LA ADMINISTRACiÓN 

IN1RAPERITONEAL DE CASIOPEINA® 111 EN RATONES. 

11) 
BAZO 

Toempo 
6mQ 

8mg 
IOmg 
12ma 

12) 
BAZO 

Trempo 
6mo 
8mo 
lOme¡ 
12me¡ 

13) 
BAZO 

Trompo 
6mQ 

8mq 

10mg 
12mg 

14) 
CORAZÓN 

Trompo 
6mo 
8mq 

IOmg 
12mg 

15) 
CORAZÓN 

Tiempo 
6mg 
8mq 

IOmg 
12mg 

45' 
+ 

+ 

45' 

45' 

45' 

45' 
+ 
+ 

CONGESTIÓN DifUSA 

90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 
+ + 

+ ++ 
+ + ++ 

++ + 

HEMOSIDEROSIS 

90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 
+ 
+ 

+ 
+ 

PRESENCIA DE ABUNDANTES MEG\CARlOCiTOS 

90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 
+ 

+ + + 
+ + 

DEGENERAOÓN HIDRÓPICA (DEGENERACIÓN SARCOLÉMICA) 

90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 
+ + 

+ + 
+ + + + 

CONGESTIÓN DEL EPlCARDlO y MIOCARDIO 

90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 
+ + 

+ + + + 
++ + 

++ + 

84 

72hr 96hr Control Tol~ 

+ - 4 
+ - 3 

+ + - 6 
++ + - 4 17 I 

72hr 96hr Control Toto! 
+ + 3 

- 1 
- 1 

+ - 2 7 I 

72hr 96hr Control T01>l 
+ - 2 

+ + 5 
+ ++ 4 

I + 1 12 I 

72hr 96hr Control Toto! 
- 2 

+ - 1 
+ - 3 

- 4 10 I 

72hr 96hr Control T01>l 
+ + - 5 
+ - 6 

- 2 
+ - 3 16 I 



16) 
CORAZÓN EDEMA 

Trempo 
Grng 
&no 
lOmo 
12"", 

17) 
RIÑÓN 

TIetWO 
6mq 

8mg 
10mg 
l2fn!L 

18) 
RIÑÓN 

TtefII1)O 
6mg 

&no 
10~ 
12"", 

19) 
R1~ÓN 

TICIllPO 
6mg 
8mg 

JQrr19. 
12mg 

20) 
PuiMóN 

Toempo 
6mg 

8mg 
lQ1TllL 
12mg 

45' 

45' 

+ 

45' 

45' 

45' 

90' 3hr 6hr 12hr 
+ 

+ 
+ 

CONGESTIÓN PARACORTlCAL 

90' ! 3hr 6hr 12hr 
I 
I 
I 

+.1 + 

DEGENERACIÓN HIDRÓPICA (PARACORTICAL) 

90' 3hr 6hr 12hr 
+ 
+ 

HIPERPlAStA UNfOIDE 

90' 3hr 6hr 12hr 

+ 
+ + 

+ + 

CONGESTIÓN 

90' 3hr 6hr 12hr 

+ 
+ 

+ + 

24hr 48hr 72hr 96hr Co,""" Totcl 
- 1 

+ 1 
1 

- 1 4 J 

24hr 48hr 72hr 96hr ConIroI Totcl 
- -

+ - 1 
+ + + - 3 
+ ++ + - 6 10 I 

24hr 48hr 72hr 96hr Coortro! Tot~ 

+ + 3 
+ + 3 

+ 1 
- 7 J 

24hr 48hr 72hr 96hr Coortro! Toto! 
- -

+ - 2 
- 2 

+ 3 7 I 

24hr 48hr 72hr 96hr Conlro! Totll 
- -
- 1 
- 1 
- 2 4 I 
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21) 
PULt-lÍN 

