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1. RESUMEN
Tinoco Méndez Mabel Cecilia. ADMINISTRACION DE CASIOPEINA® I POR ViA
INTRAPERITONEAL. ESTUDIO ANATOMO-HISTOLOGICO EN RATONES,
(Bajo la ascsorfa de MVZ Eugenia Candanosa Aranda, Bi6l. Ma. Isabel Gracia Mora y
Dra. Lena Ruiz Azuara).

En la Facuitad de Qufmica de 1a UNAM se ha disefiado y sintetizado un nuevo grupo
de compuestos de coordinacién con centro metélico de cobre con efecto antineoplasico
llamados Casiopefnas®. A partir de la visién de {a Dra. Ruiz acerca de la posibilidad de
que estos compuestos mostraran eficacia clinica y con el fin de determinar los posibles
dafios histoldgicos causados por estos compuestos, se realizo el estudio anatomo-

_ histolégico al administrar casiopeina® | via intraperitoneal a 32 ratones de la cepa NIH de
{0 semanas de edad en 4 dosis de 8, 12, 16 y 20 mg/ke, sacrificindose ¢n diferentes
tiempos: 45, 90 min., 3, 6, 12Z 24; 48 y 72 hrs. Por medio de !a toma de muestras de
diferentes organos y tejidos se Hevé a cabo el estudio macro y microscépico de cada raton
asf como de 4 ratones control, Los principlales hallazgos encomtrados macro y
microscopicamente fueron de tipo vascular debido a que en su mayorfa se presentan
hemorragias, congestién y edema (ascitis e hidrotdrax) en diferentes 6rganos, asi como

-inflamacion supurativa en serosas de intestino delgado, higado, peritonco, grasa
mesentérica, periuterina y peripancredtica. En el andlisis estadistico se obtuvieron como
fesiones significativas (p S 0.102) Gnicamente: congestibn en pulmén, aumento de
megacariocitos en bazo, degeneracion hidrépica y necrosis de cdpsula en higado. De
acuerdo a los hallazgos encontrados durante este estudio, podemos concluir que la
c:asiopeilm® I administrada intraperitoneaimente produce en forma general trastomos a nivel
circulaterio, siendo la lesibn mdis evidente congestion en un grado moderado afectando
principalmente pulmon, riiion, bazo e higado. Debido a que la magnitud de csta fesion es

" moderada se cree que estos cﬁmbios seran reversibles, una vez suspendida la aplicacion del

compuesto.



1L INTRODUCCION

La biisqueda de nuevos compuestos con actividad anticancerigena es un esfuerzo
justificado dada la impontancia de este grupo de enfermedades en el mundo entero, en
Auestro pais, este problema cobrs una mayor relevancia debida a la situacién de la industria
farmacéutica, ya que la quimioteripia anticancerigena es toda de importacion acrecentando
aiin mas los costos de esta. Vale la pena seialar que en la UNAM se esta llevando a cabo un
esfitlerzo encaminado a tratar de producir una quimioterapia nacional con la creacidn “de

novo" de un grupo de quimioterapéuticos que reciben el nombre de CASIOPEINAS®.

Mo d, 1

En los paises desar las pri amenazas contra la vida son las enfennedades

cardiacas, cincer y artereoesclerosis, que atacan mis duramente de los 50 afios en adelante

enh Estas enfermedad dnicas son casi d id

en los paises en desarrollo,
Indudablemente parte de la explicacion es que Ia gente en Ias naciones nuevas muere
demasizdo joven para sufiir enfermedades degenerativas de la vejez. No obstante, hay
caracteristicas del modo de vida urbano e industrial que favorecen dichas enfermedades (23),

Durante las décadas recientes, cuatro enfermedades han alcanzado los primeros lugares
como graves problemas de salud en las zonas més desarrolladas del mundo: la

'

artereoesclerosis, el cancer, la artritis y la combinacion de bronquitis y enfi S el

modo en que estas enfermedades aniquilan, pero como se originan y como se curan, siguc
siendo uno de los problemas mis urgentes con los que se enfrenta la medicina modema.
Como es evidente, las enfermedades cronico-degenerativas van a seguir persistiendo en_
la vida del ser humano ya que se ha progresado poco en el tratamiento de tales
enfermedades, pero se espera que a través de conocimientos mis avanzados, €l hombre sera
capaz de cambiar la situacion en que se encuentran estas enfermedades tan graves de nuestro

tiempo (23).



Se ha cc do que la incidencia de cancer presenta una alarmante tendencia a ocupar

los primeros lugares de morbilidad y montalidad en el mundo y, estadisticamente, es la
segunda enfermedad mortal de América, especialmente en las personas mayores de 40 afios
(23).

Esta enfermedad ba existido durante toda la vida del ser humano y de los animales,
incluso ha sido descrita en pinturas o escritos de civilizaciones muy antiguas, y tambidn se

hallada loct el h

han p en de dinosaurios. Se ha informado su existencia en

practicamente todos los vertebrados y algunos invertebrados, plantas e insectos (35).

El cancer es un problema global y no, como a veces se piensa, limitado a las naciones
industriales. Hay estimados, 5.9 millones de nuevos casos anualmente en todo el mundo (24).
Es por esto que es una de las causas mas importantes de muerte,

El cancer se presenta cuando una célula pierde los mecanismos para regular su
crecimiento, continuando asi su proliferacién y propagacion en forma incontrolable, para

finalmente destruir al organismo (12, 40).

Existen diferentes factores que originan la formacién de cincer, siendo principalmente de
caracter ambiental. La evidencia mas diregta para la carciimgenicidnd de factores ambientales
s un incremento en la incidencia de cincer en animales expuestos a esos factores (24, 37).
Esta exposicién nos muestra que diferentes factores no relacionados o semejantes pueden

causar céncer. Estos factores pueden ser virus, radiacion ionizante y uitravioleta y una gran

variedad de agentes quimicos. asi como la p ia de prod de Se ha visto

8
que estos factores pueden llegar a causar daiio al ADN de las células al producir cambios en
- su estructura, por lo tanto no va a existir una respuesta a las sefiales de control de su

crecimiento.

d d £

En medicina veterinaria han

por su (Cuadro 1) los siguientes

tumores (20):



ESPECIE ELEVADA MODERADA

PERRO Tumor de células basales Tumor del cuerpo adrtico
Adenocarcinoma Hemangioma cutinco
Linfoma Carcinoma hepatico
Leucemia Lipoma cutineo
Mns((;citonw Osteosarcotna
Melanoma Tumor venéreo transmisible
Adenoma perianal
Sarcomas cutineos
‘Tumores testiculares
(tumor de células de
Sertoli)

GATO Linfoma Carcinoma cutaneo
Leucemia Carcinoma oral
Tumor de células basal Ost yma
Ad AT )

Tomado de: Veterinary Cancer Medi

cine. Theilen, G, H, and Madewell, B, R, (1987)

Anatomia Patologica General Veterinaria. Thomson, R.G. (1984)

CUADRO |

Actualmente, se cuenta con una vasta informacién sobre las causas y los diferentes tipos

de cincer, donde se originan, su comportamiento y su prongstico, pero desafortunadamente

se sabe muy poco sobre su tratamiento, el cual seria un factor p para Ia
vida de cualqhier ser vivo. Es por esto que se le debe dar una mayor importancia al
desarrollo de nuevos farmacos antincoplisicos con mayor especificidad y efectividad, asi

como de menor toxicidad.

TRATAMIENTOS ANTINEOPLASICOS.
Durante muchos aiios el tratamiento del cancer se ha basado en tres formalidades que

son: el tratamiento quinirgico,

y quimioterapia. En la actualidad se han



descubierto y se estan utilizando otras formas que son la inmunoterapia, Ia hipertermia, I
hipotermia, la hormonoterapia (14, 17, 22), asi como otros que se encuentran en fase

cxperimental como la terapia génica, la utilizacion de fotosensibilizadores, terapia de

radiosensibilizadores y P es, la radi pia con particulas densamente jonizantes
y la radioterapia intraoperativa (5).
La inmunoterapia consiste en utilizar al si i 0 a sus comp para

controlar o destruir a las células cancerigenas a través de su estimulacion con la utilizacion de

diferent i futicos. Estos den ser de origen biologico

& P =)

(bacterias, interferdn, factor de transferencia, antigenos de células malignas, etc.) o sintético

(levamisol, i 1, i m, etc.). El levamisol produce daflo indirecto a las células
neoplasicas al estimular la fagocitosis, la transfor ion de linfoblastos y 1 las

reacciones de hipersensibilidad. Por otro lado, el imexol y azimexon que pertenecen a la clase

de comp llamados 2-cinaraciridi actian estimulando ciertos compenentes del

sistema inmune (5).

La hipertermia se basa en aumentar la temperatura de todo el cuerpo o solamente de
ciemg regiones que presentan crecimiento tumoral. Existe evidencia de que la parte intema
de un tumor presenta un pH bajo, poca disponibilidad de nutrientes y de oxigeno, por Io
tanto su inactivacion es mis ripida cuando existe un aumento de la temperatura, Por otra
parte, s¢ ha visto que el calor aceﬁ(ﬁa los efectos de radiacion y de muchos agentes

quimioterapéuticos por medio de diferentes mecanismos.

£

Los ibilizad ores, radiopr es y la radioterapia intraoperativa se utilizan en

. .

forma conj con la radiacién para izar su efecto sobre las células tumorales.
) parap I

-Todos los nuevos tratamientos dependen de pruebas terapéuticas para investigar sus
eficacias en el humano, por lo tanto el método cientifico debe ser aplicado cautelosamente en
el disedio de dichas pruchas, y debe permitir una mayor evaluacion de nuevos tratamientos.

