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RESUMEN

GOMEZ DUQUE, EUSEBIO. "DETERMINACION DE TOXICIDAD AGUDA DE LA CASIOPEINA EN
PERROS". (Asesorada por: Dr. Hector Sumano Lépez y Biél. Isabel Gracia
Mora).

Dado que en México se han sintetizado los compuestos originales
Caslop;eina I y derivados y en funcién que la Casiopeina 1 ha pasado con
exito las pruebas de cernimiento inlclales exigldas por el “Cancer
Chemotherapy National Service Center”, se procedié a evaluar su toxlcldad
aguda en perros sanos, para lo cual se utillzaron 7 perros a los que se
administré la mitad de la DLSO en ratones y se evaluaron los efectos
téxicos a nivel clinico, macroscépico e histopatoléglico. Se encontré que si
la doslis (6,43 mg/kg) se administra por via endovenosa rapida se provoca la
muerte debido a insuficliencita pulmonar causada por edema pulmonar y la
consecuente hipoxia cerebral, confirmados por histopatolégia. Mientras que
la aplicacién por via endovenosa a goteo lento de la misma dosls es

" tolerada sin complicaciones aparentes, aunque se observéd una muy ligera

toxicidad renal detectada por los aumentos en los niveles de creatinina y
urea. Se concluye que la toxicidad de la Casliopeina | comparada con otros
compuestos de coordinacién (compuestos que en su estructura tienen un
centro metalico} es relativamente baja y que la dosis letal encontrada en
perros es de 6.43 mgs/kg cuando la Casiopeina I es apllicada por via
endovenosa rapida. La doslis letal encontrada es equivalente a'la 1/2 de la
dosis maxima tolerada observada en los experimentos con ratones. Teniendo
as!_ que la Casiopeina I es un compuesto muy prometedor y de una alta
tmportancia en la clinica para c‘ombatlr el cancer,



INTRODUCCION

El céncer o neoplasia maligna es un conjunto ‘de enfermedades
caracterizadas por la proliferacién incontrolada de células que morfolégica
y funcionalmente son inmaduras y aberrantes, las cuales tienen capacidad
para invadir los tejidos adyacentes disemindndose a distancia, dando lugar
a lo que se conoce como metastasis (15).

La palabra neoplasia significa literalmente “"nuevo crecimiento". La
palabra cdncer se ha aplicado para describir a todos los tumores malignos.

Un aspecto importante al hablar de la neoplasia, es menclonar su
diferenciacién en benignos o malignos. Las neoplasias mallignas tlenen una
velocidad de crecimiento excesivo, progresive e ilimitado; caracteristica
que los distinguen de otros transtornos de crecimliento ccmo serian la
hipertrofla y la hiperplasia, en donde existe un limite de crecimiento.

Ademas la neople;sla maligna es un conglomerado anormal de células con
proliferaclén excesiva desordenada y que persiste a pesar de haber cesado
el estimulo inductor. En general las neoplaslas son irreversibles e
incluyen un camblio intrinseco en la célula afectada y que puede estar
representada por mutactones. Ademis, se sabe que el crecimiento de éstas
células alteradas es auténomo, frente a los mecanismos normales de control
del organismo.

Las caracteristicas que diferencfan un tumor benigno de un tumor
maligno son las sigulentes:

Un tumor benignc permanece localizado en el area donde se origina, no
penetran los tejidos adyadcentes (invasién) y tampoco se diseminan a sitios

distantes (metastasis). Los tumorés benignos morfoléglcamente se parecen



mias al tejido de origen. Por el contrario los tumores mallgnos o cancer
tienen la propiedad de invadir tejidos contiguos y de producir metdstasis a
distancia.

Otra caracteristica importante es que los tumores benignos por leo

general p una p docapsula o tejido conectivo que marca una
diferencia entre el tejido normal y el proliferante. Por el contrario los
tumores malignos cuyas células liberan sustanclas enzimaticas con las
cuales degradan los teJl.dos adyacentes, lo que les permite invadir
estructuras anatémicas vecinas.

Es por estas razones, que un tumor o neoplasia benigna puede ser
resecade por cirugfa conservadora, y a diferencia de las neoplasias
malignas, el manejo terapéutlico y quirurgico tiene que ser mas radical y/o
consolidarse con el manejo tradiclonal, quimioterapla y/o radioterapia.
(21).

El cdncer ha existido en todos los tiempos y no sélo afecta a la
especie humana, tamblén los vegetales y los animales padecen dicho mal.

Las causas que dan orligen a este padecimiento continuan siendo
desconocidas, pero existen muchos factores que sélos o combinados se
consideran como posibles causantes del céncer. Como por eJémplo. la
exposicién continua y prolongada a algunas sustanclas quimicas, traumas
repetidos, la asociacién con clerte tipo de virus oncogénlcos la

predisposicién genética y el proceso de envejecimiento (2).



En México, en los afos anteriores los problemas infeccicsos eran la
mayor amenaza sobre todo para la poblacién infantil, hoy en dia este
problema ha disminuido. Actualmente el cancer ocupa el segundo lugar en las
listas de causa de muerte en la poblacién después de las enfermedades del

corazén y circulatorias (4).

Hoy una de cada cinco muertes es causada por el cancer (18). En Méxlico
aun no se genera un medicamento de aplicacién unlversal. Esto se debe a
que la investigacléon en clencias bdslcas es escasa y la linea de
farmacéuticos no es la excepcién. Como muestra de la tarea que debe iniciar
nuestro pails, baste mencionar que algunas compafilas requieren de 8 a 10
afios ¥y del andlisis de mas de 100,000 moléculas para generar un medicamento
(22),
Se debe inclidir de manera inmediata en la investigacién de la quimioterapia
del céncer, tanto por el precio de los quimlioterapéuticos cancerosos como
por la necesidad de encontrar agentes de mayor eficacia y menor toxicldad
(S). La tarea de encontrar agentes con actividad antineoplasica obedece al
lugar preponderante que estd ocupando el conjunto de estas enfermedades en
1a socledad moderna, tantc por el aumento de los contaminantes ambientales
come por el aumente en la esperanza de vida (19). En el Cuadro 1 se

presenta una estadistica que resalta la relevancia del cancer.



Principales Causas de Mortalidad Humana

en el D.F.
1983

No. Causas Defunciones Tasa %
1 Enfermedades del Corazén 7129 75 14.6
2 Tumores Mallignos 4382 46.1 9
3 Accidentes 4024 42.3 8.2
4 Dlabetes Mellitus 3631 38.2 7.4
S Clertas Afecclones Origina~-

das en el Periodo Perinatal 3563 37.5

Influenza y Neumonia 3245 34.1 6.
7 Cirrosis y otras Enfermeda-

des Crénicas del Higado 3056 32.1 6.2
8 Enfermedad Cerebro vascular 2298 24.2 4.7
9 Enteritls y otras enfermeda-

des diarréicas 2201 22,1 4.3
10 Bronquitls, Enfisema y Asma 1519 16 3.
11 Anomalias Congénltas 1358 14.3 2.8
12 Nefritis, Sindrome Nefritico

y Nefrosis 1224 12.9 2.5
13 Homlcidio y Lesiones Inferi-

das Intensionalmente por otras

Personas 1212 12.7 2.5

TODAS LAS DEMAS CAUSAS 10205 107.3 20.8

TOTAL 18947 S.1 100

Fuente: Direccién General de Estadistica S.P.P.

CUADRO 1




Exlsten varios tipos de terapia para el tratamiento del cancer, el mis
antiguo es la cirugia, slguléndole la radicterapla y la quimlioterapia.
También es frecuente el uso combinado de ellas. Reclentemente se han
iniciado otros tipos de tratamientos como 1la inmunoterapia, terapla
térmica, crioterapla etc.

La cirugia consiste en la extirpacién por métodos quirarglcos. La
radioterapla es el tratamiento de una neoplasia por medio de radiaciones
generadas por nicleos atdomicos radioactivos, que detlenen o erradican las
células malignas y la quimioterapia consiste en la administracién de
compuestos (drogas) que poseen actlvidad antineoplaslica. En el Cuadro 2 se
presenta una relacién de los tumores curables por la quimloterapia en
humanos, mientras que en el Cuadro 3, tenemos la relacién de los tumores

humanos no curables hasta el momento por la quilmioterapia.