Ti<m¡lO 
~ 
&na 
I~ 
12mg 

22) 
PULt-lÍN 

TI<fTIPO 
6mq 

&n!L 
10"", 
12mg 

23) 
HÍGI\IJO 

'Tiempo 
6rrn¡ 
8mg 
lOmo 
12mg 

24) 
IÍ~ 

TI<fTIPO 
6mq 
&na 
ID"", 
12mg 

25) 
IÍGAIJO 

TIempo 
6mq 
8mg 
lOmo 
12mg 

4S' 

+ 

45' 

45' 

45' 

45' 

+ 

EDEMA INTERnOAl (SEPTAL) 

90' 3hr 6hr 12hr 24hr 
+ 

+ 
+ 
+ 

HIPERPLAS~ UNFOIDE 

90' 3hr 6hr 12hr 24hr 

+ + 

OEGENERAOÓN HIDRÓPK:A CENTROLOBUULLAR 

90' 3hr 6hr 12hr 24hr 
+. + + 
+ + + 

+ + + 
+ + + + 

HIPERPLAS~ UNFOIDE 

90' 3hr 6hr 12hr 24hr 
+ 

+ 
+ 

CONGESTIÓN 

90' 3hr 6hr 1211r 24hr 

+ 
+ 
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48hr 72hr 96hr ConlroI TotlI 
+ 2 

2 
+ + 3 
+ 2 9 I 

4Shr 72hr 96hr Conlrc1 Tolcl 
-
2 

+ 1 
+ 1 4 I 

4Bhr 72hr 96hr Con1rcl Totlll 
+ + - 5 

+ + + - 6 
+ + - 5 

+ + - 6 22 I 

4Shr 72hr 96hr Con1rol Tclcl 
- 1 
- -

+ - 2 
+ - 2 5 I 

48hr 72hr 96hr Con1rcl Tol; 
- -
- 2 
- 1 
- - 3 I 



ANEXOS 26"13. COMPORTAMIENTO ESTADISTlCO DE LAS PRINCIPALES LESIONES MICROSCÓPICAS 

26) 
fRECUENOAS PRINOPALES DE LESIONES MICROSCÓPICAS 

[);sisJ1iempo órgano Prinq>aIes lesiones 45' 90' 3hr 6hr 12hr Z4hr 48hr 72hr 96hr Control Total 

6mg bazo Congestión álfusa . · • · 4a 

8mgIIg bazo Congestión <ilusa . · · 30 
IOrng/kg bazo Congestión <ilusa . . · · • · 6a 
12rng/kg bazo Congestión <ilusa . • · • 4a 

2 1 1 1 3 O 3 3 3 O 17 
Va.i>es con_1ítetaJ _es/i!dIstiGJmene significaJMJS (p<o.OS) 

27l 
fRECtENOAS PRINOPALES DE LESIONES MICROSCÓPICAS I 

1Josis~ órgano Principales lesiones 45' 90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr Control Total I 
I 

6mg bazo hemosiderosis · · · 30 1 

i 
8mgIIg bazo heroosiderosis 

1, ! · 
10mg/I<g bazo hemosiderosis . la : 
12rng/kg bazo heroosiderosis I . · 2a : 

O O O 1 1 2 O 1 2 O 7 .. 

281 
fRECUENCIAS PR1NOPAlES DE LESIONES MICROSCÓPICAS 

~ órgano Principales lesiones 45' 90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr Control Total 

6mg bazo Precendade • · 2a 
abundantes 

itos 
8mgIkg bazo Precencia de 

I abundantes 
ttos . · · · · 5a 

10mg/1<g bazo Pretenda de 
abundantes 

megac.mcitos . · · · 4a 
12rng/kg bazo Precendade 

;)!)undantes 
meQ3Cariocitos · la 

O 2 1 O O 1 2 3 3 O 12 .. Va.i>es con_1ítetaJ _ estadiilic_ SIflnmc..tiVrJs (p<O.OS) 
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29) 

FRECUENOAS PRINOPALES DE LESIONES MICROSCÓPICAS 
Dosis¡ljempo órgaoo Principales lesiones 45' 90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr Control Tot~ 