Por otra parte, la cirugia es el tratamiento mas antiguo contra el cancer y hasta hace

poco tiempo era 13 (nica modalidad para curar esta enfermedad. En la actualidad esta forma



de tratamiento es Util solamente cuando ¢l tumor es solido y se encuentra localizado en su
sitio anatémico de origen, por el contrario, cuando se presenta metastasis, se debe recurrir a

..

otros tipos de tratamiento como lo son la radioterapia o la quimioterapia, o la cc

de ambos, logrando buenos resultados (5).

El tratamiento de una neoplasia maligna con radioterapia se basa en detener o erradicar a

1:

las células malignas por medio de r. que son producidas a partir de nicleos

atémicos radioactivos, pero su utilidad disminuy do las células lasicas se di

F
a otros sitios del organismo y establecen nuevos focos de crecimiento (metdstasis) (12).

El tratamiento antineoplisico en medicina veterinaria no se utiliza de manera semcjante,
dado que el imico recurso del que el clinico veterinario hecha mano es la cimugia y sdlo en

Sp la quimioterapia, No ob 1a combinacién de ambos tratamientos se

ha incrementado.
Aunado a esto, los esquemas de tratamiento y dosificacién en el uso humano y

veterinario en ocasiones difieren, ya que se ha visto que las respuestas de toxicidad en ¢l

humano regul no son tan agresivas en los animales al utilizar compuestos quimicos, y

que incluso se pueden emplear dosis menores obteniéndose un resultado favorable. (14, 21)
Debido a que, al igual que en medicina humana, existen ciertos tipos de turnores en los

animales que no son curables por medio de los tratamientos comtines, recientcmente se han

empleado nuevas formas de tratamiento a nivel veterinario como lo es la hipertermia, y que al

To con la radioterapia resulta en una técnica itil para el manejo de ciertos tumores

malignos (22, 39).

La utilizacion de compuestos quimicos como terapéuticos en el cancer ha presentado
resultados alentadores, debido a que estos tipos de compuestos pueden influir todos los sitios

de una enfermedad metastasica (19, 25).



1. ANTECEDENTES

QUIMIOTERAPIA.

En 1898, Paul Erhlich descubrié el primer agente alquilante (arsefenamina) que seria
aplicado en el tratamiento de neoplasias en humanos, 50 aflos después de ser descubierto
27).

La busqueda de nuevos farmacos que presenten un efecto positivo en el tratamiento
anticancerigeno ha llevado al desarrollo de una amplia variedad de compucstos.

que han llamado la atencion son aquellos que presentan base

L 4

Una clase de
de metal, los cuales incluyen mercurio, arsénico, oro y platino. Incluso ciertos tipos de cancer
se comenzaron a considerar curables por la via de la quimioterapia a partir de la

incorporacion de estos compuestos a la terapia del cancer (3).

A pesar de que varios compuestos con diferente base metalica han demostrado actividad
citostatica, aquellos a base de platino han tenido buenos resultados (24).
En 1965, el Dr. Bamett Rosenberg, un biofisico, se encontraba investigando el efecto de

la corriente eléctrica en la motilidad de la bacteria y notd que la motilidad no sélo cesd, sino

que Iz bacteria formo cadenas filamentosas. Después de varios dios se establecié que el

agente responsable de Ia ishibicion del crecimiento fué el cis-diamino-dicloroplatino I (DDP)

(24). Para 1969, en estudios siguientes se establecit la actividad antitumoral del cisplatino en
modelos tumorales animales experimentales. Para 1972 el cisplatino fue sometido por el
National Cancer Institute a pruebas clinicas, No fite hasta 1983 que ¢l DDP se counvirtié en
uno de los compuestos anticancerigenos mas utilizados (26).

El cisplatino es un p con centro metalico que ha sido utilizado en gran forma,

pero se ha reportado su toxicidad a diferentes niveles, lo cual nos hace llegar a la busqueda

de nuevos compuestos que sean menos toxicos, ¢ incluse de menor costo.



Los efectos toxicos del cisplatino incluyen nefratoxicidad (siendo la mayor limitante para

+ ae . y s 2o d

p N p 0y ototc A nivel

dosificar), nausea y vémito, mi
histoldgico se ha observado que produce adelgazamiento de la cipsula de Glisson del higado
asi como necrosis de los tibulos contomeados proximales en rifién.

A nivel circulatorio también se produce toxicidad, ya que este compuesto produce una

deficiencia de magnesio. Debido a que el io es un el importante para el
mantenimiento de el tono del misculo liso vascular, la alteracion en sus niveles puede tener
un marcado efecto en 1a vasculatura (24).

A nivel de médula 6sea este compuesto induce toxicidad hematolégica: leucocitos,
plaguetas y eritrocitos, los cuales se recuperan después de finalizar el tratamiento.

Este efecto esta relacienado con la dosis y programa de tratamiento utilizado. Por otra

parte, la p ia de in se puede explicar con el propésito para el que se dirigio este

compucsto, que es afectar a las células en divisién.

En sistema nervioso si el tr iento es fnuo se puede p ataxia, alteracioncs

al caminar y pérdida de Ia habilidad manual. Estos signos son causados por la pérdida de la
propiosepcion,

A nivel periférico se han visto signos que son el ltado de una desmielinizacién del

tracto nervioso, lo cual puede ser otra imitante de dosis-toxicidad.

En un estudio ultraestructural realizado en ratas con analogos del cisplatino, los cuales
se administraron intraperitonealmente en diferentes dosis, produjeron hepatotoxicidad
significativa, En el rifidn se observaron lesiones a nivel de tibulos contorneados proximales y
distales. En el bazo no se observé ningun cambio con excepcién de la-mitocondria fa cual

tha d

P generacion por la p ia de cuerpos lamelares (26).




QUIMIOTERAPIA ANTICANCERIGENA EN MEDICINA VETERINARIA,
Para el cemimiento de firmacos con potencial antineoplasico (2) el Cancer
Chemotherapy National Service Center del National Cancer Institute (NCI) estipula el

desarrollo de pruebas para la d inacion de dosis letal aguda en mamiferos superiores

como ¢l perro, ¢l gato y el mono. Aunque cste paso se contempla como cscencial para que el

alisis en 1 3 P

p controladas en e! humano,

medicamento pueda ser sometide a
desde la perspectiva veterinaria resulta congruente pensar que mas que una prucba de
toxicidad se puede extender la intencién de probarlo en animales ﬁara Nevar el anélisis a nivel
clinico. Esta idea no es original ya que desde los inicios del cemimiento de quimioterapia
experimental se ha contcmplado a los tumores espontincos en animales como un modelo
viable e idéneo para la evaluacién de actividad antineoplasica (6).

Existe un gran mimero de compuestos disponib]e§ en la qumioterapia, pero fue a través
de los efectos tdxicos que los agentes anticancerigenos recientes fueron descubiertos y la era
de la quimioterapia comenzd. La toxicidad continia teniendo una mayor influencia en Ia
forma en que estos compuestos contra el cincer son utilizados. Los principales cambios que

produce un agente quimi p en I son, en forma aguda a nivel gastrointestinal

como anorexia, vomil diarrea, i6n de la médula dsea y del sistermna inmune, asi como
L r

anafilaxia y cambios en sistema urinario. De forma crénica sc pr dafios princi]
a nivel cardiaco.
Es por esta razon que se continiia con la biisqueda de nuevos compuestos con gran

ial anti igeno pero que presenten una baja toxicidad para evitar efectos

P

secundarios graves, asi como de menor costo y que no presente resistencia cruzada (24).

En la Faculiad de Quimica de la UNAM, bajo la direccién de la Dra. Lena Ruiz. se

han disenado y sinietizado un nuevo grupo de compuestos de coordinacion que reciben el



l nombre de casiopernas®', las cuales han sido sometidas a maitiples pruebas (30, 33, 34)
de acuerdo con las normas internacionales de evaluacin de firmacos con potencial
anticancerigeno (2, 6).

Es necesario seffalar que el costo estimado para producir un gramo de casiopeina 1® es
menor en realcion a otros como el cisplatino siendo este de $ 124 mientras que para la

casiopeina 1 esde $ 28 USD siendo la més cara de las casiopeinas.

En este trabajo se llevé a cabo el estudio con casiopeina® I que como ya se mencioné
es un compuesto de coordinacién que tiene como centro metalico al cobre. Un compuesto
de coordinacién es una molécula que tiene metal (especie aceptora de pares electrénicos) y
1 6 varios ligantes (especie donadora de pares electrénicos). En el caso de la casiopeina® F

(Figura 1) se muestra su férmula estructural a continuacién:

o _ O
/\'/\

NG3
N .
cf
HN ~o
0
e —
Férmula minima: CuCpgN,O;

FIGURA 1

'Patente de la Direccion General de lavenciones, Marcas y Desarrollo Fecnolégico (SECOFI) registro
nimero 18801-120579 y 18802-120580, USA Patent number 5-107,005 (1992), CEE cn trdmite, Japon en
trdmite.
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A la fecha tres de ellas denominadas casiopeina® I, Il y Il han cubierto con

suficiente magnitud de actividad, las siguicntes pruebas:

1.- Evaluaci6n citostitica in vitro sobre cultivo de linfocitos humanos sanos, con
resultados comparables e incluso superiores a la mayorfa de los quimioterapéuticos de uso
comercial. (28)

2.- Evaluaci6n antineoplésica in vitro empleando clones tumorales humanos de céncer |
cérvico-uterino de pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan), obteniéndose
resultados comparables a la actividad de 1a Mitomicina C y cisplatino (9).

3.- Evaluaci6n citostdtica in vivo empleando ¢l método de intercambio de crométidas
hermanas en el ratén. Este tipo de experimentos se encuentran en una fase inicial, pero los
resultados que se obtengan nos daran indicio no s6lo de su actividad citostatica, sino
también sobre su mecanismo de accion (29).

4.- Pruebas de potencial mutagénico in vitro. Estas pruebas hasta el momento han
mostrado una baja actividad mutagénica, y cabe mencionar que algunas de las drogas han
mostrado una marcada actividad bactericida (9).

