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RESUMEN

Las Casiopeinas®, son compuestos de coordinacion de cobre que han
demostrado actividad antineoplasica contundente contra varias lineas

tumorales in vitro e in vivo.

Después de haber sido sintetizadas y probadas, requieren ser evaluadas por
sus posibles efectos toxicos antes de ser usadas por primera vez en seres
humanos que padezcan cancer. Por esta razon, se instauré un protocolo que
permitid encontrar la dosis letal de dos tipos de Casiopeinas® en perros, el
mecanismo fisiopatoldgico y finalmente disminuyo los efectos toxicos mediante
medicamentos preventivos. El estudio se realizé con perros bajo anestesia

general.

La primera fase nos permiti6 encontrar las DLsy y DLgs que fueron 7mg/kg y
10mg/kg respectivamente para Casiopeina lll-sia y 4.5mg/kg y 8mg/kg

respectivamente para Casiopeina ll-gli.

La segunda fase revel6 que los animales sometidos a la DLy, mueren por
edema pulmonar causado por fallo cardiaco y consecuente incremento de la
presion venosa y capilar pulmonar. Se ha propuesto que el fallo cardiaco se
debe a liberacion de radicales libres que son lesivos sobre las células

cardiacas.

En un intento por salvaguardar la vida de los animales sometidos a la DLy se
brindaron terapias con captadores de radicales libres que aunque retardaron la
muerte por tan solo algunas horas, corroboran que el dafio es causado por
especies reactivas de oxigeno y brindan una herramienta a los clinicos
humanos para disminuir los efectos téxicos de dichos farmacos cuando sean

empleados en pacientes oncoldégicos.

Sin embargo, el uso de Casiopeinas® en seres humanos, requerira de dosis
mucho menores a las empleadas en el presente trabajo, razoén por la cual

podemos considerar la tolerancia de los pacientes sometidos al tratamiento y



esperar un margen de seguridad alto, en especial si estas dosis terapéuticas
son acompafnadas con el uso prolongado de captadores de radicales libres,

previos a la administracion de la quimioterapia.

Palabras clave: toxicidad, dosis, tratamiento, Casiopeinas, cancer.
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ABSTRACT

Casiopeinas are a new group of coordination compounds with a copper core
and high antineoplastic activity in vitro Vs. various tumor cell lines. More than
100 derivatives with demonstrated antineoplastic activity have been patented.
Although its mechanism of action has not been defined, it has been shown that
they uncouple the cell respiratory by interacting with succinate and 2-
oxoglutarate dehydrogenases. Also, these drugs are known to bind to DNA

through formation of aducts with nitrogen moieties.

It has been postulated that Casiopeinas may be less toxic than other
antineoplastic drugs, based on the fact that copper participates in normal
metabolic reactions and some of them appear to possess a superoxide

dismutase activity.

Also, they shows low potency to alter the rate of sister chromatide exchange. A
similar coordination compound, cisplatin has well defined ototoxic and
nefrotoxic side effects. In contrast, cardiotoxic side effects of this latter drug are

regarded as moderated.

Previous trials to assess acute toxicity of Casiopeinas have shown that it is
directly linked to the rate at which the drug is injected. Evidence from in vitro rat
heart-preparations suggests that toxic concentrations of casiopeina lll-ia induce

cardiac arrythmias, decrease in cardiac output and a drop in heart rate.

Acute toxicity in rats and mice as well as some evidence from dogs suggest that
approximately a ten fold the therapeutic dose (10 mg/kg) induce either fatal
pulmonary and/or cardiac toxicity. Yet no in vivo evaluations of these functions

are available at this moment.