6mg corazón de<¡enerarión . • 2a 
hidrópica 

~ ca-azóo degeneración 
hidrópica · la 

IOmg/l<g corazón degeneración 
hidropíca . · • lo 

12mg/1<g corazón degeneración 
hidropjca . · . . 4a 

1 I I O 2 2 I O 2 O 10 .. .-v..."" cm _.1iteraI son estadis/lC4J1I/!fIt. syntIlC41i'1os (p<o.05) 

30) 

FRECUENOAS PRINOPAlES DE LESIONES MICROSCÓPICAS 
Dosis/liempo órgaoo Principales lesiones 45' 90' 3hr 6hr 12hr Z4hr 48hr 72hr 96hr CoIltrol Total 

6mg cenzón congestión del 
epicartlio · • · · 5a 

8mgIkg corazón congestión del 
epicarcflO . . · . · · 6a 

10mg/l<g corazón congestión del 
eplcardio · • 2a 

12mg/1<g corazón congestión del 
epicartlio · • • lo 

2 I 2 O 3 2 2 3 I O 16 

31) 
FRECUENOAS PRINOPALE5 DE LESIONES MICROSCÓPICAS 

DosisAIempo órgaoo Principales lesiones 45' 90' 3hr 6hr lZhr 24hr 48hr 72hr 96hr Control Total 

6mg ccrazóo edema . la 

~ corazón edema • la 
10mg/l<g corazón edema o la 
12mg/1<g corazón edema . la 

O 1 2 O O 1 O O O O 4 .. .-

88 



32) 

fRECUENOAS PRINOPALES DE LESIONES MICROSCÓPICAS 
Dosis/tiempo órgano Principales lesiones 45' 90' 3l1r 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr r_oI Total 

6mg riñón congestión Oa 
8mg/kg riñón conoestión · la 
IOmgJl<¡¡ riñón congestión · · · 3a 
12mgJ1<¡¡ • riñón conQestión . . • · • · 6b 

I 1 O O 1 3 1 1 2 O 10 
, . 

Va""" con diferentelíteraJ son est_e SI!lnifiGlllVOS (p<aoS) 

33) 

fRECIA'NOAS PRINOPALES DE LESIONES MICROSCÓPICAS 
lJosis~iempo órgano Principales lesiones 45' 90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr Control Total 

6mg riñón cIeg. Hidrópica · · · 3a 
8mg/kg riñón cIeg. Hidrópica · · · 3a 
10mgJl<¡¡ rilión cIeg. lidrópica • la 
12mgJ1<¡¡ riñón cIeg. Hidrópica Da 

O O O O 2 O 2 2 1 O 7 
Vakn5 con ó!e=te literal son estaótSliGm<nle SllJni/ic¡¡fAos (p<aoS) 

34) 

fRECIA'NOAS PRINOPALES DE LESIONES MICROSCÓPICAS 
1Josis~~ órga'" Principales lesiones 45' 90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr Control Total 

6mg riñón hiperplasia ¡nftide Oa 
8mg/kg riñón hiperplasia linfo~e • . la 
10mgl1<g riñón h~linftide . · 2a 
12mg/1<g riñón hiperplasia Unfoide · • • 3a 

2 1 1 1 O O 1 1 O 7 
, . Vakn5 CIXI diferente literal son _ signifiGllivos (p<o.OS) 

35) 

fRECIA'NOAS PRINOPALES IJE lESIONES MICROSCÓPICAS 
IJosisAiempo órgano Principales Iesiooes 45' 90' 3l1r 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr CootroI Total 

6mg pulmón conqestióo Oa 
8mg/kg pulmón conaestión · la 
10mgl1<g pulmón conqestiÓ<l , 

la 
12mg/1<g pulmón conaestión · . 2a 

O 1 1 1 1 O O O O O 4 .. 
Va""" con _literal son estad/slic;Jmen/e signiliG>tlVOS (p<o.OS) 
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36) 

fRECUENOAS PRINOPAlES DE LESIONES MICROSCÓPICAS 

1losisIt"""" órgano Princ~es lesiones 45' 90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr Control Total 

6mg ",Imón edema o o 2. 
8mgIkg ",Imón edema o 1. 
lomg/kg pUlmón edema o o o l.l 
12rng/kg ""Imón edema o o 2a 

O 1 O O O 3 2 1 1 O 8 
, . 