5.- ‘Pruebas para evaluar mutaciones somdticas en Drosophila melanogaster. Los
resultados de los ensayos mutagénicos in vitro ¢ in vivo muestran ligera actividad
mutagénica de estos compuestos (4).

6.- Pruebas de actividad antineopldsica in vive empleando los modelos tumorales
murinos recomendados por el National Cancer Institute, USA (16). Los resultados en este
pane! de evaluacion son muy alentadores ya que algunas casiopefnas® sobrepasan por
mucho los requerimientos exigidos por los protocolos internacionales e incluso,
dependiendo de la casiopeina® de eleceion asf como del esquema de tratamiento y dosis
empleada, se han logrado remisiones totales y sobrevidas que van hasta un 200% (10, 18,
15).



7.~ Interaccién de estos compuestos con DNA lineal y superenroilado evaluada a
través de electroforesis en gel (31).

8.- Farmacocinética basica de casiopefna® 1, 1 y Il en ratones y ratas. Este trabajo
nos permitié conocer la concentracion del compuesto en los sitios de accién asl como la
intensidad de sus efectos en funcién del tiempo para cada uno de los compuestos para asi
poder determinar su comportamiento en el organismo, Los resultados obtenidos a partir de
las muestras en ratones indican que los 6rganos con mayor retencién en los tres
compuestos son bazo y rifidn (13).

9.- Cardiotoxicidad y ototoxicidad. Estas pruebas se encuentran en el inicio de su
desarrollo y han sido disefiadas para poder determinar el efecto de las casiopeinas® en

- drganos de suma importancia como lo es el corazén. y por otro lado, en base a los efectos
de toxicidad que se han observado en el oido en el tratamiento con cisplatino (26) se ha

- decidio estudiar este otro efecto con casiopeinas® en ratones.

El presente trabajo forma parte de un proyecto multidisciplinario llamado "Desarrofio
de Anticancerigenos” integrado por diferentes instituciones: Facultad de Quimica,
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Faculta¢ de Medicina, Instituto de
Investigaciones Biomédicas, Instituto de Fisiologfa Celular, Centro para la Innovacién
Tecnologica que pertenecen a fa UNAM, asi como e! Instituto Nacional de Cancerologfa,
Instituto de Investigaciones Nucleares y otras colaboraciones a nive! internacional.

El proyecl:d consta de diferentes etapas de las cuales parte ya se han llevado a cabo y

en la actualidad se continta con el desarrollo de etapas siguientes. (Figura 2),
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DISENO

SiNTESIS Y CARACTERIZACION

¢

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

ACTIVIDAD CITOSTATICA ACTIVIDAD ANTINEOPLASICA
IN VITRO-IN VIVO IN VITRO-IN VIVO

TOXICOLOGIA Y FARMACOLOGIA

MODELAJE MECANISMO DE ACCION CLINICA VETERINARIA
Y HUMANA

RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

FIGURA 2

Los resultados de estos experimentos en conjunto han propiciado el comienzo de los
estudios toxicologicos, asi se obtuvieron las dosis letales agudas 50 (DL 50) de estas tres
casiopefnas® en ratén (7). y recientemente, se llevs a cabo la evaluacion de la toxicidad
aguda de la casiopeina® I en perros (8) con resuliados alentadores, ya que una dosis t6xica
por via intavenosa rdpida no lo es cuando se aplfca intravenosa lenta. Asi pues los

resultados obtenidos hasta esta fecha resultan prometedores para el dmbito clinico, por lo
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que se ha decido llevar a cabo un estudio histopatologico de la accién de la casiopeina® 1
administrada intraperitonealmente a diferentes dosis y tiempos de sacrificio, ya que esta
via de administracién debe ser utilizada antes que cualquier otra para la evaluacién
preciinica y toxicoldgica de cualquier firmaco de acuerdo al programa del Cancer
Chemotherapy National Service Center (CCNSC) (2), ademis de que la toxicidad en
tejidos normales limita la dosis y frecuencia de administracién de cualquier medicamento,
siendo los 6rganos y tejidos cominmente afectados aquellos que tienen una répida divisién
celular (35). Esto ocurre debido a que los compuestos antineopldsicos cominmente usados

fueron seleccionadas ini por su habilidad de matar células de répida division. La

histologia es una herramienta con suma importancia para Ja determinacién a nivel
microscépico de lesiones producidas al administrar en este caso, casiopefna® I, lo cual nos
da un indicio del tipo de tejido que presenta dafio asf como el grado de afectacién. Esto
nos permitird es}ablecer la presencia de toxicidad, la cual es un efecto clave para et
desarrollo de nuevos compuestos con actividad antineopldsica. Se ésper_a que estos datos
permilan tener mas bases para extrapolar su uso a los seres humanos, incluso para poder

establecer protocolos para el tratamiento de tumores esponta en Jos animab




IV. HIPOGTESIS

Se pueden delerminai' las posibles lesiones por medio de un estudio macro y
microscépico de diferentes érganos y tejidos (encéfalo, corazdn, rifiones, pulmones,
higado, bazo, intestino delgade y grueso, peritoneo, drganos reproductores, musculo
esquelético, médula espinal y piel) al administrar casiopeina® 1 via intraperitoneal en

diferentes dosis y tiempos de sacrificio en ratones de la cepa NIH.

V. OBJETIVO

Por medio un estudio macro y microscépico determinar las posibles lesiones
producidas al administrar casiopefna® I intraperitonealmente en diferentes dosis y tiempos

de sacrificio en ratones de la cepa NIH.



VI. MATERIAL Y METODOS

Animales,
Se utilizaron 36 ratones hembras de la cepa NIH con un peso aproximado de 25 g
con una variacién de £ 3 g y una edad promedio de 10 semanas con una variaci6n de =+ 2
dias los cuales fueron alojados en cajas de policarbonato con una superficie de 28 x 28 x
" 13 cm con portafiltro de acero inoxidable y filtro. Se mantuvicron con agua acidificada a
un pH de 2.5 a 3 y alimento peletizado marca Blue Bonnet ad libitum y con ciclos de luz-

obscuridad de 12-12 horas (36).

Diseiio experimental.

Los 36 ratones fueron numerados por medio de muescas en la oreja y se repartieron
aleatoriamente en 8 grupos de acuerdo a los tiempos de sacrificio: 45, 90 min., 3, 6, i2,
24, 48, y 72 horas post-inyeccifn, y a las dosis administradas: 8, 12, 16 y 20 mg/kg. las
cuales se calcularon de acuerdo a la DLSO que es de 12.86 mg/kg. Se form6 un grupo

control de 4 animales. Estos grupos quedaron formados de la siguiente manera:

GRUPO
1 2 3 4 5 6 7 8 Control
4
TIEMPO
45min 90 min _ 3h 6h 12h  24h  48h T72h
DOSIS

8 mg/kg 1 1 1 1 1 1 1 1
12 mg/kg 1 1 1 1 1 1 1 1
16mgkg | 1 1 1 1 1 1 1 r
20 mg/kg 1 1 1 1 1 1 1 1




Una vez que se asignaron las dosis y tiempos de sacrificio se procedié con la
preparacion de la casiopeina® I haciendo los célculos correspondientes obteniendo una
concentracién de 0.44 mgen | ml,

Ya obtenida la cantidad de miligramos de casiopefna® I que se requirieron, se
procedio con el pesado de los animales para obtener las dosis correspondientes y hacer la
conversion a mililitros a administrar con una simple regla de tres.

Posteriormente se solubilizé la casiopeina® I utilizando 3% de etanol absoluto. Una

vez disuelta se aforé con agua bidestilada hasta obtener el volimen de 25 ml en una

proporcion 3:100 respecti La casiopena® I se prepara en el momento antes de

ser administrada para evitar alguna descomposicién causada por el vehfculo utilizado con

el paso del tiempo,

Después fue inoculada a cada animal via intraperitoneal y se alojaron en jaulas de
acuerdo a la dosis que se les administrs. Los animales que no murieron antes del tiempo
indicado se sacrificaron por dislocacion cervical de acuerdo al tiempo ya establecido para

llevar a cabo el estudio patolégico.

Necropsia y toma de muestras.
Los ratones muertos se colocaron en posicién de cibito dorsal sobre una charola de
diseccién y se sostuvieron por las cuatro patas con alfileres. Se humedeci6 la parte ventral
con alcohol 'y se incidié abriendo cavidad abdominal y tordcica para observar y. deseribir
las lesiones macroscdpicas.
(o

Posteriormente fueron disecados y reco) los sigui brganos y tejidos:

‘encéfalo, corazén, pulmones, higado, rifiones, bazo, intestino delgado y grueso,

peritoneo, érganos reproductores, misculo esquelético, médula espinal y piel, los cuales
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se fijaron en formalina amortiguada al 10% en una proporcion érgano: formol de 1:10,
durante 1 semana.

Una vez fijados, se procedi6 a realizar un corte pequefio de cada érganb para su
inclusién en cdpsulas y ser procgsadas por el método de inclusion en parafina para
posteriormente hacer cortes de 5 pm, tefiirse con la tincién de rutina Hematoxilina-Eosina
y ser observados al microscopio Optico. Se realizaron tinciones especiales en los casos

necesarios (1).

La evatuacion cualitativa de las lesiones se realizé por medio de la elaboracién de una
base de datos para poder examinar el tipo de lesién y saber a qué dosis y tiempo de

sacrificio pertenecfa, donde se seiial6 la intensidad de la lesi6n en tres grados:

+ discreto
+ +  moderado

+ + + severo

Metodologia estadistica.

Con los resultados obtenidos se hicieron tablas de cohtingencia a partir.de la base de
datos en el programa Quattro Pro para windows versién 5.0, 1993, para PC, donde la
.condicién se refiere a la intensidad de la lesi6én y la frecuencia a las veces que se presenta
la misma. Posteriormente estas tablas se sometiron al anélisis estadistico con la ayuda de
el programa Statistical Analysis Systems (S.A.S.) empleando toda la - estadistica no

paramétrica que ofrece este programa (ver anexo estadistico).