Hence, this study was carried out to assess the cardiovascular and respiratory
responses (arterial and venous blood pressure, oxymetry, capnography,
electrocardiography, cardiac rate and respiratory rate) of anesthetized dogs to

lethal doses of two different forms of Casiopeinas: Casiopeina lll-ia (Cas lll-ia)

il



[(4,4-dimethyl-2,2-bipyridine)(acetylacetonate)copper(ll)]nitrate (10 mg/kg), and
Casiopeina [I-gly (Cas [1-gly) [(4,7-dimethyl-1,10-
phenanthroline)(glycinate)copper(ll)]nitrate (9 mg/kg) (see Fig 1).

Additionally, an attempt to prevent the lethal outcome of the administration of

Cas lllI-ia and Cas ll-gly, applying various drugs was carried out.
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INTRODUCCION



Introduccién

CICLO CELULAR Y CANCER

En un organismo, las células, unidades estructurales que lo componen, se
encuentran en constante crecimiento, desarrollo y multiplicacion cumpliendo
ciclos completos durante toda la vida de un individuo. Cada célula debe pasar
por una etapa de maduracion y sintesis de su propio material hereditario para
posteriormente entrar en una fase de divisién. Esto se ha denominado ciclo
celular el cual puede equipararse al de un ser vivo; es decir “nace, crece, se
reproduce y eventualmente muere”. Este ciclo comprende cuatro periodos que
han sido denominados G1, S, G2 y mitosis. El periodo G1, llamado “fase de
crecimiento”, se inicia con una célula que aumenta de tamafio y sintetiza nuevo
material citoplasmatico, en especial proteinas y ARN. Esto ocurre entre el final
de la mitosis y el inicio de la sintesis de ADN (1). El periodo S o de sintesis es
en el que tiene lugar la duplicacién de ADN. Cuando acaba este periodo el
nucleo posee el doble de proteinas nucleares y de ADN que al principio (2). G2,
o segunda fase del crecimiento, se caracteriza porque la célula continua
sintetizando ARN y proteinas pero la diferencia es que al final de este periodo
se observan cambios en la estructura celular que indican el principio de la
mitosis (1) o division celular (Ultima etapa del ciclo celular), dividida en sub-
etapas conocidas como profase, metafase, anafase y telofase. La mitosis
culmina con citocinesis es decir la division de la célula en dos células hijas (3).

El periodo comprendido entre G1 y G2 se conoce también como interfase.

Cada célula es susceptible de fallar en cualquier momento de este ciclo. Los
errores de duplicacidon del ADN son comunes. Pero la célula cuenta con
mecanismos para salvaguardar la integridad de su progenie, asegurandose que
cada producto sea idéntico a ella. Algunos de estos mecanismos, como los
genes de verificacion, incluyen al gen inductor de apoptosis (bax); la proteina
del retinoblastoma (Rb); o la proteina p53 que detienen el ciclo celular en G1 al

activar otro grupo de proteinas inhibitorias como son p21 o p16 (4).

A pesar de lo anterior, dichos mecanismos en ocasiones sufren alteraciones
que hacen que los errores no sean reparados, generando una mutacion cuya

causa directa generalmente se desconoce y otras veces se atribuye a diversos
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factores que solos o en combinacién, pueden dar inicio a un proceso
neoplasico. Por ejemplo, la exposicion del individuo a ciertas sustancias
potencialmente carcinogénicas que puedan estar presentes en contaminantes
ambientales, la dieta, los desechos industriales, la radiacion, traumatismos
repetidos, ciertos virus oncogénicos, la posible predisposicion genética y el

proceso de envejecimiento generando lo que conocemos como cancer (5).

Existen muchas definiciones que intentan explicar qué es el cancer. El
diccionario de la real academia de la lengua, lo define como una enfermedad
neoplasica en la que las células se transforman y proliferan de manera anormal
e incontrolada (6). Sin embargo, la mejor explicacién se encuentra en cualquier
texto de biologia molecular. Alli se define al cancer como una familia de
enfermedades que tienen en comun la alteracion de las pautas de crecimiento
y comportamiento mas fundamentales de las células de un organismo
pluricelular y que a su vez tienen la capacidad de migrar y colonizar otros

tejidos en un proceso denominado metastasis (1).