Vak>l5 con diferf!nte iIer;¡J son estarlísticamt!nte si[,nHi<aUvos (p<D.05) 

37) 

fRECUENOAS PRINOPAlES DE lESIONES MICROSCÓPICAS 
DoOs~~ órgano Principales lesiones 45' 90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr CootroI Total 

6mg pulmón hiper.linfoide Da 
8mg/kg pulmón hiper. linfoide o o 2a 
IOrng/kg culmón hioer.Linfoide o la 
12mg/kg culmón hiper.LI¡foide I o la 

O 1 1 O O O O 1 1 O 4 
, . 

38) 

fRECIJENOAS PRINOPAlES DE LESIONES MICROSCÓPICAS 
DoOs/tiempo órgano Princ!>aJes lesiones 45' 90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr Control Total 

6mg hígado deo. Hidropica o o o o • 50 
8mgIkg hígado . cIeg. Hidnípica o o o o o o 6a 
10rng/kg hioi>;fo deo. IfKfráoica . o o . . 5a 
12rng/kg hí<¡ado deo. Hidrópica o . o o o . 6a 

O 3 4 2 2 2 2 4 3 O 22 
, . 

39} 

fRECUENOAS PRiNOPALES DE LESIONES MICROSCÓPICAS 
DoOs/tiempo órgano Principales lesiones 45' 90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr Control Total 

6mg hí<¡ado hipero. Unfoide o la 
8mgIkg híoado hipero. Unfoide Da 
10mg1kg hígado hipero. Unfoide o la 
12rng/kg hí<¡ado hipero. Unfoide o o 2a 

O O O 1 1 I 1 O O O 4 
, . .. 

Vakre5 con diferf!nte 5teral son estadísli:amenle SlfjniRaiUvos (p<D. 05) 
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401 

ffiECLeNOAS PRINOPAlES DE lESIONES MICROSCÓPICAS 
Dosisniempo órgano Prindpales lesiones 45' 90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr ContrO Total 

6mg hígado congestión Oa 
8mgJI<g lúQado COOQestión . . 2 • 
IOmg/l<g lúgo:lo congestión · 1. 
12mgfr~ hÍqado conQeStíÓn Oa 

1 1 O O O 1 O O O O 3 

41) 

ffiECLeNaAS PRINaPAlES DE LESIONES MICROSCÓPICAS 
Dosis/ti"'l'O órgano Principales lesiones 4S' 90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr Conlrd Total 

6mg cerebro conQestión Oa 
&ng/k<¡ Cerebro congestión . . · la 
1000000g Cerebro cOOQeSti6n · • la 
12mg/kg Cerebro conqesüOO Oa 

O O 1 O 1 O 1 O 2 O 5 
, . v...,., con d_1iteraJ son est_e signifi«_ (p<aOS) 

42) 

ffiECLENaAS PRINaPAlES DE lESIONES MICROSCÓPICAS 
Dosis~iempo órgono Princip<lles lesiones 45' 90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr Control Total 

6mg 
cerebro edema · · 2. 

8mgJI<g cerebro edema · . 2. 
IOmg/I<g 

cerebro edema . • la 
12mg/kg cerebro edema • · • • 4a 

1 2 2 1 O 2 O 1 1 O 10 
, . Va .... con difetr!nte IiteraJson esladis/iGJmente ~_ (p<aoS) 

43) 
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FRECUENOAS PRINOPAlES DE LESIONES MICROSCÓPICAS 
Oosisltie!r¡>o órgano Principales lesiones 45' 90' 3hr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr Control Total 

6mg cerebro tumefacción · · 2. 
8mgJkg cerebro tumefacción • · 2. 
10mg¡1<g cerebro tumefacción . . · 3a 
12mgJkg cerebro tumefacción · • 2. 