TUMORES CURABLES POR LA QUIMIOTERAPIA
(EN HUMANOS)

N1fios ADULTOS
®Leucemia Agudo Linfobldstlica *Coriocarcinoma Uterino
*Tumor Wilms *Enfermedad de Hodgkin
"Retinoblastoma ®*Carcinoma de Testiculo
*Enfermedad de Hodgkin ®Carcinoma de Ovario
*Rabdomiosarcoma *Sarcoma Osteogénlco
*Sarcoma de Ewing *Rabdomiosarcoma
*Tumores Germinales ®*Sarcoma de Ewing
*Linfomas *Leucemia Aguda
*Linfoma de Burkitt *Cancer de Pulmén
*Neurcepiteliomas
CUADRO 2



TUMORES NO CURABLES CON QUIMIOTERAPIA

(EN HUMANOS)

(Excelente Paliaclén y Calidad de Vida)

CARCINOMA DE VEJIGA TUMORES DE CABEZA Y CUELLO
LEUCEMIAS CRONICAS CARCINOMA DE ENDOMETRIO
MIELOMA MULTIFLE CARCINOMA SUPRARRENAL
LINFOMAS MEDULOBLASTOMA
CARCINOMA GASTRICC CARCINOMA DE LA PROSTATA
CARCINOMA DE CERVIX GLIOBLASTOMA
SARCOMAS CARCINOMA DE MAMA
INSULINOMAS TUMOR CARCINOIDE

CUADRO 3

La generacién de metastasis hace practicamente imposible el
tratamiento de neoplaslas por los métodos locales como lo son la cirugia y
la radioterapia (17).

El disefio de compuestos con una determinada actividad biloléglca
potencial no es una meta facil, Para disefiar una droga debe conocerse el
mecanisme de acclon de la misma y el proceso o la causa de la enfermedad.

En el cancer debldo a que se tiene un conjunte de células en raplde
crecimiento se debe atacar a la célula en las fases de replicacién para

evitar que ésta ocurra (12).



Con el conocimlento que se tlene hasta ahora de compuestos con
actividad antineoplasica cuyo mecanismo de accién ha sldo estudiado, se
puede Intentar disefiar compuestos que tengan dos cualidades fundamentales:

a) que evite la repllicacién de la célula maligna y

b} que sean menos téxicos que los agentes ya conocldos.

Este Gltimo aspecto es uno de los mas dellcados, ya que la qulmioterapia es
una terapia de tipo generalizado y 1los agentes antineopldsicos son
efectivos sobre células en replicacién rapida, caracteristicas que
comparten varias células sanas. En los organismos se tlenen células en
proceso de reproduccién que no son malignas y que son afectadas por dichos
agentes , como las células del cabello, de las ufias y de la médula dsea, '
Por lo tanto un agente con actividad anticancerigena potencial
debe de ser lo menos toxico pesible. En los ultimos afos, éste ha side uno
de los aspectos que mas ha preocupado. Asi que el reto a vencer es
desarrollar antineoplidsicos efectivos con menor grado de toxicldad.

En la sintesls de farmacos, se requiere tener una idea del mecanismo
de accion de la droga y un amplio conocimiento de las propledades del
compuesto, con actividad blolégica potencial. A pesar de esto un gran
nimero de compuestos disefiados para presentar actividad no cumplen dicho
cometido.

Basta declir que de cada 15,000 compuestos sintéticos y 400 aislados de
fuentes naturales, sélo una cantlidad entre los 500 y 1000 compuestos pasan
las pruebas de actlividad anticancerigena (cifras por afio informadas por el
programa de cernimiento del National Cancer Institute, USA).

Los compuestos que pasan este esquema deben someterse a los pasos
sigulentes: estudios de toxicologia y farmacologia, la produccién,
formulacién y estudio farmacéutico y al protocolo clinico en sus fases I,

11, 111, para lograr llegar a la practlca médica.



ANTECEDENTES.

A mediados de los aflos sesenta se descubre, por azar, la actividad
bacteriostatica de un compuesto metdlico. Rosenberg realizando un
esperimento electrolitico con Escherichia coli en un medio de cultivo y
utilizando un electrodo de platino, observa la falta de crecimiento de los
organismoes con el paso de corriente (1965). Un analisis quimico del medio
de reaccién revelé 1la presencla de un compuesto de platino, el
cis-diamino-dicloro-platino (1I}. Dicho compuesto habia sido preparade a
finales del siglo XVIII. Se comprueba su actividad antitumoral en 1969 y se
lievan a cabo los estudios clinlcos en 1972, es aprobado comerclalmente en
1976. Este descubrimiento y la observacién de la capacidad bacteriostatica
de algunos derivados de hierro, cobalto, y rutenio abren un2 nueva era en
el desarrollo de compuestos antineoplasicos (1974). Los compuestos de
coordinacién y entre ellos los organometadlicos han incrementado las filas
de los compuestos con actividad antineoplasica potencial.

Los analogos del cisplatino presentan actlvidad cltostdtica pero una
alta toxicidad (1976)}.

Keller ha generado una serie de bisdicetonatos de titanio (IV) y su
homélogos de circonio y hafnio (1982). Kdpf-Maler ha generado derivados
ciclopentadienilos de titanio, vanadio, hierro y molibdeno con promisoria
actividad cltostatica y antineoplasica (1989).

Estudios sobre el mecanismo de accién del cisplatino proponen que es
un agente alquilante e Intercalante y que se enlaza directamente con el

nitrégeno 7 de las guaninas de las cadenas del ADN,



JUSTIFICACION

En México la necesidad de importaclén de quimloterapéuticos y su costo
elevado, hace que el desarrolle de productos antineoplasicos adqutera
prioridad. Aunado a esto, en México las causas de muerte de la poblacién
han presentado cambios que merecen ser anallzados para enfocar las acclones
médicas que permitan combatir con mayor eficacia aquellas enfermedades que
en la actualidad ocupan los primeros lugares como causa de muerte.

Algunas caracteri{sticas de los compuestos de coordinacién ante la
respuesta clinica es la posibllidad de usar cantidades menores en los
tratamientos, as{ mismo cbtener una mayor especificldad en la selectividad
hacla una neof)lasia determinada. Estas propuestas tendrdn claras respuestas

en el futuro,

Concientes de esta situacién, e] grupo de investligaclién encabezado por la
Dra. Lena Rulz en la Facultad de Quimica, UNAM se planteé como objetivo la
obtencién de compuestos de coordinacién que puedan tener actividad
antineopldsica, a la fecha este grupo ha sintetizado y -caracterizado
alrededor de 90 complejos, algunos de estos compuestos han sldo probados in
vitro mostrando actividad citostatica (8), por lo que se decidié comenzar
las pruebas in vivo (6}. Hoy en dia tres de estos compuestos, Casiopetna I,
Il y IIl han sobrepasade los criterios de actividad requeridos en las
pruebas in vivo {(Cuadro 4). Se tienen ya datos de toxicldad (DL50) en
ratones de la cepa exogamica CD1 por lo que, sigulendec el protocolo para la
evaluacién de actividad antineoplasica de nuevas drogas, se requiere ahora

continuar con los experimentos en perros para obtener la dosis letal de la



Caslopeina I en estos, La experimentaclén en perros resulta imprescindible
ya que son los resultados obtenidos en este trabajo con la Casiopeina I y
los que se obtengan en la evaluacidén toxlcolégica de la Caslopeipa II y
II1 los que se tomardn como base para el comienzo de la practica
anticancefgena en la clinica humana, por lo que se ha realizado la
evaluacién toxiceléglca de uno de estos compuestos, la Casiopetna I (3).

Actualmente se han incorporado a esta investigaclén para el desarrollo
de medicamentos antineoplasicos investigadores e instituciones de
reconocimiento internacional trabajando sobre estos compuestos, para
adelantar en lo posible la utilizacién de estos farmacos en la practica
médica. Entre las principales Instituciones adem&s de 1la Facultad de
Quimica de 1la UNAM estd la colaboracién del Instituto Naclonal de
Investigaciones Nucleares (ININ) en donde se llevan a cabo pruebas in vitro
para evaluar el potenclal mutagénico de estas nuevas drogas asi como
pruebas In vivo empleandeo Orosophila melanogaster para determinar el poder
mutagénico y genotéxico de la Casiopeina y derivados. En este mismo
instituto se .llevan también a cabo ensayos in ;lvo empleando ratones
encaminados a evaluar el poder clitostatico de los nuevos farmacos. En este
mismo instituto se cuenta con el acceso al reactor nuclear donde se lleva a
cabo el marcaje de estos farmacos con isétopos radioactivos para realizar
los ensayos de farmacocinética y farmacodinamia pertinentes.