VIL. RESULTADOS

Al administrar casiopena® [ se observaron cambios patolégicos tarito a nivel
macroscépico como microscopico en los 32 ratones tratados.

En los 4 animales control no se observaron cambios a nivel macroscépico, sin
embargo, microscSpicamente se observaron cambios principalmente en rifién e higado en

grado discreto, los cuales se encuentran descritos en el cuadro 2.

Posterior a la inoculacién del compuesto, se observé postracion y/o pasividad en
todos los ratones, aglomerdndose en las esquinas de las jaulas; en contraste, los ratones
del grupo control se observaron activos con un consumo de alimento aparentemente
normal. El comportamiento anormal de los ratones tratados se observé durante las
primeras 16 horas posterior a la inoculacién. Después de este tiempo hay una recuperacién

de su actividad normal.
De los 32 animales tratados, 4 murieron dentro de las primeras 3 a 8 horas post-
inoculacién, antes del tiempo de sacrificio ya establecido. Estos ratones corresponden a

los grupos 6, 7y 8:

6 24 hrs. 20 mg/kg 7 hrs.

7 48 hrs. 20mg/kg - 8 hrs.

8 72 hrs. 16 mg/kg 7 1/2 hrs., )
8 . 72 hrs, 20 mg/kg 3 1/2 hrs,



En los 4 animales antes mencionados se hallaron las siguientes. lesiones
macroscépicas:

0 Cianosis en mucosas

8 Congestitn general

-8 Edema pulmonar

O Isquemia en diafragma

O Hemorragia en la punta de los dedos

Ademés de estos cambios, también presentaron congesti6n general, presencia de -
liquido serosanguinolento en cavidad tordcica y abdominal, hidrotérax, edema en higado y
p8lmones, nédulos blancos en tracto intestinal e isquemia en tracto digestivo y en los

bordes del higado.

Los cambios patolégicos observados macroscopicamente en los 28 ratones restaintes

también tratados son principalmente congestibn g I, pr ia de liguido
serosanguinolento en cavidad tordcica y abdominal, hidrotérax, edema en higado y
pulmones, nédulos blancos en tracto intestinal e isquemia cn tracto digestivo y en los

bordes del higado. (Cuadros 3 al 10).
Las lesiones macroscépicas observadas fueron evaluadas microscépicamente (Cuadros

11 al 18 y Figuras 3 a la 10), de las cuales los hallazgos histolégicos mds frecuentes se

resumen a continuacién:
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ORGANO LESION No. Ratones  No. Ratenes
tratados gque  control que la

. la presentaron  presentaron
RINON Congestién moderada cortical 6/32 0/4

CEREBRO - Congesti6bn moderada difusa 5132 /4
Edema moderado difuso 5132 0/4
CEREBELO  Congestién moderada difusa 4/32 0/4
MENINGES  Congestitn moderada difusa 3/32 0/4
PULMON Congestion moderada-severa difusa 10/32 0/4
BAZO Megacariocitos moderado-severo difuso 13/32 0/4
Congestién moderada-severa difusa 732 0/4
HIGADO Degeneracién hidrépica moderada 4132 0/4
perivascular
Congestidn moderada difusa 6/32 0/4
Necrosis de cdpsula ligera difusa . 132 0/4
PERITONEO Inflamaci6n supurativa ligera-moderada 18/32 0/4
multifocal :
INTESTINO  Serositis supurativa ligera-moderada focal 5132 0/4
DELGADO
CUADRO 1-A
En los cuadros19, 20, 21 y 22 se muestran estas lesi donde pod p el

grado de lesion. Estos hallazgos se observaron principalmente en los ratones de los grupos 6,
7 y 8 de las dosis 20 mg/kg, 20 mp/kg y 16 y 20 mg/kg respectivamente, con un grado de

lesion de moderado a grave.

Se realizo un estudio citoldgico del liquido presente en cavidad toricica (Figurall) en

3 de los ratones. en los que se observé:
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‘Se realizé un estudio citol6gico del liquido presente en cavidad tordcica (Figurall) en

3 de los ratones, en los que se observé:

e ~ Linfocitos + +
e Macréfagos +
s Polimorfonucleares +

«  Glébulos rojos + + +

De el cuadro anterior, se seleccionaron aquellas lesiones que mostraron ser: diferentes

al grupo control con una significancia < a 0.102, las cuales fueron:

ORGANO LESION SIGNIFICANCIA
PULMON Congestién 0.068
BAZO Megacariocitos 0.023
HIiGADO Degeneracién 0.102
hidrépica
Necrosis de 0.045
cépsula
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VIIL DISCUS10N

Had 3 etd

Con basc en los en el p trabajo, se observé que al

peina® 1 intraperi I en ratones, se producen cambios patologicos

de tipo circulatorio los cuales fueron identificados a la observacién tanto macroscépica

como mi Gpica. Los principales hallazgos fucron de tipo vascular presentdndose ¢n la -
mayoria como hemorragias, congestion y edema (ascitis ¢ hidrotérax), siende mas evidente
cu los ratones pertenccientes al grupo 6 y 8 de dosis 16 y 20 mg/kg, sin embargo cabe
mencionar que, en ¢l grupo 5 y 7 también sc observaron estos hallazgos. La ascitis se
presento en 5 ratones: 2 del grupo 3 (8 y 16 mg/kg), 1 del grupo 5 (12 mg/kg), 1 del grupo
6 (8 mp/kg) y 1 del grupo 8 (20 mg/kg). Por otra parte, el hidrotorax se abservé en 9

ratones, de los grupos 2, 3, 5, 6 y 7 en diferentes dosis. Cabe mencionar que los ratones del

.grupo 8 de dosis 16 y 20 mg/kg presentaron las lesiones circulatorias mis generalizadas,

ademis de que estos murieron 7 horas post-i siendo establecidas 72 horas para

su sacrificio. Los cambios macroscopicos observados en los ratones que murieron antes del

tiempo de sacrificio ya establecido, como. ci is de edema pul y

1on trad K} 1.:

cor alos circulatorios, lo cual se relaciona con
tos signos post-inoculacién registrados con base en la experiencia del observador como son:
cambios en la frecuencia respiratoria, baja en la temperatura corporal y el consumo de
alimento fuc nulo. Cabe mencionar que con otros quimioterapéuticos, en forma aguda,

también se presentan los signos antes mencionados (25); ademis de diarrea y vomito, los

cuales no fucron observados con casiopeina® 1.
La inflamacion supurativa que se observo en serosas de intestino delgado e higado, asi

cOmo en peritoneo, grasa periuterina, peripancredtica y mesentérica, se puede deber a 1a

* irritacién directa que causa el compuesto al ser inoculado intraperitonealmente, el cual, al

ser un cuerpo extraiio en el tejido, produce un reaccion inflamatoria aguda confirmada por

1a presencia de células polimorfonucleares (12, 32).
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Por otra parte, los animales de los grupos 1 y 3 presentaron notoria atrofia linfoide, asi

como hiperplasia linfoide en los grupos 1 y 4. La atrofia de los nédulos linfoides del bazo se

do por una r i itaria a la

3

puede deber al requerimiento de células

substaticia, sin embargo el tiempo que transcutre a partir de la inoculacion hasta el sacrificio

que es de 3 dias como limite, la resp i no ha al

st mixima expresion, por
lo que hasta ¢l momento sc desconoce la causa de este dailo. Cabe sefialar que los animales

del grupo control no la presentaban.

En tejido linfoide la mayoria de los puestos quimioterapéuticos prod en forma

.2 .y 0 P I) . x

aguda, i p y p prop lap

de una eritropoyesis
extramedular, lo cual se pude observar al haber una movilizacién de células hematopoyéticas
como lo son los megacariocitos presentes en el bazo. La eritropoyesis extramedular se
observa normalmente en el bazo de los ratones en forma ligera (11). En los animales
tratados con casiopeina I se presenta en grado moderado a severo, por o que es posible que

cl compuesto contribuya al de megacariocitos, Esto nos puede explicar en cierta

medida Ia presencia de estas células en mayor niimero.

Otro hall rel fue Ia deg 1on hidropica en células epiteliales alrededor de

vena central hepitica, esta es una lesion reversible que se presenta al haber hipoxia celular
(32), la cual se manifesté en 16 ratones, de los grupos 1, 2, 3, 4, 6, 7 y 8 de grado

11 1,

moderad;) a grave, Esp que este da con el método de sacrificio debido a que

también se observé en 1 ratdn del grupo control, no obstante, pldbablemcnte al administrar

4

casiopeina® I, se vea acr da por los circulatorios al igual que la vasodilatacion
observada en el higado en los grupos 5 de 20 mg/kg, en el 6 de 8, 12 y 20 mg/kg y en ¢l 8

de 8, 12y 20 mg/kg.

Al haber realizado el anilisis estadistico se obtuvieron como lesiones significativas

. . o ién en T

& | 4

jocitos en bazo, d ion hidropica y

necrosis de capsula en higedo. A pesar de que solamente resultaron estadisticamente
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significativas las 4 lesiones anteriores, es importante sefialar que casuisticamente a pantir de

un andlisis visual de las lesi i opicas, las

1.4

en el cuadro 1-A se deben

tomar ¢n cuenta ya que en su mayoriz s¢ obscrvaron en los 4 ratones que muricron dentro
de las primeras 3 a 8 horas post-inoculacién, y con un grado de lesion de moderado a
severo, mientras que si estas lesiones se legaron a observar en Jos ratones control, fué en

forma ligera, lo cual se considera como normal (11),

PO PRI hall

Como ya se los princip 205 tanto I opi como

microscopicos nos indican que existe una alteracion a nivel circulatorio. Es posible que la

iopeina® 1 también ahtere las i de io o de algun otro elemento,

dando como resultado estos cambios, sin embargo en ¢l presente trabajo este estudio no fue
realizado.