O O 1 O 2 O 3 3 O O 9 .. 
Vd""" con_e Iitera!SIXI estillfistiGvnente ~tNos (p<o.OS) 
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ANEXO 44. LESIONES ULTRAMICROSCÓPICAS OBSERVADAS EN LOS RATONES DESPUÉS 
DE LA ADMINISTRACiÓN DE CASIOPEINA® 111 VíA IP 

~IS 

, . ., 

r .. ~CJl;~I' 
APARATO DE-

I~~~~' 

OTROS 

(.);Sin ;/Ierac", 

+=leve 
++=Moderado 
+++:;;::5eve!'o 

GRUPO 1 (45 min) 

6mg/J(q Srng/Kg 10mg/Kg 12mg/l<g 

Frngmentacoo de 
heterocromatina+(RJ(C 
oJ(B)(P)(Ce)(H) 

~1atación de 
(RIIB\ 

luellJll~ • \"1 

ÓRGANO AL QUE PERTENECE LA CÉLULA AFECTADA: (B) BAZO, (Ce) CEREBRO, (Co) CORAZÓN. (H) HIGAoo. (R)RIÑÓN y (P) 
PULMÓN. 
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ANEXO 45. LESIONES ULTRAMICROSCÓPICAS OBSERVADAS EN LOS RATONES DESPUÉS 
DE LA ADMINISTRACiÓN DE CASIOPEfNA® 111 VíA IP 

1 

NlnEO 

o 

EN~~~laJ 
APARATO DE OOLGI Y 

1I<;O<;t);"" 

omos 

(-)=Sin alteración 
+=leve 
++;;Moderado 
+++=Severo 

6mg/Kg 

GRUPO 2 (90 min) 

8:nc¡JK<l lO:ng/Kg 12mgJXg 

! PicnóOs+ i 
(R)(Co)( B)(P)(Ce )(H) 

i • (R). (Bi.'"'' (R) • (B). 
. lyd_ 
lde dstemas de 
RER. +(Co),( H) 

TOeUpódos ¡-tOe . ,-, -tOe ,-

1Asto"1'ti~~ 2+(Co) 

ÓRGANO AL QUE PERTENECE LA CÉLULA AFECTADA: (B) BAZO, (Ce) CEREBRO, (Co) CORAZÓN, (H) HIGAOO, (R)RIÑÓN y (P) 
PULMÓN. 
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ANEXO 46. LESIONES ULTRAMICROSCÓPICAS OBSERVADAS EN LOS RATONES DESPUÉS 
DE LA ADMINISTRACiÓN DE CASIOPEíNA® 111 VíA IP 

ESTROCTURAS I DOSIS 
MEMBRANAS 

NUClEO 

NOClEOLO 
MI1OO)NDRlA 

REnq¡t.O 
ENOOPlASMlOO 

APfoAATO DE (OlLGI Y 
RIBOSOMAS 
VAOXJlAS 
USOSOMAS 

1NQ.I.5IONES 

OTROS 

(.) =Sin a1ternción 
+=Leve 
++=Moderado 
+++=Severo 

GRUPO 3 (3h) 

6mQ/KQ 8"",/K. 
1'y distorrión celular de 

megacariocitos+ 

Pro/ifer1lción y diatación 
de cisl:emasde 
RER.+(Co),( H) 

tOe lípidos 
intradtopias¡ÍJati:os+(H 
Abundantes filamentos 

intermedios+(Co)(P)(R) 

10molKo 12mQ/Kg 
Engros¡vriento de la l"y distorción celular de 
mem. BasaI+(R)(P) 

Oesrrieinización+¡~) 
megacariocitos+ 

Apoptosis+(R)(Co)(P)( Hipercromatosis 

I H) 
+PicnÓSiS+ 
(R)(Co )(B)(P)(Q! )(H) 

i 
I 
! [llatación de GígantOmo+(Co), (R), I crestas+(R) (B). 

Gigantismo+(Co), (R), 
(B). 