Cabe resaltar de jgual manera la colaboracién con el Instltuto
Nacional de Cancerologia (INCan) donde se lleva a cabo la evaluacién
antineopldsica in vitro empleando cultives tumorales humanos y asi mismo,
se espera que sea este Instituto el que realice el desarrollc de las fases

clinicas.
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PANEL PARA LA EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTINEOPLASICA

DE NUEVOS COMPUESTOS

TUMORES MURINGS
Colon C38
Mama CD8F1

Pulmén de Lewls

Leucemia L1210

Entrada al Melanoma B16 Ensayos
cernimiento Toxicolégicos
primario TUMORES HUMANOS y clinlcos
Colon CX-1
Mama MX-1
Pulmén LX-1
C38 = Carcinoma de colon CX-1 = Adenacarcinoma de colen
CD8F1 = Carcinoma mamario MX-1 = Carclnoma de células del ducto
L1210 = Leucemia linfoide LX-1 = Carcinoma de células escamosas

Bl6 = Melanoma melanético

CUADRO 4

n



Los resultados obtenidos con la Casicpeina I (8) en el panel anterlor
(Cuadro 4}, son muy alentadores ya que han sobre pasado con mucho los
criterios de actividad requeridos mostrando aumentos en los porcentajes de
sobrevida que van desde el 16 hasta el 200% dependiende de la dosls

empleada y del esquema de tratamiento (9),

12



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

- El uso de la Casiopeina I segun los datos obtenidos en ratones de la
cepa exogamica CD1, puede causar toxicidad aguda detectable clinica,
macroscépica y/o histopatolégicamente sobre el slistema nervioso central,
aparato respiratorlo y cardiovascular de perros sanos, esto permitira la
obtencitn de la dosis letal de este farmaco en perros y nos brindara
informacién util para su evaluacién antlneoplisica de acuerdo con los

estandares del "Cancer Chemotherapy National Service Center".

OBJETIVOS

Realizar las pruebas de toxicidad aguda en perros, estipuladas por el
"Cancer Chemotherapy National Service Center” para la obtencién de la dosis
letal, As{ como determinar los signos clinicos, el dafio macroscépico e
histopatolégico que causa 1la Casliopeina I en organos clave comc son:

encéfalo, corazén, pulmén, higado, bazo y rifién.

13
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MATERIAL Y REACTIVOS

PERROS

Kgs DE ALIMENTO PURINA
JAULAS (2 x 4 m)
JERINGAS

VENOCLISIS

PUNZOCATS

VACUTAINER SIN EDTA
VACUTAINER CON EDTA
AGUJAS PARA VACUTAINER
CATETERES

SUTURAS DEXON DE 000
LAMINILLAS

PORTA OBJETOS

CUBRE OBJETOS

PARES DE GUANTES
CUBRE BOCAS

BATAS

BATAS DESECHABLES

MATRACES CON AFORO DE 100 ml

PIPETAS DE 5 ml
PIPETA AUTOMATICA
PORTA AGUJAS
TIJERAS

PINZAS DE DISECCION

CASIOPEINA I
ETANOL AL 98%
FORMOL AL 10%
AGUA -BIDESTILADA
TINCION DE HEMATOXILINA
Y EOSINA

ALCOHOL

PARAFINA

RESINA

DRONTAL PLUS
LOPATOL

ASUNTOL



10

25

CUCHILLO

SEGUETA

CUERDAS DE 2 m
BOZALES

FRASCOS CON TAPA DE 350 ml
CINTA ADHESIVA

GASAS

MICROSCOP10 OPTICO
FOTOMICROSCOP10
HISTOQUINETE
MICROTOMO

JARRA PARA PARAFINA
BARO DE FLOTACION
PLATINA

TREN DE TINCION
MECHERO

ESTUFA O MUFLA
CAPSULAS PARA TEJIDOS
REJILLA PARA PARAFINA
BALANZA ELECTRONICA
BALANZA MECANICA
CAMARA FOTOGRAFICA
ROLLOS PARA FOTOS A COLOR
REFRIGERADOR

MESA DE DISECCION

15



METODOLOG1A

Las pruebas de toxicidad aguda, estadn encaminadas para la selecclén de
dosificacidén en estudios subsecuentes de dosis repetidas.

a) Los experimentos piloto se llevaron a cabo en ratones exogamicos de
la cepa CD1 para determinar si la droga tenia efectos toéxicos agudos o
tard{ios.

b) Si el compuesto demostrd toxicidad aguda la dosis letal (DL) se
determinéd en 7 perros criollos machos entre la edad de 2 a 4 afios.
Previamente los perros fueron desparasitados, esperindose 30 dfas antes de
aplicar la droga para determinar que los perros estuvieran clinicamente
sanos. La Casiopeina | se administré aproximadamente a 1/2 de la dosis
maXima tolerada observada en los experimentos con ratones (12.86 mg/kg). Si
no habian sintomas severos de toxlcidad, la dosls se repetfa cada 30
minutos hasta que se presentarad agonia o ocurriera la muerte, Los signos de
toxicidad se detectaron basicamente por efectos de la droga sobre el
sistema nervioso central, aparato respiratorioc y aparato cardiovascular,

c) Para observar si el compuesto mostr.aba toxicidad tardfa se
administré la mitad de la dosis maxima tolerada a dos perros. Al primerc no
se le dié mas tratamiento pero se observé culdadosamente por el resto del
dia. El segundo perro se inyecté nuevamente con la misma dosis a intervalos
de cada hora por un total de 4 inyecciones. Si el perro uno y dos morfan,
se inyectaria un tercer perro con la mitad de la dosis dada al perro uno.
Si el perro tres sobrevivia por un periodo de observacién de 2 a 3 dias, la

dosis dada al perro uno es considerada la dosis letal.

16



Si el perro tres moria la dosis se dlsmlnu;rta progresivamente hasta que un
animal sobreviviera. La doslis letal (DL) gsyla dosis mis baja que causa la
muerte.

d) La réspuesta toxicolégica de dos perros se determind sliguiendo la
administ’racién de la mitad de la dosis letal (DL/2). Los animales
sobrevivientes fueron observados por 25 dias, a los cuales se les tomaron
pruebas de funcién hepatica y renal as{ como pruebas hematolégicas. A los
animales que murleron se les realizd necropsia tomandose muestras de los
sigulentes téjldos en los cuales se realizaron pruebas histopatoldglicas;

encéfalo, corazén, pulmén, higado, bazo y rifion.

La Casiopeina I no es soluble en agua, pero s{ es soluble en etanol
por lo que se utilizd como vehiculo para disolverla. Se le agregé a cada
77.16 mg de Caslopefna I (dosis correspondlente a un perro de 12 Kg)} 3
mililitros de etanol para disolverla y una vez logrado esto se aforé a 100
ml con agua bidestilada, la disolucién asi obtenida se aplicé por via

endovenosa a los perros segun su peso.
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RESULTADOS

En total se utlilizaron 7 perros criollos, machos enteros, con un peso
promedic de 10.9 kg y edades entre los 2 y 4 afios, mas dos perros de
reserva. En los cuales se determind que no hublera carga parasitaria y que
estuvieran clinicamente sanos, realizando las pruebas de quimica sanguinea
en donde se determind urea, creatinina y TGP y pruebas de biometria
hematica en donde se determinaron leucoclitos, hemoglobina y hematocrito.
Los resultados de estos analisis se muestran en el cuadro 5.

En el cuadro 6 sec presenta una relacién de los procedimientos llevados
a cabo as{ como de las observaclones clinicas hechas.