A partir de un andlisis casuistico podemos determinar que ¢l principal cambio
circulatorio como lo fire la congestion en un grado moderado, se presenta principalmente en
pulmoén en 8 ratones; rifion y bazo en 7 ratones en cada érgano, y en forma secundaria ent
higado y cerebro en 6 ratones en cada drgano.

La mayoria de los hallazgos patoldgicos mencionados en este trabajo concuerdan con

los observados en el estudio de toxicidad aguda de casiopeina® I en perros, donde los

principales hallazgos fueron insuficiencia pul da por edema pulmonar, lo cual dio

|

como resultado una hipoxia cerebral. Otras lesiones también observadas fueron

degeneracion hidrépica centrilobulillar en higado, congestién moderada difusa en miocardio,

St Tinfid : + fal

del bazo y espongiosis en ia gris de encéfalo

atrofia de los

peos P

Los hallazgos histoldgicos asi como las manifestaci son a los

observados en el cisplatino, incluso se consideran de menor grado de severidad.

Consid Ia i ia de realizar otros dios como biometrias hemiticas,

p

gasometria, toxicidad crénmica, alt de niveles de elementos esenciales en sangre,

alisis histopatologico de médula dsea y otros tipos de estudios que nos confirmen los
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cambios circulatorios observados para asi poder aplicar su uso como un-tratamicato

ico anti igeno tanto en Ia clinica humana como en Is clinica veterinaria.

1 d

Con base en los resultados obtenidos se puede tud
‘e La casiopema® I administrada por via intraperitoneal produce principatmente
trastommos a nivel circulatorio. ]

e La lesiom mis evidente en sistema circulatorio es la congestibn en un grado
moderado. ‘

o Los orgamos blanco afectados por Ila  casiopefna® 1  administrads
inmperi:ohnhnmte son: pulmén, rifibn y bazo. En forma menos extenss en higado y
cerebro, ]

s Debido a que In magnitud de ia lesion es moderads se cree que estos cambios serin
rwersiblgs, una vez suspendida 1a aplicacién del compuesto.
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CASIOPEINA I INTRAPERITONEAL EN RATONES

HALLAZGOS MICROSCOPICOS EN EL GRUPO CONTROL

GRGANO | CONTROL raton 1 mEton2 rat6n 3 .
RINON Congestidn ligera . . Congestion ligera Congestién
_ Foco linfoide perivascular y dilataciéa tubular
ligera
CEREBRO * Congestién y edema Edema ligero *
perivascular ligeros L
mmjw . Congettion ligera Edema ligero .
MENINGES . Congestién ligera . Congestion y ederna
iﬁo e 0 w9 " y D 0 i i [V i6n ligera
Vasodilatacién ligera ligera
BAZO Megacariocitos en cantidad . Megacariocitos *
discreta
CORAZON Congestién ligera Congestién ligera | Congestion ligera | *
INTESTINO DELGADO . 0 0 >
INTESTINO GRUESO Nédulo linfoide e * Parfsitos
PANCREAS . . - 0
M(saro : : - v
PERITONEO . . 0 0
m - . . . L
UTERO Y OVARIO Edema ligero . ¢ *
* Sin alteracion
CUADRO 2
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CASIOPEINA | INTRAPERITONEAL EN RATONES

HALLAZGOS MACROSCOPICOS
GRUPO 1 (45 min)

_OxGANO | DOSIS 8 mg/kg 12 kg 16 mefke 20 mghs
RINON . g 0 —
CEREBRO : v v -
CEREBELO * . . ¢
MEDULA ESPINAL. : * g -

PULMON Congestion ligera difusa . * °
HIGADO Congestion ligera difusa * M . |
BAZO . Petequias en grasa Esplenomegalia ligera Esplenomegalia severa

nesplénica con aspecto de mosaico
CORAZON . == ¢ -
INTESTINO DELGADO Nédulos blancos Nédulos blancos Nédulos blancos
INTESTIND GRUESO Nédulos blancos Nédulos blancos Congestién lizera en mesenterio Nédulos blancos
PANCREAS . . v -
PERITONEOD . M Congestin ligera difusa b
PIEL D 0 O 0
UTERO Y OVARIO ¢ . Congestion ligera en ligamento .

ancho
CAVIDAD TORACICA * . Hemotoeax 1y e
CAVIDAD ABDOMINAL . M Cougestion moderada de vasos Cambios autaliticos
- ___sanguineos
SUBQUTTANEQ . . Infiltracién de liquido {aspecto Noédulo caiéverdoso en
latinaso) en zona de inoculacié zona de inoculacién
* Sin cambi ! P
CUADRO 3
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CASIOPEINA 1 INTRAPERITONEAL EN RATONES

HALLAZGOS MACROSCOPICOS
GRUPO 2 (90 min)
ORGANO | DOSIS 8 mg/ig 12 mgfkg 16 mg/kg 20 mgfkg
m 3 ) . .
CERFBRO . . * C .
CEREBELO . . = v
MENINGES . . . Congestién
ligera difusa
MEDULA ESPINAL . . . .
PULMON Congestion ligera . Cougestion ligera .
i multifocal
HIGADO . Congestién ligera . .
BAZO . . . Congestién ligeray .
L i
CORAZON . * * °
INTESTINO GRUESD .~ Nodulos blancos ¢ N
Congestion ligera en mesenterio
PANCREAS * . . v
PERTTONEQ Congestién ligera difusa . . *
PEL . 0 v 0
CITERO ¥ OVARID Congestién ligera en C i6n ligera en 1 Congestion ligera en .
ligamento ancho ancho ligamento ancho
CAVIDAD TORACKCA . Ligeso hidrotérax * *
CAVIDAD ABDIMINAL . Peteruias en pared muscular Punto verdoso rodeado de ¢
3 sangre en tejido adiposo
SUBCITTANEO . . . .
* Sin camirios patologicos aparentes
CUADRO 4
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CASIOPEINA [ INTRAPERITONEAL EN RATONES

37

HALLAZGOS MACROSCOPICOS
_GRUPO 3 3 hrs)
ORGANO | DOSIS 8 mgig 12majke 16 mehg 20 mhs
“REION 0 g O O
CEREBELD 3 - . .
MENINGES - - . 3 -
MEDULA ESPINAL . . . 3
m . . » . .
“HIGADO Cougestin ligera difisa . - .
CORAZON _ . . . -
INTESTINO DELGADO . . . .
INTESTINO GRUESO g - . .
W . . . CH
PERITONED . . . Ligera infiltracidn de liquido {aspecto
gelatinoso) en zona de moculacion
MEL . . * Ligera infiltracida de liguido {aspecto
B Eelatinoso) en zona de inpculacion
UTERO Y OVARIO . . . .
CAVIDAD TORACKA Liquido serosanguinolento Liquido . .
moderado
CAVIDAD ABDOMINAL | Liquido serosanguinolento . Ligera ascitis .
i noderado
SUBCLITANEO “ g g O
* Sin gicos ap
CUADRO 5



CASIOPEINA | INTRAPERITONEAL EN RATONES-

38

HALLAZGOS MACROSCOPICOS
GRUPO 4 (6 tws)

. Qmmlnosas 8»ng{kg lZn:gIkg ns.,:,n.; mn.g_m

CEREBRO 0 0 0 0
- CEREBELO - . N .
" _MENINGES Ligera congestion difusa * - M
. TPULMON Congestion ligera multifocal G #6n ligera por . - Equimbsis por 2onas
zonas
HIGADO Areas con ligera congestisn Isquemia . .
BAZO * Congestion ligera difusa s e
CORAZON Arterias coronarias con . . .
igestitn ligera
INTESTING DELGADO Congestidn ligera difusa lsqueniia Duodeno con Duodeno con
congestion ligera % ligera
INTESTINO GRUESO * Isquemia tsquemia en colon Petequias en colon
distal distal
PANCREAS > M - .
PERITONEQ 3 ¢ . .
PEL O 0 0 O
UTERO Y OVARIO . ¢ . .
CAVIDAD TORAQKCA ¢ ¢ -* .
CAVIDAD ABDOMINAL - - . -
SUBQUT: Infiltraci6n de liquido de pared | Punto café-verdoso en M *
bdominal (aspecto gelatil 20na de i i
* Sin cambios patolégicos aparentes
. CUADRO 6



CASIOPEINA | INTRAPERITONEAL EN RATONES
HALLAZGOS MACROSCOPICOS
GRUPO'S (12 bry)

8 mghkg

q

Congestién moderada

inolento

uido

12ty

estidn severa difusa
estidn severa difusa

igers en vitero

ORCANG | DOSIS

Y OVARIO
CAVIDAD

CAVIDAD ABDOMINAL
SUBCUTANEO

* Sin cambios patolégicos aparentes

CUADRO 7
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CASIOPEINA | INTRAPERITONEAL EN RATONES

CUADRO 8

40

* HALLAZGOS MACROSCOPICOS
GRUPO 6 (24 frs)
omAvo [poss ey 2y toogdy __ mnghs
RINON B ¢ * Congestién moderada
difisa
CEREBRO . B . .
CERESELO v . ‘ ’
MENINGES Congestion figera difusa | Congestibe ligera difusa | Congestién ligera .
. "
Congestion ligera difisa | Gongestifn ligera difusa Equimosis *
“HIGADO g . Congestidn figera .
" .
IO g g difim O
CORAZON . * : :
INTESTING DELGADO B g * Congestion modetada
difusa
INTESTING GRUESO ' Coagestién ligera en B Congestié maoderada
mesenterio difusa
PANCREAS d 0 O 5
PERITONEQ * Congestidn ligera . .
m - . . A4
GTERD ¥ OVARIO . L . ° :
CAVIDAD x lizero . Hid figero |t Tigero
CAVIDAD ABDOMINAL Ascitis < . :
SUBCUTANEO . . * °
" 0 . Cianosis ligera
* Sin cambios patolégicos ap




CASIOPEINA I INTRAPERITONEAL EN RATONES

" HALLAZGOS MACROSCOPICOS
GRUPO 7 (48 hrs)
ORGANG | DOSIS 8 myy 12 mgfiy 16l 20 myfiy
] . L] -
MENINGES * . Coogesti6n ligera difusa Congestién ligera
difisa
PULMON . Congestion moderada . Congestién y edema
difusa ligero difuso
“HIGADO : Sordes isquémi 6dulas en 1a sup g
Bordes isquémicos
Ligero edema

CORAZON _ . . - v
INTESTING DELGADO v . - v

Plﬁig L] - L] .
PERITONED : . ; Conyestitn ligera
"CAVIDAD TORAGICA M -__tidratérax ligero Hidrotérax moderada .