Pro/ifer1lción y- Pérdida de agregación 
de cisternas de ribosóm<a+(R) 
RER.+(Co),( H) 

tOe¡~ 
intracitopias¡Í¡aticos+[H 

Edema Edema ntersticial+ 
perivascular+(Q!) (R)(H)(Ce)(P)(Co) 

Distorsión de bandas 
Z+(Co) 

ÓRGANO AL QUE PERTENECE LA CÉLULA AFECTADA: (B) BAZO, (Ce) CEREBRO, (Co) CORAZÓN, (H) HIGAoo. (R)RIÑÓN y (P) 
PULMÓN. 
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ANEXO 47. LESIONES ULTRAMICROSCÓPICAS OBSERVADAS EN LOS RATONES DESPUÉS 
DE LA ADMINISTRACiÓN DE CASIOPEíNA® 111 VíA IP 

USOSOMAS 
INClOCIONES 

(-)=Sin ateración 
+=leve 
++=Moderado 
+++=Severo 

Túbulos renales 

perivasallar+(Ce) 

GRUPO 4 (6h) 

tlle r¡>idos 

perlvascular+(Ce) 

1'1le hemosiderina+(B) 

(R)(H)(Ce)(P)(Co) 
1L'1ooi6o de dis<os 
inl_+(Co) 

podocitOS+(R) 
1'y dOtorción c~ular de 

de cisternas de 
RER.+(Co).( H) 

tlle rrpidos 

(R)(H)(Ce)(P)(Co) 
Dstor.;ión de bondas 

Z+(Co) Edema 

ÓRGANO AL QUE PERTENECE LA CÉLULA AFECTADA: (B) BAZO. (Ce) CEREBRO. (Co) CORAZÓN. (H) HIGAoo. (R)RIÑÓN y (P) 
PULMÓN. 
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ANEXO 48. LESIONES ULTRAMICROSCÓPICAS OBSERVADAS EN LOS RATONES DESPUÉS 
DE LA ADMINISTRACiÓN DE CASIOPEíNA® 111 VíA IP 

~LS 

NUCLEO 

AP~~~~~y 
RiBOSOMAS 

I 

OTROS 

(-)=Sin alteración 
+=leve 
++==Moderado 
+++=Severo 

6malKa 

de ;":';'!",:ción 
RER.+(Co).( H) 

''":'''~ 

(R)(H)(Ce)(P)(Co) 
~rsión de bandas 

Z+(CO) 

GRUPO 5 (12h) 

Srng/Kg 

l'~OS+(B) 
linfockos indentados+ 
DesmiefinizaciÓf1+(Ce) 
Perdida de microviI1i en 

Túoolos renales 

Nudeal~_ 

(B). ,- .(R). 

tOe fiP<".>s 

Edemai .. 

(R)(H)(Ce)(P)(Co) 
Distotsi6n de 

bandas++ Z(CO) 
Edema 

penva.cular+ (Ce) 
Distorsión de álSCos 

10mg/Kg~ 12maJKa 

Engrosamiento de la mem.Basa+(R) (P) I mem. BasaI+(R)(P) Pérdida de 
Desmielin~ión+(Ce} padocitas+(R) l'y 
Precipitación de cobre distortión celular de 

en memo de neuronas+ 
~~: 

~:(~)(P)(Ce)(H) lden1acion y 
rruIliformas(P)(H)(B) I Fragmen1ación de 

heterocroma1"+ (R)(C 
a)(B)(P)(Ce)(H) 
apoplosis+(R)(Co)(P)( 
H) 1dentlCian Y 
mu11iformas(P)(H)(B) 

NucJealas 

Di_ión de Di_ión de 
crest:s++(R) crest:s++(R) 

G;gant ... o++(Co). (R). G;ganl""++(Co). (R). 
IB1. IB1. 