De los 7 wperros utllizados los primeros S perros murieron a
consecuencia de la forma en que se administré la Casliopeina I. En ellos se
llevé a cabo necropsia con los hallazgos resumidos en el cuadro 7.
Posteriormente se procedio a analizar los organos clave {encéfalo, corazén,
pulmén, higado, bazo y Trifion) y el resumen de los hallazgos
histopatoldgicos encontrados se presentan en el cuadro 8. En las flguras 1,
1A, 1B, 1C, 2, 2A, 2B, 2C, 3, 3A, 4, 4A, 4B, 5, 6 y 6A se presentan los
hallazgos histopatolégicos mds relevantes en encéfalo, corazén, pulmén,
higado, bazc y rifién respectivamente. En ellas se muestran de forma general

los dafios mds relevantes que se describliran a continuacién.
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ANALISIS SANGUINEOS

No. DE PERRO UREA | CREATININA TGP HT LEUCOCITOS Hb

1 19 12 35 56 12000 17
2 42 11 13 49 11100 19
3 38 1 27 42 16300 12
4 20 0.6 24 53 7000 13
5 33 08 41 38 9000 13
6 26 1.1 15 38 8600 15
7 23 0.7 49 45 6500 125
8 39 09 23 40 17000 12
9 29 11 2 51 7500 14

HT = Hematocrito VALORES NORMALES

TGP = Transaminasa glutamicopirdvica HT 37.55 %

Hb = Hemoglobina

CUADRO §

Hb 12-18%




PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

CUADRO 6
No. DE PESO la. 2a, EtOH/DOSIS Hr, 1Ia.
PERRO  (Kg) DOSIS DOSIS (ml) INYECCION
1 7.1 59.2 ml  59.2 ml 3 16:00 Cateterizacidn, midriasis, po
45.6 mg/kg 45.6 mg/kg sicidn deciibito lateral.
16:08 Convulsiones ligeras con cahe
za hacia atras y miembros ri-
gidos.
16:10 1ligero pataleo, defecd.
16:20 Recuperacidn lenta, camind,

EtOHe Etanol.

20

ataxia, mds alerta, pupilas
normales, deciibito ventral,
aumento de frecuencias.

¢ ContinGai.......



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

Hr.

CUADRO 6

2a. INYECCION

TIEMPO
DE MUERTE

OBSERVACIONES

16:30

17:05

17:15

17:20

Administracidn de segunda dosis, aumen-
to de frecuencias, TLLC 4 seg, midriasis
mirada fija y brilloesa.

Convulsiones, deciibito lateral con miem-—
bros rigidos y cabeza hacia atrds, lige-
ro pataleo, disnea, taquipnea repentina.

Espasmos, arrojd liquido serosanguinolen
to por nariz, lengua ciandtica, chilli--
dos leves.

Muerte.

TLLC= Tiempo de llenado capilar.

1:20 hrs.

Se inyectd ¢/1/2 h por

dos ocasiones por via en
dovenosa rapida,
Taquipnea repentina.



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

CUADRO 6
No. DE PESO 1a. 2a, EtOH/DOSIS Hr. 1la. i
PERRO (Kg) DOSIS DOSIS (ml) INYECCION
2. 13 108.3 ml 108.3 ml 3 13:00 Cateterizacidn, tremor muscu-
83.6 83.6 lar ligero, midriasis, letar-
(mg/kg) (mg/kg) gia, aumento de frecuencias.

13:30 Mas alerta, frecuencias norma
les, posicidn esternal, cami-
nd.

+Continfia.......



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

Hr.

CUADRO6

2a. INYECCION TIEMPO OBSERVACIONES
DE MUERTE

14:00

14310

14:20

14:30

14:35

14:37

Segunda inyeccidn, aumento de frecuen- 1.37 hrs Se inyectd c/hr por dos
cias, taquipnea repentina, depresidn, ocasiones por via endo-~
letargia. venosa rapida.

Posicidn deciibito lateral, contraccidn
de glandulas anales, disnea.

Mirada brillosa y fifa, intentos de v~
mito, estertores humedos, aumento de --
frecuencias, midriasis, chillidos muy
ligeros, TLLC 4 seg, lengua ligeramente
cianbtica, debilidad y letargia, rela--
cion de esfinteres, orind y defecd.

Disnea, respiracidn abdomiral, aumento
de la temperatura, pataleo, cabeza hacia
atras y miembros estirados.

Vémito, espasmos bronquiales, arrojd 1i-
quido serosanguinolento por nariz.

Muerte.



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

CUADRO6
No. DE PESO 1a. 2a. EtO/DOSIS Hr. 1la.
PERRO (Kg) DOSIS DOSIS {ml) INYECCION -
3 18.5 154.2 a1 —mme-m- 3 13:15 Cateterizacidn y administra-
118.95 cibn, ligero tremor muscular,
(mg/kg) midriasis, letargia, adorme-
cimiento, aumento de frecuen
cias, taquipnea repentina.

13:30 Mas alerta, ligera midriasis,
tranquilo.

15:00 Auamento 2= frecuencias, ta-
quipnea repentina, postracidn,
mirada fija y midriasis.

15:17 Camind, vomitd en 3 ocasiones,
cedid la midriasis.

15:38 Espasmos abdominales, flatu-
lencia.

16:20 Defech; (café-amarillento -

' pasteso).
16:30 Maés alerta y animado, camind.
18:00 Disminuyé el &nimo, mirada f£i

Continfia.......



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

CUADRO 6
No. DE PESO 1a. 2a. EtOH/DOSIS Hr. 1la.
PERRO  (Kg) DOSIS DOSIS (ml) INYECCION
3 18.5 154,2 m1  —=—=—-- 3 18:00 ja y brillesa, depresidn, ta-
118.95 quipnea repentina, disnea.

(mg/kg) 18:15 Postracién en declibito ester-
nal, debilidad, midriasis, --
arrejé liquido serosanguinolen
to por nariz, disnea, cianosis
de lengua y conjuntiva, TLLC 4
seg.

18:22 Muerte.

Continfia perro 3



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

CUADRO 6
Hr. 2a. INYECCION TIEMPO OBSERVACIONES
DE MUERTE
5.07 hrs. Se inyectd por una oca-

sidn observindolo por el
resto del dia.

La inyeccidn fué por via
endovenosa répida,



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

CUADRO 6
No. DE PESO 1a. 2a. EtOH/DOSIS Hr. 1la.
PERRO (Kg) DOSIS DOSIS (ml) INYECCION
4 5.7 47.5 ml 47.5 ml 3 12:38 Cateterizacidn, aumento de fre
36.65 36.65 cuencias, midriasis, TLLC 2 se
{mg/kg) (mg/kg) gundos, orind, ataxia.

13:30 Disnea, TLLC 3 seg, mucosas pi
lidas, aumento de frecuencias,
taquipnea repentina.

Contindia.......



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

13:59

gua y esclerdtica, aumento de frecuencia
cardiaca y taquipnea repentina, disnea,

arrojé liquido serosanguinolente por na-
riz,

Muerte.

CUADRO6
Hr. ' 2a. INVECCION . TIEMPO OBSERVACIONES -
. DE MUERTE
13:48 Espasmos viscerales, relajacién de es- 1.21 hrs Se inyectd c/h por via
finteres, defecd, ligeros chillidos, endovenosa répida por dos
posicidén declibito lateral, rigidez mus ocasiones,
cular, cabeza hacia strés. Taquipnea repentina.
13:55 TLLC 4 seg, midriasis, cianosis de len



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

No.DE
PERRO

PESO 1a.
(Kg) DOSIS

2a.
DOSIS

CUADRO6

EtOH/DOSIS
(m])

Hr.

1a.

INYECCION

5 12,5 104.16
80.37

(mg/kg)

13:15

13:20

13:57

14:15

14:30

15:00

15;30

Cateterizacidn.

Aumento de frecuencias, muy
inquieto y agresivo, midria-
sis, TLLC 2 sesg. .

Frecuencias aumentadas, ta~--
quipnea repentina, TLLC 3 se-
gundos, disnea, depresidn, de
fecd y orind, quejidos cons--
tantes muy leves.

Taquipnea repentina, midria--
sis, mirada fija y brilloesa,
depresidn, letargia, posicidn
decfibito esternal.

Ligera cianosis de lengua y
esclerdtica, disnea y depre-
sidn.

Letargia, ligera midriasis,
chillidos leves,

Espasmos gastrointestinales,
flatulencia, intentos de vémi

Continda.......