SEGUNDA CAUSA DE MORTALIDAD

En México, el cancer es uno de los principales problemas de salud publica ya
que a pesar de los avances en investigacion y tratamiento, se le ubica como la
segunda causa de muerte de la poblacion después de las enfermedades
cardiovasculares, (7) con 5191 casos nuevos registrados para cancer de mama
en el 2004 que corresponde a 1465 casos mas que en el 2000; y 3647 registros

de cancer cervicouterino en 2004, 52 mas en comparacion con el afio 2000 (8).

En el mundo entero y en especial en los paises mas desarrollados, se han
hecho esfuerzos invaluables para detener o por lo menos controlar el avance
epidemiologico del cancer. Sin embargo y a pesar de los grandes avances de
la ciencia y la tecnologia, esta enfermedad continua siendo un problema

progresivo de enorme impacto en la salud publica mundial.
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LA QUIMIOTERAPIA,

La primera informacion escrita sobre el tratamiento a un paciente con cancer
data del ano 1600 antes de Cristo. Se trata de un papiro egipcio que relata la

primera operacién quirurgica para la extraccién de un tumor sdlido.

En cuanto a la quimioterapia, el primer compuesto citotéxico (venenoso para
ciertos tipos de células) no se empled precisamente con fines médicos. El gas
mostaza se utilizé por primera vez como arma militar durante la primera guerra
Mundial. En 1945, después de que varios militares fueran expuestos
accidentalmente en la segunda guerra mundial se descubridé que sus niveles de
glébulos blancos eran sorprendentemente bajos (9). Esta observacion llevo a
los cientificos a pensar en la capacidad de este agente para matar células, por
lo que se comenz6 su uso como medicamento oncoldgico con enfermos de
linfoma (10), precisamente una variedad de la enfermedad relacionada con los
glébulos blancos. Se empled6 para ello la administracion intravenosa en lugar de
la inhalacién del gas. A partir de este evento el numero y variedad de farmacos

anticancerigenos se ha multiplicado espectacularmente..

Dentro de los numerosos protocolos contra el cancer, pocos son los
compuestos de origen inorganico y casi todos estos protocolos incluyen el uso
de agentes como el cisplatino, oxaliplatino y carboplatino. El cisplatino (cis-
diamino-dicloroplatino (I), por ejemplo, es un agente formado por un complejo
metalico con centro de platino que provoca dano al ADN mediante la formacién
de puentes entre las bases nitrogenadas, particularmente en el nitrégeno 7 de
la guanina ademas de interactuar de manera covalente” con adenina y citosina.
Este farmaco fue descubierto por Rosenberg (11), quién observé que los
complejos de platino neutros inhiben la divisién e inducen el desarrollo de
filamentos en Escherichia coli. Se le ha empleado con éxito en combinacion
con otros agentes quimioterapéuticos en cancer genitourinario, testicular,
ovarico y de vejiga, entre otros. En medicina veterinaria se ha demostrado su
eficacia en osteosarcoma apendicular en perros (12). Sin embargo, este
farmaco es costoso y puede producir disfuncion renal y dafio al octavo par

craneal (nervio estatoacustico) (10). También se ha informado que genera

Tipo de enlace quimico en el que los dos a&tomos enlazados comparten sus electrones.
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cardiotoxicidad cuando ha sido combinado con vinblastina y bleomicina (13).
Otra desventaja del cisplatino es que no escapa a la posibilidad de resistencia

tumoral que haria refractarios los tratamientos (11).

Se tienen identificados otros farmacos quimioterapéuticos cardiotoxicos como
la doxorrubicina, especialmente con el uso cronico cuando se acumulan dosis
mayores a 500 mg/m? (12). La doxorrubicina puede tener una baja actividad
con resistencia celular debido al incremento de glutation-s-transferasa que
protege a la célula contra los radicales libres liberados por accidn del farmaco
(14). En el cuadro 1 se presenta una relaciéon de los principales agentes

anticancerigenos y su toxicidad.
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Cuadro 1. Toxicidad conocida de los quimioterapéuticos usados contra el
cancer.