Dilatación 
en RE+(H) 

ProIíteración Y d¡a.,dón 
de cisternas de 
RER.+(Co).( H) 

.'. . _~.)tOeIípi~ .1'Oe 

ullennedios+(Co)(P)(R) -=~R) 
Edema Edema intersticial++ 

pefivasol~r+(C~) (R)(H)(Ce)(P)(Co) 
Dilatación de sinisoides 

hepáticos 

ÓRGANO AL QUE PERltNECE LA CÉLULA AFECTADA: (B) BAZO. (Ce) CEREBRO. (Co) CORAZÓN. (H) HíGADO. (R)RIÑÓN y (P) 
PULMÓN. 
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ANEXO 49. LESIONES ULTRAMICROSCÓPICAS OBSERVADAS EN LOS RATONES DESPUÉS 
DE LA ADMINISTRACiÓN DE CASIOPEíNA® 111 VíA IP 

ES~~ 

Nl.UEO 

,.". 

EN~~~~CO 
APARATO DE GOLGl Y 

RlBOSDMAS 

'1 

OTROS 

(.)=Sin ~teración 
+=leve 
++=Moderado 
+++=Severo 

.6mg/Kg 

(R)(B)' \'"1' 

o;lat",!' RE~¡::;emas 

,_ ) (R)(B) 

int"';t~-=os+(H 

sm~~::os 
0ist0rsI6n de d'ISCOS 
intercaJares+(Co) 

GRUPO 6 (24h) 

8mc¡jKq 

celular 
: ~"'oriocitos+(B 

OesmieInización+(Ce) 
Precipitación de ,obre 

en memo de neuronas+ 

(R)(B) 

;;~,~ 
1 ""'y'Jiaooón de 

cisternas de 
RER.+(Co),( H) 

(RI(B) 

~t"';;';':;os+( 
H 

~+(R) 
Edema iltersticial++ 
(R)(H)(C.)(P)(Co) 

1Omc¡jKq 121J!11Kg 
i =~R) memo BasaI++(R)(P) 

l'y cflStorción celular de Engrosamiento de la 
n-egacarioc~os+(B) mem. BasaI+(R)(P) 

Preci¡Xtación de cobre 
len 

• ~(~(~)(P)(C.)(H) IHP' '.'.-;-;;; " 
Hipercromatosis+ 

o)(B)(P)(C.)(H) . , .. " 

prom~U!~)(B) prom=~R)(B) 
ldenbcion y 

l' 
,d,; ;d,; 

Dilatación de cisternas en Dilatación de cIste~as 
RE+(H) en RE+(H) 

(RlIB) 

he~?:++(B) PéRfida de .. 
,"Ifact."te+(P) 

'!'deI 

mt~~~;os ~+(R) 
(P)(R) Edema Edema ~1emicial++ 
intersticial++ (R)(H)(Ce)(P)(Co) 

(R)(H)(Ce)(P)(Co) Distorsión de bandas 
Edema i . Z++(Co) 

ÓRGANO AL QUE PERTENECE LA CÉLUlA AFECTADA: (B) BAZO. (Ce) CEREBRO, (Co) CORAZÓN, (H) HfGAoo. (R)RIÑÓN y (P) 
PULMÓN. 
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ANEXO 50. LESIONES ULTRAMICROSCÓPICAS OBSERVADAS EN LOS RATONES DESPUÉS 
DE LA ADMINISTRACiÓN DE CASIOPEíNA® 111 VíA IP 

~OOSIS 

NLUEO 

I 

EN~~~~ICO 
APARATO DE GOlGl Y 

RlBOSOMAS 

I 

OTROS 

( -);Sin alteración 
+=leve 
++=Moder.ldo 
+++=Severo 

6ma/Ka 

en RE+(H) 

tOe rtpidos 
intracitoplasmaticos+(H 

~=(Ce)(p)(Co) 
Engras¡vniento del 

enOlterlO 
vascular+(R)(B)(P) 

GRUPO 7 (48h) 
8malKa 

Unfocitos 
complejos de unión 
a1terados+(Co)(P) 

Oesmielinizoción +(Ce 

I i'knósis+ 
(R)(Co)( B)(P)(Ce )(H) 

(RHBI'
I
' 

Pé!'dida de ~~._,~ . 