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

CUADRO 6
No.DE PESO 1a. 2a, EtOH/DOSIS Hr. 1a.
PERRO  (Kg) DOSIS DOSIS (ml) INYECCION
5 12.5 104,16  ~=-=-—- 3 15:30 to, defecb café pastoso.
15:59 Cianosis de lengua y esclerd-
tica, aumento de frecuencias,
disnea, depresidn, letargia,
posicifn decflibito esternal,
16:13 Arrojd poco liquido serosan—--
guinolento por nariz, espas--
mos bronquiales.
16:16 Muerte.

Continfida...uv..



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

CUADRO6
Hr. 22, INYECCION TIEMPO OBSERVACIONES
DE MUERTE
——— 3.01 hrs Se inyectd por via endo-

venosa rapida por una so-
la ocasidn, observandose
el resto del dia.



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

CUADROG6
No.DE  PESO  Ia 2. EOHDOSIS  Hr. 1.
PERRO {Kg) DOSIS DOSIS {ml) INYECCION
6 9.4 78.33 m1 -~ 3 15:50 Cateterizacidn, muy tranquile
. 60,64 ccmemn y décil.

(mg/kg)
16:15 Muy tranquilo, poco adormeci-
miento, frecuencias normales.

17:15 Constantes normales, muy lige
ra depresidn y midriasis, res
piracidén normal,

18:15 Tranquilo, ligera midriasis,
frecuencias normales.

18:58 Termind el goteo, el perro se

: vid animado, orind y defecd,
estuvd jugueteando, ladrando -
y corriendo.

Continda.......



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

CUADRO6
Hr. 2a. INYECCION TIEMPO OBSERVACIONES
DE MUERTE
- No murid Dosis iinica a goteo lento

por via endovenosa.

El goteo durd 3,08 hrs.,
aplicdndose a razén de
25.43 ml/h o bien 0.423
ml/minuto.

Se observd por 25 dias
sin que presentara alte-
raciones aparentes.



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

CUADRO6
No.DE PESO 1a. 2a. EtOH/DOSIS Hr. 1la.
PERRO  (Kg) DOSIS  DOSIS  (ml) INYECCION
7 10,1 eemmmee e 3/100 ml de 19:15 Cateterizacidon, muy tranguilo
agua bides- y ddcil.
tilada.

19:20 Frecuencias normales, ligera
midriasis y ligero adormeci-
miento.

19:25 Alerta, alegre, corrid, ladrd,

orind y defecd.
Aparentemente normal.

Continda.,.....



PROCEDIMIENTOS Y OBSERVACIONES CLINICAS

CUADRO 6
Hr. 2a. INYECCION TIEMPO OBSERVACIONES
DE MUERTE
———— No murid Se inyectd solamente el

vehiculo; 3 ml de etanol

diluido en 100 ml de agua
bidestilada por via endo-
venosa rapida a una dosis
de 84,16 ml, segiin su pe-
so. Observandose por 25 -
dias junto con el perro 6
sin que presentaran alte-~
racidn alguna.

Los signos clinicos obser
vados pueden compararse -
con los del perro No. 6.



HALLAZGOS MACROSCOPICOS A LA NECROPSIA.

PERRO | MUCOSAS

T.s.C?

ENCEFALO

PULMONES

CORAZON

HIGADO

T.G.L+

BAZO

RINONES

1 Ligera cianosis

Ligera congestion

Muy congestionado

Hemorragias, congestién,
edema, liquido espumoso
en bronquios y traquea.

Ligera congestion

Hemorragias y congestion

SCPA

SCPA

Congestion

[}

Cianosis

Muy congestionado

Congestion

Hemorragias, congestién,
edema, liquido espumoso
en bronquios y traquea.

Ligera congestién

Hemorragias y congestion

SCPA

SCPA

Congestion

3 Cianosis

Muy congestionado

Muy congestionado

Hemorragias, congestion,
edema, liquido espumoso
en bronquios y traquea.

Ligera congestion

Hemorragias y congestién

SCPA

SCPA

Congestion

4 Cianosis

Congestion

Muy congestionado

Hemorragias, congestitn,

_ edema, liquido espumoso

en bronquios y traquea.

Ligera congestion

Hemorragias y congestién

SCPA

SCPA

Congestion

5 Cianosis

Congestién

Muy congestionado

Hemorragias, congestién,
edema, liquido espumoso
en bronguios v traquea.

Muy congestionado

Hemorragias y congestion

SCPA

SCPA

Congestién

6 NO MURIOQ, SIN EMBARGO SE OBSERVO QUE LAS MUCOSAS ESTABAN NORMALES

7 NO MURIO, SIN EMBARGO SE OBSERVO QUE LAS MUCOSAS ESTABAN NORMALES

* TSC = Tejido subcutineo

+ TGI = Tracto gastrointestinal
SCPA = Sin cambios patolégicos aparentes
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DIAGNOSTICOS MORFOLOGICOS

PERRO ENCEFALO CORAZON PULMONES HIGADO BAZO RINONES
Espongiosis en sustancia grs — INracion grasa mulltocal Edema alveolar grave G630 Tambio hepalodegenerativo YArolia d¢ [03 CEnU0s Berminativos Tubulo tieTross
moderada difusa (FIGURA 1), moderada *® (FIGURA 2A) y cambios FIGURA 3A discreto y difuso moderada difusa moderada difusa
satelitosis (FIGURA 1A) y degenerativos multifocales FIGURA 4 FIGURAS FIGURA 6
hemorragias en el espacio discretos (FIGURA 2B)
perivascular (FIGURA 1B}
2 Espongiosis en sustancia gris. Hemorragia en miocardio Edema pulmonar grave difuso Hemorragia hepitica *Atrofia de los centros germinativos ‘Tiibulo nefrosis
moderada difusa multifocal moderada FIGURA 3A moderada difusa moderada difusa moderada difusa
FIGURA 1 FIGURA2 FIGURA 4A FIGURAS FIGURA 6
3 Espongiosis en sustancia gris Hemorragia en miocardio Edema pulmonar grave difuso Hemorragia hepitica SCHA Tabulo nefrosis
moderada difusa (FIGURA 1) multifocal moderada FIGURA3A moderada difusa moderada difusa
y satelitosis (FIGURA 1A) FIGURA2 FIGURA A FIGURA 6
4 Espongiosis multifocal Congestién en miocardio Congestion interseptal y edema Cambio hepatodegenerativo *Atrofia de los centros &
moderada difusa moderada difusa pulmonar moderado difuso moderado difuso y desorden moderada difusa renal grave difusa
FIGURA 1 FIGURA 2C FIGURAJ hepatocelular moderado difuso FIGURAS FIGURA 6A
FIGURA 4B
5 Espongiosis moderada difusa en Congestién en miocardio multifocal Edema pulmonar moderado Cambio hepatodegenerativo *Atrofia de los centros germinativos SCHA
corteza cerebral (FIGURA 1) discreto (FIGURA 2C), S difuso. moderado difuso y desorden moderada difusa,
¥ congestin moderada difusa e infiltracidn grasa multifocal FIGURAJ hepatocelular moderado difuso FIGURAS
en zona molécular de cerebelo discreta ** (FIGURA 2A) FIGURA 4B
FIGURA IC
6 NOMURIO
7 NO MURIO

*Posiblemente independiente del uso de la Casiopeina

**Posible mobilizacién de grasa por el firmaco
SCHA = Sin cambios histopatolégicos aparentes

CUADRO 8




HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

ENCEFALQ

FIGURAS 1 y 1B. 10,937X. Espongiosis en sustancia
gris, moderada difusa y hemorragias en el espacio

perivascular.



FIGURA 1A. 10,937X. Satelitosis.



FIGURA 1C. 4,375X, Congestién moderada difusa
en zona molécular de cerebelo,



MIOCARDIO

dio multi~

rocar

Hemorragia en m

375X

focal moderada.

'

4

.

FIGURA 2



FIGURA 2A. 10,937X. Infiltracidn grasa multifocal
moderada.



FIGURA 2B. 4,375X Cambios degenerativos multi-
focales discretos.



. Congestidn en miocardio.

375X

4

FIGURA 2C



PULMON

FIGURA 3. 10,937X. Edena pulmonar moderado difuso

Yy congestidn interseptal.



FIGURA 3A. 10,937X. Edema pulmonar grave difuso.