CLASE TIPO DE AGENTE NOMBRES TOXICIDAD
GENERICOS
Introduccion
Agentes de alquilacion ~ Mostazas Nitrogenadas Mecloretamina Mielosupresion aguda,
Crictofostamida QeSITUCCION AT MUCosa
Ifosfamida intestinal,
Clorambucil inmunosupresion
humoral y celular
Etileniminas y Mielosupresion,
Metilmelaminas Hexametilmelamina mucositis
Tiotepa
Alquilsulfonatos Mielosupresion,
Busulfan esterilidad
Nitrosoureas Nefrotoxicidad,
Carmustina hepatotoxicidad
Estreptozocina
Triazenos Mielosupresion,
Dacarbazina hepatotoxicidad,
Temozolomida neurotoxicidad
Antimetabolitos Analogos de acido Metotrexato Mielosupresion,
folico nefrotoxico
Analogos de pirimidina Fluorouracilo Ulceras
Floxuridina gastrointestinales,
Citarabina trombocitopenia,
Gemcitabina anemia, neumonitis,
dermatitis,
mielosupresion
Analogos de purina
Mercaptopurina Mielosupresion,
Tioguanina hepatotoxicidad,
Pentostatina erupcion cutanea,
Cladribina trombocitopenia,
Fludarabina cefalalgia.
Productos naturales Alcaloides de la vinca Vinblastina Mielosupresion,
Vincristina neurotoxicidad
Taxanos
Paclitaxel Mielosupresion,
Docetaxel mucositis intensa
Epipodofilotoxinas
Etoposido Leucopenia,
Tenipdsido trombocitopenia,
hepatotoxicidad
Camptotecinas
Topotecan Neutropenia,
Irinotecan trombocitopenia.
Antibiodticos
Actinomicina D Pancitopenia
Daunorrubicina Mielosupresion
Doxorrubicina Miocardiopatia
Bleomicina Toxicidad cutanea
Mitomicina Trombocitopenia
Enzimas
L-asparaginasa Inhibicion de sintesis
proteica
Modificadores de
respuesta biologica Interfer6n alfa Mielosupresion
Interleucina 2
Agentes diversos Platinos complejos por Cisplatino Nefrotoxicidad,
coordinacion Carboplatino ototoxicidad,
Mielosupresion
Antracendiona Mitoxantrona Leucopenia,
trombocitopenia 7
Urea sustitutiva Hidroxiurea Trombocitopenia
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Adaptado de Goodman A. Bases farmacoldgicas de la terapéutica. Décima edicion. Mc Graw
Hill, 2003

NUEVAS SOLUCIONES AL PROBLEMA

Durante afios la quimioterapia ha ofrecido una esperanza de sobrevida a
quienes padecen algun tipo de cancer. En el cuadro 2 se presenta una vision
estadistica de dicha premisa para varias formas de cancer en Estados Unidos y
comparando tres épocas. Sin embargo, hay muchos tumores que no responden
a ninguna terapéutica conocida y es pertinente agregar que tanto para México,
como para otros paises de América Latina, es muy costoso importar los

medicamentos, razén por la cual esta terapia no esta al alcance de todos.

Si la perspectiva quimioterapéutica es la correcta, resulta congruente asegurar
que es imperiosa la necesidad de producir nuevos principios activos que sean
capaces de abatir las neoplasias malignas al tiempo en que se disminuyen los
efectos tdxicos y se cumple con una sintesis de costos razonables. Para
considerar a una molécula como viable para desarrollo farmacéutico, el
Nacional Cancer Institute”, organismo de control epidemioldgico, requiere un
éxito previo en algunas pruebas; p. ej., investigaciones in vitro en las que se

demuestre eficacia en al menos una linea tumoral murina (L1210 leucemia,

Nacional Cancer Institute: www.cancer.gov/clinicaltrials/developments
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B16 Melanoma, S180 Sarcoma) y una humana (CX1 Colon, MX1 Pecho, LX1
Pulmon) (16,17). Posteriormente se deben realizar ensayos clinicos y
toxicolégicos en animales, para que después de un diseio farmacéutico
adecuado y estudios de farmacocinética, se llegue al uso en seres humanos
(Fase |, encargada de farmacocinética en individuos sanos, seguridad,

tolerancia y farmacodinamia) (15).