, 1"1 

1'del 
colágeno+(R)(P)(Co 

mesongioles+(R) 
Edema ilterstkial+ 
(R)( H)(Ce )(P)(Co)) 

IOmaIKa 12ma/Ko 

po:'é~!~(R) En~todela 
memo BasaI++(R)(P) 

En~ntodela Pérdida de 
mem. BasaI++(R)(P) padocitos++(R) 1'y 

1'y cf.torci6n cdular de dstorci60 celular de 
megacarioc~os+(B) megacariocitos+(B) 

Desnielinización+(Ce) PrecipitCKkX1 de cobre 
Perdida de lTicroWIi en en memo de neurooas+ 

Túbulos renales c~deunión 

;;, 

i ~)(~(~)(P)(Ce)(H) IHí¡;¡';;;j;d.,~'''· ¡eH 

Hipercranatosis+ ""liformas(Pj(H)(B) 
I~oo.r. 

Nudernos Nudernos 

i '1_' 

(RHBI (RHBI 
_de .. 

riJ>osi>n;ca++(R) 
(R)(Co)(H) Hipe<plasia (Co )(H) Hipe<pIasia de 

de goigi+(H) golgi+(H) ProIile!ac~n 
y dilatación de cisternas 

de RER.+(Co),( H) 

iRliBI ~RHBI' \'"1 

hemos~~++(B) hemosi::++(B) 
tOer.~dos Nlrila(p) PéfdicIa de 

mesangicles++(R) :c!~)i~ 
Distorsión de bandas intersticial++ 

2++(Co) (R)(H)(Ce)(P)(Co) 
Engrosamiento del Dstor.iión de bandas 

endotelKl 2+(Co) 

I 
vascuiar+(R)(B)(P) Edema 

ÓRGANO AL QUE PERTENECE LA c(LULA AFECTADA: (B) BAZO, (Ce) CEREBRO, (Co) CORAZÓN, (H) HIGADO, (R)RIÑÓN y (P) 
PULMÓN. 
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ANEXOS 54-. COMPORTAMIENTO ESTADISTlCO DE LAS PRINCIPALES LESIONES ULTRAMICROSCÓPICAS OBSERVADAS. 

541 
I FRECUENOAS PRINOPALES DE LESIONES ULTRAMICROSCOPICAS 

Oosis~~, 0n¡aneI0 o 45' 90' lIIr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr ! 96hr Control Tot~ i ct=dul3J I 
6mg membranas · · · · 4. 

8mgll<g membronos • • • • • · · 7, 
10mgll<g membranas • · · • · · · 7. 
12~;¡1<g membranas . • · · · · · · 8a 

total O 1 3 4 3 4 3 4 4 O 26 
V ~,' < 

SS) 

FRECUENOAS PRlNOPALES DE LESIONES ULTRAMICROSCOPICAS 
Oosis~iempo 0n¡aneI0 o 4S' 90' lIIr 6hr lZhr Z4hr 48hr 72hr 96hr Control Total 

estructura subceM3J 
afectada 

6mg nudeo · la 
8mgll<g nudeo · · · · 4a 
tOmgll<g nudeo • • · · · · • · 8b 
lZmgII<g nudeo • · · • • · · 7b 

2 O 2 2 3 3 3 3 2 O 20 .. 
Va.t=c",_literalson_~(p<ao5) 

56) 

FRECUENOAS PRINOPALES DE LESIONES ULTRAMICROSCOPICAS 
Oosis~iempo Organe1o o 45' 90' lIIr 6hr 12hr 24hr 48hr 72hr 96hr Control Total 

~ctura subcdu131 
afectada 

6mg nudeolo • la 

8mgll<g nudeolo · • 2a 

lOmgII<g nudeolo • · • · · 50 

12mg11<g nudeolo • • · • · · 6a 

O 1 O 1 2 2 2 3 3 O 14 .. 

103 

la 

'a 

• 
• 
3 

Total 

la 

la 

4a 

4a 
12 
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