HIGADO

. Y
[T e

gl

o

bl

3

FIGURA 4. 4,375X. Cambio hepatodegenerativo

discreto y difuso.e infiltracidn grasa multi-

focal moderada.



FIGURA 4A. 4,375X. Hemorragia hepitica moderada

difusa.



375X. Cambio hepatodegenerativo

’

4
moderado difuso y desorden hepatocelular mo-

FIGURA 4B.

derado difuso.



BAZO

FIGURA 5. 4,375X. Atrofia de los centros

germinativos moderada difusa.

(posiblemente independiente del uso de la
Casiopeina I).



FIGURA 6. 10,937X, Tiobulo nefrosis moderada
difusa.



FIGURA 6A. 4,375X. Congeétién peritiibular renal
grave difusa.



PERRO 1.

Seccién de cerebro medio; observindose dreas de esponglosis en corteza
cerebral {sustancla gris) y discretos focos de hemorraglas en el espacio
perivascular y en algunas zonas se observo areas de satelitosis (por el
estado de hipoxia cerebral).

Dx morfoldgico: Esponglosls en sustancia gris moderada difusa,
satelltosls y hemorragias en el espacio perivascular.

Flgura 1, 1A y 1B.

Secclén de miocardio; apreclandose el depdésito de tejido adiposo entre
las flbras musculares y algunas de estas presentan discretos cambios
degenerat ivos.

Dx morfolégico: Camblos degenerativos multifocales discretos, e
infiltracién grasa multifocal moderada.

Figura 2A y 2B.

Secclén de pulmdn: observindose abundante edema y fibrina alveolar y
bronquial. Asi como presencia de macréfagos alveolares que contienen en su
citoplasma un pigmento de color cafe ocre y apreciandese un foco de
fibroplasia septal, (téjido conective de granulacién), y focos de
hemorraglas.

Dx morfolégico: Edema alveolar grave difuso.

Figura 3A
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Seccién de higado: Apreciandose discretos focos degenerativos
compatibles con (hldrépica) centrolobulillar y periportal, ademas de
discretos focos de infiltracién linfocitaria.

Dx morfolégico: Camblo hepatodegenerativo discreto y difuso

Figura 4.

Seccién de bazo: Apreclandose atrofia de los centros germinativos con
algunos focos de linfonecrosis as{ como la presencia de abundantes
megacariocitos en pulpa roja.

Dx morfolégico: Atrofia de los centros germinativos moderada
difusa. (posiblemente independiente del uso de la Casiopeina I).

Figura S.

Seccién de rifién: Aprecia cambios d ativos en la mayoria de

las células de los tubulos renales.
Dx morfolégico: tubule nefrosis moderada difusa,

Figura 6.

S3



PERRO 2

Seccién de cerebro medio: Observand zonas de glosls en corteza

cerebral (sustancia gris) y satelltosis.

Dx morfolégico: Espongiosis en sustancia gris moderada difusa.

Flgura 1.

Secclén de mlocardio: Apreciindose discretos focos de hemorragia entre

las fibras musculares.

Dx morfolégico: Hemorragias en miocardio multifocal moderada.

Figura 2.

Seccidén de pulmén: Observindose edema alveolar y bronqulolar y focos
de hemorragias en arteriolas pulmonares.
Dx morfoldgico: Edema pulmonar grave difuso.

Figura 3A.

Seccién de higado: Obsérvandose focos de hemorragla debajo de 1la
cépsula de Glisson y en la zona centrolobulillar.

Dx morfolégico: Hemorragia hepatica moderada difusa. Figura 4A,

Seccién de bazo: Aprecliandose atrofia de los centros germinativos
ademas de abundantes megacariocitos en la pulpa blanca.

Dx morfoléglco: Atrofia de los centros germinativos moderada
difusa. (posiblemente independiente al uso de la Caslopeina I}.

Figura S.
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Seccldén de rifion: Aprecland camblos

ativos en la mayoria de
las células de los tubulos renales, y presencia de materlal morado
compatible con el calcio.

Dx morfolégico: Tubulo nefrosis moderada difusa.

Figura 6.
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PERRO 3

Seccién de cerebro medlo: Apreclindose zonas de esponglosis en

sustanclia gris (por el estado de hipoxia cerebral) ademids de satelitosis

(o1} ocitos 1 a la neurona).
Dx morfolégico: Esponglosls en sustancia gris moderada difusa
y satelitosis.

Flgura 1 y 1A,

Seccién de miocardlo: Aprectdndose discretos focos de hemorragia entre

las fibras musculares.

Dx morfoléglco: Hemorragias en mlocardio multifocal moderada.

Flgura 2.

Seccién de pulmén: Observindose edema alveolar grave y focos
hemorragia interseptal y en algunas arteriolas pulmonares.
Dx morfolégico: Edema pulmonar grave difuso.

Figura JA.

Seccién de higado: Observindose f{ocos de hemorragia debajo de
" capsula de Glisson y en la zoha centro lobullllar.
Dx morfolégico: Hemorragia hepitica moderada difusa.

Figura 4A.

Seccién de bazo: Sin cambios histopatoléglcos aparentes (SCHA).

de

la
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Secclién de rifion: Apreclandose camblos degenerativos en las células
del epitelio renal y presencia de plgmento hematico (hemoslderina) y
congestién peritubular. Por lo que el farmaco se elimina por rifién.
Dx morfoldgico: tubulo nefrosis moderada difusa.

Figura 6.
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PERRO 4

Seccién de cerebelo: Apreclindose camblo hialino de la zona molécular

de la cresta y valle sujestivo a degeneracién; y en la sustancla blanca se

observd un foco de ponglosis ademds de tién en la zona molécular.
Dx morfolégico: Esponglosis multifocal moderada difusa.

Figura 1.

Seccién de mliocardio: Aprecldndose congestlén entre las fibras
musculares moderada difusa.
Dx morfoldgico: Congestidn en miocardio moderada difusa.

Figura 2C.

Seccién de pulmén: Apreclandose congestlén interseptal e hllos de
fibrina en 1la luz alveclar asi como posibles zonas de enfisema y
antracosis.

Dx morfolégico: Congestidén interseptal y edema pulmonar moderado
difuso.

Figura 3.

Seccién de higado; Observandose desorden hepatocelular y cambios
degenerativos en la mayoria de las células hepaticas sulestivos a
degeneracién hidrépica.

Dx morfolégico: Cambios hepatodegenerativos moderado difuso y
desorden hepatocelular moderado difuso.

Figura 4B.
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Seccidén de bazo: Apreclandose atrofia de los centros germinativos
Dx morfoléglco: Atrofia de los centros germinativos moderada
difusa. (aparentemente no tiene que ver con la administracién del farmaco).

Figura S.
Seccién de rifién: Aprecidndose congestién peritubular renal.

Dx morfolégico: Congesilén peritubular renal grave difusa.

Figura 6A.
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PERRO 5.

Seccién de cerebro medio: Apreciandose zonas de esponglosis en corteza

cerebral,

Dx morfoléglico: Esponglosis moderada difusa en corteza cerebral.

Figura 1.

Secclén de cerebelo: Apreclindose congestlén en la zona molécular.
Dx morfoléglco: Congestién en 2ona molécular moderada difusa.

Figura 1C.

Seccién de mlocardio: Apreclindose inflltracidn grasa y congestién
entre las fibras musculares.
Dx mofolégico: Congestidén en miocardio multifocal discreto e
infiltracién grasa multifocal discreta. (posiblemente la casiopelna
movilice la grasa).

Figura 2A y 2C.

Seccién de pulmén: Apreciandose edema pulmonar moderado con hllos de
fibrina en la luz alveolar y en algunas 2zonas probablemente enfisema y
presencia de antracosis.

Dx morfolégico: Edema pulmonar moderade difuso.

Figura 3.
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Seccidén de higado: Aprecliandose cambios degeneratlivos en la mayoria de
las células hepaticas grave difuso asi como desorden célular.
Dx morfolégico: Camblo hepatodegenerativo moderado difuso y
desorden hepatocelular moderado difuso.

Figura 4B.
Seccién de Bazo: Apreciandose atrofia de los centros germinativos.
bx morfolégico: atrofia de los centros germinatives moderada
difusa. (posiblemente no se debe al uso del farmaco).