CAVIDAD ABDOMINAL : . : -

SUBCUTANED - . . . .

* Sin cambios p: .

CUADRO 9
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CASIOPEINA | INTRAPERITONEAL EN RATONES

HALLAZGOS MACROSCOPICOS
GRUPO 8 (72 tws)
ORGANO  DOSIS 8 mghy Uoghs  isag 20 mgfks
“RNoN g g ('»ngest:z:nduada Cangestion moderada difisa

Hemoeragia severa difusa Congestién moderada difusa
Congestibn severa difisa Congestibn moderada difusa
0 .

Coloraciéa obscura Congestidn severa difusa Congestién: moderada difusa
POt 20033
Punto blanco Manchas blancas | Congestién severa difusa Congesti6n moderada difusa

Congestion severa difusa Congewtién mederada difusa
* Congestion severa difissa Congestién moderada difusa
. Congestin severa difusa Congextibn moderada difusa
M Congestién severa difiusa Congestién moderada difusa
* Congestidn severa difusa Congestibn moderada difusa
* Congestibn severa difusa Congestién modesada difusa

Cangestitn severa Congestién moderada

| e ¢
i gélﬁ gg'%? i

- Congestién severa difusa Diafragma isquémico
Axcit
* . Ganosis moderada y Cianosis roderada
hemorragia en ufias

* Sin cambi L

CUADRO 10

2



CASIOPEINA | INTRAPERITONEAL EN RATONES

HALIAZGOS MICROSCOPICOS
GRUPO 1 (45 min)
ORGANO/ DOSIS 8 mghy 12mghey 16 mgfky 20 wgfke,
“BNON Congestin gera princ en | Congestitn hgers en costeza . Nadulo knfoide
conteza Tibulos con cainbios perivascular
degenerstivoy
CEREBRO Edema figero pervadouler Edena ligero perivascalar Edema ligero .
CEREBELO Edema igero perivasculsr Edema ligern pesivascular - g q
Desprielinizacion figera en substancia .
PULMON mnsnﬁ Wgera . Engrosamiento de pared -
alveclar focal
HIGADO Degeneracidn hidripica ligera en la Degeneracidn hidropica lgera Necrosls ligera focal .
2ona centrolobulillar en la zona centrolobulifler Células de Kupffer aumentadas
de amaiio
BAZO - Atrofia Bnfoide ligers Atrafia linfoide ligera Atvofia Sinfoide figera Miperplasia linfosde
s intidad moderad: iocitos en cantidad Megacariocitos en cantidad Egera
mnderada moderada Megacarincitng en
cantidad wnderada
CORAZON Congestion ligera en miocandio . Miocarditis v
Infitraciin Enfocitaria
pevivascular ligera
Edema figem
INTESTING DELGADO Pardsitos . - -
INTESTIND GRIESD Hiiperplasia linfoide en coloq Viperplasia linfoide en coloy : -
PANCREAS - 3 - -
PERITONEOQ B ) . g 0
PIEL Ederra ligero en dermis Edena Bigero e dermiis. . .
MUSCLLO - * Inflamacidn focal .
ESQUELETID Infiltracitin Fnlocitatia Egers
_* Sin alteracion
CUADRO 11
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CASIOPEINA 1 INTRAPERITONEAL EN RATONES

44

HALIAZGOS MICROSCOPICOS
GRUPO 2 (90 miun)

ORGANO/ DOSIS Bmghs 12 mg/kg - 16 mg/kg 20 mghs
“TNON . ¢ Congestién ligera difusa Congestién ligeraen

CEREBRO Edema perivascular . Edena pery ligero ¥ i6n y edema p v

lizero . ligeros
CEREBELO Edema en vasos ligero ¢ Edema en vasos ligero Congestion y edema perivascufar
ligeros

MEDULA ESPINAL . . . hd

TPUIMON hd d Congestién ligera en vasos y -
engrosamiento focal de paredes
alveoloares
HICADO Degeneracibn hidrbpica . Degeneracion hidrépica ligera b | Degeneracion hidrépica ligera en
ligera e la zona z0na centrolobulitler. 1a zona centrolobulifier

e centvolobubillar estion ligera

BAZO Megacanocitos en Atrofia linfoide Atrofia linfoide ligera Atrofia linfoide ligera

cantidad moderada ligera Megacariocitos en cantidad
CORAZON : Congestibn ligera | Congestion ligera en mk S
en miocantio

INTESTING * . * .

DELGADO

INTESTING . Parasitos 0 ]

GRUESO

PERITONEQ . . * 4

PEL | Edema en dermis * M Edema ligero en dermis

UTERO Y OVARIO Congestién moderada . Congestidn ligera en ovario *

e ovario
* Sin alteracion
CUADRO 12



CASIOPEINA 1 INTRAPERITONEAL EN RATONES

HALLAZGOS MICROSCOPICOS
GRUPO 3 (3 hrs)

ORGANOf DOSIS 8 mghg 12 mg/ig 16mzhg__ 20 mgfkg

NON . Congestion mnderada difusa Cougestion lizera difuse Congestiom ligera difisa Congestitn iger difusa

Ditataciin fubular
CEREBRO Cougestion y edema perivascular Congestion igera difusa [ i6n y edeina pern C i6n y edema
tigetos Dexmiielinizacion lizera en Tigerns pevivascular ligeros
iagrs ligera en
gris
CEREBELO Congestion y edema perivascular . . Congestitn y edens
Figeros perivascular Rgeras
MEDULA ESPINAL Congestién y edema perivascolar - - .
modersdos
Desniielinizacion severa en
subxtancia gris
PULMON ~ [¥ ¥ ligera difusa ¥, in Tigera difosa [¥ i figera difsa
HIGADO Congestion ligera Coaxestion ligera dfisa Cougestisn moderada difusa Congestion ligera difosa
Degeneracins hidripica severa Necrosis alrededos devena | Degeneracidn hididpica severa difusa
difesa en ka zoua centmiobubiisr central on 1 zona cenfrolobuliflar
BAZO ‘Atra finfiide ligera Atrofia Enfowde fgers ‘Atrofia Einfoide igera ‘Atrofia tinfoide Rgera
Megacariocitns en canfidad Megacaniacites en cantidad gacarionitos en canfidad moderad: rgacarioitos en cantidad
underada moderada en bordes moderada
CORAZON - - Congestién figera en wiocardio -
INTESTING hperplasia linfoide en yeyuno Yiiperplasia linfoade B
DELGADO .
PANCREAS - . tnflamacion supuratha ligers .
"
PERITONEO B Tnflamacion supurativa ligerz . .
multifocal
PIEL M . Edema ligern en derds -
UTERO Y OVARIO) Congestion underada en ovario . ‘. .
* Sin alteracion . .
CUADRO 13

-~
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CASIOPEINA | INTRAPERITONEAL EN RATONES
HALLAZGOS MICROSCOMCOS

GRUPO 4 (6 1irs)
ORGANO [Dosis . 8 mgfky 12 kg 16 mglkg 20 mgfky
R Congestion Ngera difusa [¥ i bigera ditisa [¢ it tigera difusa ¥ iSa Sigera difusa
CEREBRU * . Edema ligem Congestitn y edems
CEREBELO Edema pesivascular tinclerade . Edetna pertvasrular ligero Congestidn ligera difica
— Cougestion bigera difusa
- MEDULA ESPINAL Desuieliuizacion lixera en . - .
. substancia pris
PULMON Congestinn y edena liger [¥ difi [y ik difusa *
HICADO Wfiltracion linforitaria Neernsis de cipsula Figera Congestitn ligera difusa Degeneracion hidropira severa
. perivascular difesa
Degenvraciin hidripica ligera o )
ta zona centrolobxiillar
BAZO Uiperplasia Rufoude ligera \iperplasia finfoide ligera Tliperplasia lmfowde Thperplasie kafoide Ganglio
Atrofia linfoide ligera moderada Tinfitico hij L
CORAZON Congestiom ligera en mincardin Congestion ligera en Cougestion ligera en ¢
miocardio suiocardio
INTESTINO DELGADO . Hiperplasia Enfoide . Inflamacibo supurariva tigera en
sernsa
Edema moderadn en nuscolar
INTESTINO GRUESO ‘ . . -
PANCREAS . . . Inflaniacitn supurativa ligera en en
RTasa peripancredtica
o igera difusa
PERITONEO Inflaniaciio supurativa ligera . [ e ligera ok o iva ligera
runlifocal owiltifocal mubtifocal
PIEL . - . Inflamacién swpweativa gera foval
y edetna ligesn
UTERD Y OVARIO . . . .
* Sin alicracién
: CUADRO 14
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CASIOPEINA | INTRAPERITONEAL EN RATONES