Figura S.

Secclén de rifién: Sin camblos histopatolégicos aparentes (SCHA).
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En las figuras A, B, C, D, E y F se presentan algunos de los hallazgos
a la necropsia tipicos. En los 5 perros que murieron destaca la presencia’
de liquido serosangulnolento arrojado por nariz poco antes de morir,
liquido espumoso sero sanguinolento en traquea, bronqulos, bronqulolos y
parenquima pulmonar (edema pulmonar), congestién y hemorraglas en pulmones
en diferentes grados y congestién encefalica.

Como signos clinicos pudimos observar en los perros que fallecleron:
midriasis, mirada flja y brillosa, clanosls de lengua y esclerética en
diferentes grados, dlsnea, espasmos bronqulales, taquipnea repentina,
vomito o intentos de vémito, ansledad, ataxia, convulsiones en diferentes
grados y depresion. En las flguras I, II, III, IV, V y VI se presentan los

signos clinlcos mas relevantes.

De los perros sobrevivientes a la prueba (el 6 y 7), se tomaron
muestras sanguineas, presentandose pruebas de funcionamiento renal y
hepatico (Cuadro 9) y biometrias hematicas (Cuadro 10),

En la figura VIl se puede observar el perro numero 6 tres difas después

de la aplicacién de la Casiopeina I.

Por los resultados histopatolégicos encontrados principalmente en
higado y miocardioc y por la estructura propia de la Casiopeina I que es
liposoluble se encontré que esta droga es capaz de movillzar el tejido
adiposo del organismo. En cerebro se encontré satelitosls observandose
oligodendrocitos rodeando a la neurona y espongiosis en sustancia gris por
el estado de hipoxia cerebral. En rifién por la tubulo nefrosis que causé la

droga en los animales que murieron, se pudo determinar que la principal via
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de elimlpacidén de la Casiopeina I es la renal; ademas que induce miccién de
orina frecuente. Tamblén se pudo determinar por los signos clinicos de
toxicidad en los animales que murleron, que la Casiopefna [ produce efectos
sobre el tracto gastro intestlnal (TGI) detectados por hipermotilidad
intestinal, flatulencla, relajacién de esfinteres, deyecciones y vémito.
Sin embargo a pesar de esto la causa inmediata de muerte en los 5 perros
que fallecieron fue una Insuficliencla respiratoria causada por el edema
pulmonar lo cual provocé una deficiente oxigenacidén cerebral y tisular,
como se puede observar claramente con los signos clinicos y hallazgos

macroscépicos e histopatolégicos anteriormente descritos con detalle.
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WALLAZGOS A LA NECROPSIA

FIGURA A. Ojos brillosos y cristalinos, 11qu1do

serosanguinolento arrojado por nariz.



FIGURA B. Congestidén encefalica.



FIGURA C. Congestidn, hemdrragia y edema pulmonar.



FIGURA D. Congestién, hemorragias, edema pulmonar

y congestidn cardiaca.,



FIGURA E. Congestidn y hemorragia hepatica
y congestidn renal.



1
'

FIGURA F. Congestidn renal. Bazo
patoldgicos aparentes (SCPA).

sin cambios



SIGNOS CLINICOS

FIGURA I. Midriasis, mirada fija y brillosa,

ansiedad, disnea.



FIGURA II. Cianosis de lengua y conjuntiva,
debilidad. '



FIGURA III. Posicidn deciibito lateral, pataleo.



FIGURA IV. Vomito, liquido serosanguinolento

arrojado por nariz poco antes de morir,



FIGURA V. Liquido serosanguinolento arrojado

por nariz poco antes de morir.



bros

FIGURA VI, Cabeza hacia atrds y miem

ia

tica de hipoxi

is

(posicidn caracter

dos.

rigi

cerebral),



FIGURA VII. Perro No. 6, tres dias después

de la administracidn de la Casiopeina I por

via endovenosa a goteo lento.



QUIMICAS SANGUINEAS

QUIMICA SANGUINEA:
PERRO 6.

Creatinina: 2.0mg/dl
Urea: 100mg/dl
PERRO 7. :
Creatinina: 0.9mg/dl

Urea: 47mg/dl

Valores normales:

Valores normales:

0.5

20

a 1.5mg/dl

a 43mg/dl

CUADRO 9
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BIOMETRIAS HEMATICAS

ESTUDIO CITOHEMATOLOGICO:

PERRO 6 PERRO 7 . VALORES NORMALES
VELOCIDAD DE SEDIMENTACION
GLOBULAR (WINTROBE) 4 q mm a la hera
HEMATOCRITO 43 44 “ 37-55
HEMOGLOBINA 14.2 14.5 G% 12-18
ERITROCITOS 6,591,000 6,742,000 xmm®  5.5-8.5mill.
VOLUMEN GLOBULAR MEDIO 65 65 u3 60-77
HEMOGLOBINA GLOBULAR MEDIA 21.5 21.5 pg 19-24
PLAQUETAS 288,000 290,000 xmm® 200mi1-700mil
ANORMALIDADES ERITROCITICAS NGO SE OBSERVARON
LEUCOCITOS 12,900 10,700 xmm®>  6,000-18,000
NEUTROFILOS SEGMENTADOS 45 66 % 60-75
NEUTROFILOS EN BANDA 1] 0 “ 0-3
LINFOCITOS 32 22 “ 12-30
MONCCITOS 7 1 % 2-12
EOSINOFILOS 16 11 % 2-10
BASOFILOS 0 0 % RAROS

CUADRO 10
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DISCUSION

El protocolo del "Cancer Chemotherapy National Service Center”
especifica que como dosis Iiniclal se utilice la 1/2 DLS0 obtenida en
ratones de la cepa exogdmica CD1 que en éste caso fue establecida por la
Bisl. Gracla (8) en 12.86 mgskg, por lo que en perros es 6.43 mg/kg. De
acuerdo con las instrucciones del panel menclonado no se detalla la
velocidad de administracién que en este caso pudiera resultar clave para
evaluar la toxiclidad del medicamento. Ya que en el perro 6 la infusién de
una mlisma dosis con venoclisls a goteo lento por el lapsc de 2 horas 30
minutos, dié come resultado efectos téxlcos muy reducido.s. caracterlzados
por, depresién, adormecimlento y ligera midriasls; signos t;linicos que
pueden compararse con los observados en el perro numero 7 al cual solamente
se le linyectd el vehiculc (etanol).

Es importante hacer énfasis en que la metodologia propuesta contempla
un minimo de pruebas experimentales de toxicidad aguda necesarias para
trasladar el uso del medicamento a un sigulente nivel mas clinice, quizi en
tumores expontaneos en animales o incluso en el hombre. Se ha sugerido (10}
que el aumentar el nimero de sujetos en un anadlisis de toxicidad aguda no
ofrece informacién adicional a la obtenida en este ensayo con tan sélo 7
perros. En o.tras palabras el protocolo del “Cancer Chemotherapy National
Service Center” pretende encontrar un equilibrio entre el serviclo que nos
pueden brindar perros experlmentales. y el conflicto ético de disponer de

vidas animales.

ESTA TESIS MO DEBE
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Son multiples los ejemplos en los que la toxlcidad en una especie no
aplica cuando se extrapola los datos a otra. Por ejJemplo el acetaminofen
(analgésico no narcético) tiene una toxlicidad en el hombre calculada en
1/50,000 con el uso crénico {7), mientras que en gatos una sdla dosis
produce necrosis hepatica (14). La anemla aplastica irreversible que
produce el cloranfenicel en humanos susceptlbles (20) no se presenta en los
animales aun después de dos afios de dosificaclén (20).

De tal suerte .. el beneficio obtenido con este ensayo se puede resumlr
a que el medicamento es de btaja toxicldad cuando se administra por via
endovenosa lenta y parece ser que no presenta toxicidad tardia, ya que han
pasado mis de 25 dfas y los perros 6 y 7 no han mostrado cambios clinicos
palpables. Esto no pudo haberse adelantado con los ratones ya que los
ratones con la Casiopeina I y Cisplatino tuvieron una toxicidad similar,
aunque el Clisplatino mostré ser un poco mas tdéxico y ademds presentd
toxicidad tardia (16).