HALLAZGOS MICROSCOPICOS
GRUPO 5 (12 hrs)
ORGANG | DOSIS 8 melky 12 ke _ 16 mzie Wumghy
- somam p—
N Congestitn ligera difusa Coagestién figera difusa Congestibn higers difusa Congestion ligera difisa
CEREBRO Edema ligern peri Congestion y edema perh Congestibn y edensa Congestitn y edetna perivascular
Desmicfinizaciin figera en perivascular ixeros ligerns
ub g
CEREBELO I . Congestion y edema Congestion y edema perivascular
L ¢ ligeros ~_ligeros
MENINGES - . Congestiin y edema Congestion y edema perivascnlar
vysclar Fgeros Jigrms
MEDULA ESPINAL hd . e *
PUEMON Congestitn ligera difusa Congestibe naderada difusa . Congestion tigera difusa
HICADO Nectosis de cipaita ligers Necratis de cipsula figera Congestitn figera difusa Cangestian y vasodilataciin ligera
difusa
BAZO ipesrplasia linfoide ligera . {liperplasia knfoide ligera .
CORAZON R . Congestién moderada en Conpestion figera en niocardh
nilocardio
INTESTING Toftamacid superativa lgera en . . Inflamaciin supstrativa ligera en
DELCADD xTasa inesestérica multiforal sernea difisa
INTESTIND * * * *
GRUESO
PANCREAS hd d : >
PERITONEO tallanacin sepurativa ligera > TRy—— ' wa moderad
apdeidoral multifoca) maltifocal
Congestidn y edema ligerns
PIEL Glindulas sudoriparas quisticas Edesa severo focal . .
UTERD Y OVARIO . <[ inflamacién supurativa figera en . .
grasa focal
MUSCULD < . Congestion figera difusa *
ESQUELETICO -
* Sin alteracién CUADRO 15
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CASIOPEINA | INTRAPERITONEAL EN RATONES

HAULAZGOS MICROSCOPICOS
GRUPO 6 (24 hrs)
GRGANG | DOSIS 8inghe 12 gy 16 mafly 20 mgfg
RINON Congestion ligera difisa [? D derad G i6n ligera difusa Congestion moderada
difusa difusa
CEREBRO . Congestioén ligera difusa Congestién y edema Congestién moderadta
peri ligeso difusa
CEREBELO Congestién ligera difusa Congestién ligera difusa | Congesti derada difusa °
MENINGES . Cougestién ligera difusa * :
Congesti o difusa | G on y edenia ligeso . Congestion nwderada
difussa
HIGADO Degencracion hidropicaligera | Necrnsis de cipsula ligera T3 pi G | d
en b zoua Flar ¥ i derad ligera enla zona Cipsula con inflamacién
Necrosis de capsula ligera | Vasodilatacin ligera difusa centrolobulitlar Vasodilatacién ligers
Vasodilatacion ligera difusa gesth d difisa difisa
BAZO Mepacariocitos en cantidad Congestion ligera difisa Hiperplasia linfoide Congestién moderada
moderada d Hiperplasia linfoide ligera
Megacariocitos en cantidad :
moderada
CORAZON . | Congestién modera G i en *
y miocardio niiocardio
. . Inflamaci6n supurativa ligera -
DELGADO 1 serosa
PERTTONEQ * Inflamacién sup Inflamacié ivaligera | Inflamacién sup
. tigera muttifocal multifocal ligera mutltifocat
Congestitn ligera difusa
PEL . : 0 0
UTERD Y OVARIO . . . Congestion ligera diftisa
* Sin alteracion
CUADRO 16
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CASIOPEINA | INTRAPERITONEAL EN RATONES
HALLAZGOS MICROSCOPICOS

GRUPO 7 (38 lis)
ORGANG [ DOSIS 8 gfke 12 mgfky - 16 mgfkg 20 mglkg
RINON Congestion ligera dilusa Congestion ligera difisg Comzestion ligera difusa Autolisado
CEREBRO Congestion lizera difusa Congestion medeeada d Congestion ¥ edeina perivascular | Congestidn y edema moderado
ligven Auuslisis
CEREBELO Congestion ligea ditusa Congestion moderada difusa | Congestivin v edenta peiivaseular *
ligero
MENINGES Congestion ligera Cangestivg moderada Congestian y edemna ligero Congestion y edema perivascular
wideradn
Autilisis
PULMON estion ligera difusa Congection moderada difisa Congrstion moderacla difusa Congestion severa difusa
HIGADO Degeneracion hideopica mederida Congestion ligera . Degeneracion Tidropica ligera o
o8 Ja ana vy i R iom hidedpics ligera It zona centrolobylillar
en la zona centsolobuliflar Necrusis de cdpsula ligera
BAZO Congestion moderada difina Congestion moderada difusa Atrofia linfoide figera
iperplasia linfoide tixera thperplasia linfoide lixera Autolisis
CORAZON Congestich da en i Cangestian ligem ens mi i Congestisn ligesa en i
INTESTING DELGADG Hipesplasia linfaide ‘ - Antalisadn
Congestion ligera en grasa
niesentéca
Serositis supurativa liger tocal
PANCREAS . . v 0 n
PERTTONEQ Comgentinm tigera difusa Cangestion feera difusa mera difse Eelensa ligern
Tiflamactot supurativa ligera Inllamarion ligera mwltiforat Inthastcion maderada dilusa Tuldaacicin supurativa ligera
amhtitoeal nultifocal
PIEL Lddesma ligera difuso . . -
LTTERD Y OVARIO ‘ . purativ figera o | Metaplasia eseaning e Vg
srasa Antalisis

* Sin alteracion

CUADRO 17
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CASIOPEINA | INTRAPERITONEAL EN RATONES
HALIAZGOS MICROSCOPICOS

50

GRUPO 8 (72 hrs)
ORGANO ] DOSIS 8mglks 12 mpfke 16 mgkg 20 wghg
RINON X imy i i ligera Ca i i difusa Cangestion moderada difusa
Congestion sunderada difusa - <lifusa
CFREBRO . Cangestion y edema perivascular | Congestion y edena perivascular Congestion mederada difusa
) figern mnderado Edema pervascular ligerm
Desmielinizacion figera en sulstancia
£ris
. CFRERELO . . Congestion ¥ edema pern k [¥ i nnderada difisa
moderads
MENINGES . * * Congestién inoderada difusa
PUIMON Cougestiin ligera difisa Congestidn liera difusa Congestian moderada difusa Congestion noderada difusa
HicADO Dexgenerarion hidnipica ligera e | Degeneracion hidripica ligeraenta | Ce iin modemda difisa Congestién moderada difisa
3 rona centrolobutillar zona centrolobulillar y Neemsis ligera en hepatocitos Neernsis de cipsula vasodilaracion
i vasodilatacidn ligerA ligera
BAZO Congestion moderada Congestion ligera Mtipesplasia lufoide moderada
Autalisis tiperplasia linthide y Atrofia linfoide ligera Congestion severa
megacariocitos en cantidad
ninderada
CORAZON [& ion fiizera en [¥ inn ligera en Congestion liges en i C tin ligera ei
INTESTING DELGADO - * Auinlisadlo .
INTESTING CRUESO . ¢ * [£ idn ligera
PERITONEO tuflatnacion noderad: Iuflamacidn niddesada uflasmaciion tigera 1 i vay
fowat y eélulas plasmaticas focal wltitoral Tizera difusa
Edemna ligern
PIEL . . Congestion ligera vu dermis Congestidn ligera en grasa
difusa Glindulas sudnriparas ligeratmente
dilatadas
[ITERO Y OVARIO Inflamacion supurativa ligera en . i Congestivn ligem en grasa perintesing
grasa
* Sin cambios CUADRO 18



PRINCIPALES LESIONES MICROSCOPICAS

CON GRADO DE LESION
RINON Congesti6 : CEREBRO Congestion
DOSIS mg/kg 8 12 16 20 DOSIS mgfkg 8 12 16 20
TIEMPO . . TIEMPO
45 min + + 45 mi
90 min + + 90 min +
3 hrs ++ + + + 3 hrs + + + +
6 frs + + + + 6 hrs + ++ ++ ++
12 hrs + + + + 12 hrs + + +
24 hus + |4+ | + - 24 hrs r ry -
48 hrs + + + 48 trs + ++ + =
72 lurs ++ + b .. 72 hrs ¥ .. g
' CEREBELO G i6 MENINGES Congestién
DOSIS mglkg 8 12 16 20 . DOSIS mg/kg 8 12 16 20
TIEMPO TIEMPO
45 min |—45 min
h s !
g ﬁﬂ + + + + 3 hrs
6 hys + ++ | ++ + 6 ks
12hrs +4 + 12hrs +
+ + ++ 24 hrs +
i 4+ ++ + | 48tus + T+ | -+ -
721 -~ T 72hrs -
+6 discreto * Pertenecen a los ratones que murieron
++a ** moderado

+++6 %" Severn

antes del tiempo de sacrificio
CUADRO 19
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PULMON Congeston BAZO Megacariocitos
: %6 | 2

DOSIS mz/ke 8 12 16 2¢ DOSIS mg/kg 8 2
TEMPO TIEMPO
43 mil + i ++ | +++ | 4+ ++
i - | 4Smin_ e oy
s + + + 3hey ++ ++ ++ ++
Shrs + 4 ++ Ghrs + + + +
12hrs + ++ + 12 by + +
24hny ++ + . 24 b ++ ++ i
A3 hys + 1 4+ § o+ | eee 48 hry ++
T hes ¥ T - - 23
BAZO Congestit HIGADO Degeneracién hidrépica
DOSIS mglig 8 12 16 20 DOSIS mg/kg 8 12 16 . 20
TIEMPO TIEMPO
|43 nuin ‘ I - .4
90.min 90 min + +
_3brs | 3hes +++ +++
__Ghes - _Ghus + +4+
| 12hrs | 2hes
241us + v 24 lus + +
48 a3 ++ | ++ | ++ 48hn ++ + hd
72hus ++ . eee 72 s + +
+o . discreto * Pertenccen  los ratones que murieron
++6 " moderada - antes del tiempo de sacrificio