También es importante hacer énfasis en que sélo se utilizarén 7 perros
en funcién en que los estudios en ratones (8) han demostrado que no existe
toxicidad tardia de la Casicpeina, punto a éste parece concordar con el

estado del perro 6.

Epidemiologfa; En México existe una incidencia del 9.0% de céncer,
ocupando el segundo lugar derntro de las principales causas de mortalidad
humana después de las enfermedades del corazdn, las cuales tlenen una

incidencia del 14.6% (13).
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Si se considera que la Caslopeina I ha mostrado actividad in vitro e
in vivo contra las lineas tumorales mieloma X63, Leucemia 5178y, melanoma
B16, sarcoma S180, leucemia linfocitica L1210 (1,11), es factible asumir
que este farmaco puede tener una aplicacién futura en tumores espontaneos
siempre y cuando se lleven a cabo ensayos para determinar su
farmacocinética, su toxicidad en casos clinicos a medlano y largo plazo y

su eficacia comparativa con otros agentes antineoplasicos,

Vale la pena comentar en perspectiva las espectativas de estas
sustanclas para el tratamiento de enfermedades neoplasicas. Se calculan que
se generan anualmente un promedio de 10,000 moléculas para investigacién
farmacolégica de las cuales sélo tres ingresan al mercado en un promedio de
8 afios de estudio con un dispendio astronémico de animales de laboratorio y

recursos econdémicos y humanos.

La Casiopeina y derivados cuentan con un promedio de 80 moléculas y el
cernimiento para valldar su eficacia y toxicidad ha avanzandoc en tres de
ellas. Por lo tanto es extremadamente afortunado que un medicamento
antineoplasico potencial como la Casiopefna I, haya mostrado tan baja
toxicidad; o visto de otra manera la Caslopeina ! es tolerable cuando se
administra por via endovenosa lenta. Por lo tanto, es factible conclulr que
este ensayo ofrece a la comunidad biomédica un medicamento prometedor a un

costo blolégico y ético bajo.
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CONCLUSIONES

Se puede conclulr que la dosls letal de la Casiopeina I en perros es de
6.43 mg/kg, la cual equivale a la'1/2 de la dosis maxima tolerada, observada

en los experimentos con ratones (12.86 mg/kg).

Se descubrié que esta dosis es letal para el paciente, sélo si la
Casiopeina I se administra por via endovenosa raplida provocando muerte en
cuestién de horas, deblido al dafo tisular que produce la droga, lo cual
permite un incremento en la permeabilidad del suero sanguineo hacla el
parenquima pulmonar, provocande de esta forma edema pulmonar y salida de
liquido serosanguinolento hacia las vias respiratortas altas y 1la

consecuente muerte por insuficliencia respiratoria e hipoxia cerebral.

Sin embargo, se encontré que la misma dosis (6.43 mg/kg) apllicada
también por via endovencsa pero a goteo lento, es tolerada por el pacliente,
presentando escasos slgnos de toxicidad comparados -con los del perro No. 7
al cual solamente “se le administré el vehfculo etanol a razén de 3 ml/100 ml
de agua bidestilada. Demostrando asi, que en este caso, la via y forma de
aplicacién, frecuencia y velocldac.j de administracidén resulta clave para

evaluar la toxicidad del medicamento.

En los an&lisis sanguineos del perro No. 6 se obtuvo un ligero aumento
en los valores de creatinina y urea, sin embargo estos resultados no son
indicativos de un dafio renal severo provocado por la Casiopeina I, ya que de
la misma forma podemos obtener un aumento de estas sustanclas por una

deshldratacién.
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Por lo que se demuestra que la Casicpeina I es un anticancerigeno muy
prometedor ya que aplicado por la via y forma correcta (via endovenosa a
goteo lento) a la dosis lIndicada y con una f{recuencia de aplicacién
controlada y moderada, disminuye la toxlcldad hasta el punto en que es
perfectamente tolerable por el individuo sin complicaciones aparentes,
superande ventajosamente a otros compuestos de coordinacién en cuanto a

toxlicidad y eflcacla.

.83



BIBLIOGRAFIA

1.~ Bush Harris. Preclinical Methodology for the Selection of
Ant fcancer Agents; Methods In Cancer Research, Vol 1 Chapter VII, Academic

Press, 1967.

2.~ Cerottl P.A.., Research on Carcinogenesis and Antlicarcinogenesis.

Intern. Cancer News (5), 10-12. 1987.

3.- Direccién General de Invenciones, Marcas y Desarrollo Tecnolégico.
(SECOFI) Registros Numero 18801-120579 y 18802-120580. U.S.A Patent Number

5-107,005. (1992), C.E.E. (en tramite); Japén (en tramite).
4.- Freld F. Some Milestones In the Development in Cancer
Chemotherapy. en: Pratt W. et al. The anticancer Drugs. Oxford University

Press. New York. Pp. 12-19. 1979.

S.- Garth Powis., Miles P. Hacker. The toxicity of Anticancer Drugs;

Pergamon Press; 1991.

6.~ Geran, Greenberg, Macdonald and Abbott. Protocols for in vivo

Screenlng Systems. National Cancer Institute.

7.~ Gilman, A. and Goodman, L. Bases Farmacolégicasde la Terapeitica.

Ed, Interamericana, quinta edicién, México. 1980.

84



8.- Gracla-Mora I., Rufz Ramirez L., et al. The Antitumor Activity of
Several Transmition Metal Complex; Journal of Inorganic Biochemistry; an
Interdisciplinary Journal. Vol 43; 2-3, 1991. Oxford United Kingdom, ed.

ELSEVIER, Pag 615.

9.~ Gracla-Mora I; Ruiz~Ramirez L, et al. Trabajo 26. Antineoplastic
Effect of Several Transmition Metal Complexes; Fourth Chemical Congress of

North America, 25-30, August 1991, N.Y.

10.~ Gulde for the Care and Use of Laboratory Animals. US Department
of Health and Human Services. NIH Publication No. 85-23. Revised 1985,
Prepared by the Comitee on Care and Use of Laboratory Animals Resourses

Comission on Life Sciences.

11.~ Helmut Slegel. Metals lons in Blological Systems; Vol. II; Mercel

Dekker, Inc.;U.S.A. 1980.

12.- Huges M. The Inorganic Chemistry of Biological Processes. 1980.

13.~ Methods of Development of New Antlicancer Drugs; National Cancer

Institute Monograph; Pags. 147-156; U.S.A. 1982.

14.- Ocampo, C.L.; Sumano, L.H,: Farmacoldgia Veterinaria. Ed. Mc

Graw-Hill, México. 1987.

85



15.- Pratt W. and Ruddon R.W.. The Cancer Problem en: The Anticancer

Drugs. Oxford Unlverslty Press. New York. Pp. 3-11. 19'}9.

16.- Prestayco, Crooke and Carter. Cisplatin:.Current Status and New

Developments; Academic Press; U.K. 1980.

17.- Rahman A, Roh J.K, Wolpert-De Filippes M.K., Goldin A., Venditti
J.M. and Woolley P.V. Therapeutic and FPharmacological Studies of
Tetrachloro (d, 1-trans)l, 2-diaminocyclohexane Platinium (IV) Tetraplatin, a

New Platinium Analogue. Cancer Research 48,1745-17S52, April 1, {1988).
18.- Rosenberg B, Van Camp L, Truska J.G. and Mansour V.H. Platinium
Compounds: a New Class of Potent Antitumor Agents. Nature 22(26),385-386

1969.

19.~ Santas E., Rodrfguez J. E! Cdncer; Segunda edicidén; Prensa

Clentifica; Espafia. 1986.

20.~ Sumano L.H.: Farmacolégia Clinica en Bovinos. Divisién del

Sistema de Universidad Ablerta, México. 1990.

21.- Tannock Ian F. and Hill Richard P. The Basic Sclence of Oncology.

Pergamon Press. 1987.

22.- Vicent T. Devita Jr., Samuel Hellman, Steven A. Rosenberg.

Principal e Practice of Oncology: Lippincott; U.S.A. 1982,

86



	Portada
	Contenido
	I. Resumen
	II. Introducción
	III. Antecedentes
	IV. Justificación
	V. Hipótesis y Objetivos
	VI. Material y Métodos
	VII. Metodología
	VIII. Resultados
	IX. Discusión
	X. Conclusiones
	Bibliografía