+++6 *** Scvero
CUADRO 20
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HIGADO Congestién - HIGADO Necrosis de ula
DOSIS mglkg 3 12 16 20 DOSIS mg/ig 12 16 20
TIEMPO : TIEMPO
| 45.min | 45min
% min + 90 qin
3hs + + +4 + ™
6 hrs + 6 hrs +
+ + 12 tas + +
24 bys ++ | ++ . + +
48 by + ++ .
72hes g v 72w + 0
INTESTINO DELGADO lnﬂam supurativa PERITONEO Inflamacién supurativa
DOSIS mgfkg s | 12 ] 16 20 DOSIS mg/kg 8 12 16 20
TIEMPO TIEMPO
- ¥ -
——m“ * T —Am” n
3bos + + + 3hos +
6 hrs + ++ | ++ Ghrs + + +
+ £+ + 12hes + + + ++
++ + .- 24 hrs + + +
48 hes + 4 | +u | *ee A8 lus + + ++ .
+ + . e .o 72hrs +4 +4 . .
+6 ° discreto ° Pertenecen a 103 ratones que murieron

++6 *° moderado
+++6 **°  severo

antes dej tiempo de sacrificio

CUADRO 21
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CEREBRO Edema
DOSISmefks | 8 | 12 ] 16| 20
TIEMFO
{—45min } + | & | +
90 min + + +
1 3hn + + +
6hrs ++ + | 4+
12hes + + + +
| 24brs +
48 brs Y )
72 hes + | e .
+6 " discreto ) - * Pertenecen a los ratones que murieron
++6 *° moderado i antes dei tiempo de sacrificio

+++6 *°°*  Sevesn

CUADRO 22



XL FIGURAS

-84



FIGURA 3

GRUPO 8. DOSIS 16 mg/kg

Corte de rifién en el cual se observa congestion moderada en glomérulo (H.E. x 320).
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FIGURA 4

GRUPO 7. DOSIS 20 mg/kg

Corte de pulmén en el cual se observa congestion moderada difusa (H.E. x25).
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GRUPO 1. DOSIS 12 mg/kg

Corte de bazo en el cual se observa un aumento en el nimero de megacariocitos (H. E. x100).

57



FIGURA 6

GRUPO 4. DOSIS 16 mg/kg

Corte de bazo en el cual se observa atrofia moderada de nddulos linfoides (H.E. x25).
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FIGURA 7

GRUPO 3. DOSIS 8 mg/kg

Corte de higado en el cual se observa degeneracion hidrépica severa difusa (H.E. x250).

TESIS MO BEBE‘
SEJTRA BE LA BIBLIBTECA
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GRUPO 4.DOSIS 16 mg/kg

Corte de higado en el cual se observa congestion moderada difusa (1)

con dilatacion vascular (2) (H.E. x25).

60

i
;
‘
!
L
|
i
!
!
i
|
1
i
|
;
i




FIGURA 9

GRUPQ 5. DOSIS 20 mg/kg
Corte de peritoneo en el cual se observa infiltracion discreta de células

polimorfonucleares entre sus fibras (H.E. x250).
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FIGURA 10

GRUPO 4. DOSIS 20 mg/kg

i6n supurativa en serosa (1)

250)

Corte de intestino delgado en ef cual se observa inflamaci

(2) (H.E. x

y en grasa mesentérica
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FIGURA 11

GRUPO 4. DOSIS 12 mg/kg
Citologia de liquido de cavidad tordxica en el cual se observan linfocitos (1)

y abundantes gldbulos rojos (2) (Papanicolau x320).



XII. ANEXO ESTADISTICO



DEGENERATION HIDROPICA EN HIGADO
STATISTICS FOR TABLE OF DOSIS BY CONDI

Statistic DF value Prob
Chi-Square 4 3.094 0.542
Likelihood Ratio Chi-Square 4 4.062 0.398
Mantel -Haenszel Chi-Square 1 2.674 0.202
Phi 0.293
Contingency. Coefficient 0.281

Cramer’s V . 0.293

statistic o value ASE
‘amma 0.627 0.236
Kendall’s Tau-b 0.250 0.112
Stuart’s Tau-c ) 0.198 0.114
Statistic value ASE
Somers’ D C|R . 0.125 0.072
Somers’ D R|C . 0.500 0.200
Pearson Correlation 0.276 0.122
Spearman Correlation 0.279 0.125
Lambda Asymmetric C|R . 0.000 0.000
Lambda Asymmetric R|C 0.071 0.049
Lambda Symmetric “0.063 © 0.040
Uncertainty Coefficient C|R " 0.162 0.075
Uncertainty Coefficient R|C 0.036 0.022
Uncertainty Coefficient Sym 0.058 0.034

Sample Size = 36
WARNING: 60% of the cells have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.
. ASE is the asymptotic standaxd error.
R|C means row variable dependent on column variable.

SUMMARY STATISTICS FOR DOSIS BY CbNDI

Cocﬁran-Mantel-Haenszel Statistics (Based on Table Scores)

Statistic  Alternative Hypothesis DF Value Prob
1 ) Nonzero Correlation 1 2.674 0.102
2 Row Mean Scores Differ 4 3.008 0.557
3 General Association 4 3.008 0.557

Total Sample Size = 36



NECROSIS DE CAPSULA EN HIGADO
STATISTICS FOR TABLE OF DOSIS BY CONDIC

Statistic DF Value Prob
Chi-Square -3 6.400 0:853
Likelihood Ratio Chi-Square 3 8.155 0.043

- Mantel -Haenszel Chi-Square 1 3.720 0.054
Phi - 0.447
Contingency Coefficient 0.408
Cramer’s V 0.447

Statistic Value ASE,
Gamma «0.687 0.176
Kendall’s Tau-b -0.316 0.105
Stuart’s Tau-c . -0.281 0.124
Statistic \'Ialue ASE
Somers’ D C|R i -0.288 0.083

- Somers’ D R|C : ~0.533 0.153
Pearson Correlation . -0.348 0.113
Spearman Correlation ~ -0.348 . 0.115
Lambda Asymmetric C[R 0.000 . 0.000
Lambda Asymmetric R{C 0.125 0.170
Lambda Symmetric ] 0.103 0.142
Uncertainty Coefficient C{R . 0.294 0.084
Uncertainty Coefficient R|C 0.092 0.040
Uncertainty Coefficient Sym 0.140 0.058

Sample Size = 32°

WARNING: 50% of the cells have expected counts less
than 5, Chi-Square may not be a valid test.

ASE is the asymptotic standard error.

RiC means row variable dependent on column variable.

SUMMARY STATISTICS FOR DOSIS BY CONDIC
Cochran-Mantel -Haenszel Statistics . (Based on Table Scores)

Statistic  Alternative Hypothesis DF Value Prob
1 Nonzero Correlation 1 .;-';58 ----- ‘-)-;);;
2 Row Mean Scores Differ 3 6.200 Q.102
3 Ganeral Association 3 6.200 0.102

Total Sample Size = 32



CONGESTION EN PULMON
STATISTICS FOR TABLE OF DOSIS BY CONDI

Statistic DP Value Prob
é;n;.-Square 4 8.649 . 0.070
Likelihood Ratio Chi-~ Square 4 10.031 .- 0.040
Mantel -Haenszel Chi-Square 1 3.325 0.068
Phi 0.490

Contingency Coefficient 0.440

Cramer's V - 0.490

Statistic . . Value ASE
(-2;;1;1;"- B 0.406 0.212
Kendall’s Tau-b 0.262 0.142
Stuart’s Tau-c . 0.321 0.177
Statistic Vvalue _ ASE
é;l;\;;;TD é_R 0.203 0.110
Somers’ D R|C - 0.338 0.185
Pearson Correlation 0.308 0.155
Spearman Correlation ) 0.292 0.159
‘Lambda Asymmetric C|R 0.286 0.121
Lambda Asymmetric R|C 0.071 0.084
Lambda Symmetric 0.143 ©0.093
Uncertainty Coefficient cln 0.208 0.095
Uncertainty Coefficient R|C 0.088 ° 0.039
Uncertainty Coefficient Sym 0.124 .0.055

Sample Size = 36
- WARNING: 100% of the cells have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.
ASE ig the asymptotic standard error.
R|C means row variable dependent on column var:.ahle

SUMMARY STATISTICS FPOR DOSIS BY CONDI )
Cochran-Mantel-Haenszel Statistics (Based on Table Scores)

Statistic Alternative Hypothesis DF ° Value Prob.
1 Nonzero Correlation 1 3.325 » 0.068
2 Row Mean Scores Differ 4 8.409 0.078
3 General Association 4 8.409 0.078

Total Sample Size » 36



MEGACARIOCITOS EN BAZO
STATISTICS FOR TABLE OF DOSIS BY CONDI

' Statistic’ DF value. Prob
Chi-Square 4 5.494 0.240
Likelihood Ratio Chi-Square 4 6.856 . 0.144
Mantel -Haenszel Chi-Square 1 5.195 0.023
Phi 0.391

- Contingency Coefficient 0.364
Cramer’s V 0.391
Statistic . Valﬁe ASE
Gama 0.544 0.184
Kendall’s Tau-b . 0.342 0.126
.Stuart’'s Tau-c ) 0.420 0.158
Statistic : Value ASE
Somers’ D C|R 0.266 0.099
Somers’ D R|C 0.342 0.163
Pearson Cotrelation . 0.385 0.137
Spearman Correlation 0.382 0.141
Lambda Asymmetric C|R 0.143 0.187
Lambda Asymmetric R{C 0.107 0.089
Lambda Symmetric 0.119 0.113
Uncertainty Coefficient Cl R 0.142 0.077
Uncertainty Coefficient R|C "0.060 0.032
Uncertainty Ccefficient Sym 0.088 0.046

Sample Size = 36

WARNING: 100% of the cells have expected counts less

. than 5. Chi-Sgquare may not be a valid test.
ASB is the asymptotic. standazrd exror.
- R|C means row variable dependent on column variable.

SUMMARY STATISTICS FOR DOSIS BY CONDI

Cochran-Mantel -Haenszel Statistics :'Based on Table Scores)

Statistic Alternative Hypothesis  DP . Value Prob
1 Nonzero Correlation 1 5.195 0.023
2 Row Mean Scores Differ 4 5.341 0.254
3 General Association 4 5.341 0.254

Total Sample Size = 36
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