Si estos resultados son favorables, se realizan ensayos clinicos iniciales (fases
II'y Ill) y finalmente se pasa a la Fase IV en la que el farmaco se somete a
pruebas clinicas multicéntricas de las que se deriva la informacion para que se
le permita comercializarse. El costo del desarrollo farmacolégico puede superar
los cien millones de dolares y requerir una media de once anos. Empero, cabe
anotar que menos del 0.1% de las sustancias que comienzan este proceso
alcanzan la meta final por lo que el capital de riesgo necesario dificiimente se

encuentra en paises en desarrollo (18).
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Cuadro 2. Tasas de supervivencia relativa a cinco afios (%), en los Estados
Unidos entre 1974 y 2000.

Tomado de American Cancer Society. Cancer facts and figures 2005. Atlanta: American Cancer Society 2005
http://www.cancer.org/downloads/STT/CAFF2005f4PWSecured.pdf

Sitio 1974-76 1983-1985 1995-2000
Todos los canceres 50 53 64
Cerebro 22 27 33
Mamario 75 78 88
Colon 50 58 63
Esoéfago 5 8 14
Linfoma Hodgkin 71 79 85
Rifion 52 56 64
Laringe 66 67 65
Leucemia 34 41 46
Higado 4 6 8
Pulmén y bronquios 13 14 15
Melanoma de piel 80 85 91
Melanoma multiple 24 28 32
Linfoma No Hodgkin 47 54 59
Cavidad oral 54 53 59
Ovario 37 41 44
Pancreas 3 3 4
Prostata 67 75 99
Recto 49 55 64
Estébmago 15 17 23
Testiculo 79 91 96
Tiroides 92 94 97
Vejiga urinaria 73 78 82
Cérvico-uterino 69 69 73
Uterino 88 83 84

A pesar de los obstaculos dichos, se concibi6 en México un grupo de
compuestos de sintesis de novo que contienen cobre como metal central,

quelatos diiminas (N-N) y quelatos aminoacidatos (N-O) o donadores O-O

10
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(acetilacetonato o salicilaldehidato), denominados Casiopeinas®, desarrollados
y patentados por el Departamento de Quimica Inorganica, Facultad de Quimica

de la Universidad Nacional Auténoma de México (19).

Una de las ventajas de estos nuevos farmacos es que en teoria, pueden ser
menos téxicos que otros antineoplasicos, dado que se ha postulado que el
cobre participa en reacciones metabdlicas normales (20). Ademas algunas
pueden simular la actividad de la super 6xido dismutasa (21) y tener bajo

potencial de genotoxicidad (22). Otras ventajas que pudieran ponderarse son:

Se cuenta con altos rendimientos en su sintesis (19)
Actividad antineoplasica in vitro, contundente (19)
Interaccion con el ADN (23, 24)

Induccion de apoptosis y aumento del tiempo del ciclo celular (23, 24)

Inhibicién de la cadena respiratoria en células cancerosas in vitro (25)

Dado que los resultados logrados a la fecha son alentadores, dentro del
protocolo de desarrollo farmacéutico de las Casiopeinas® es necesario detallar
su toxicidad en diversos modelos, en especies superiores. Por lo tanto, el
presente trabajo tiene como objetivo evaluar la toxicidad de dos tipos de
Casiopeinas® que han demostrado actividad antitumoral in vivo e in vitro (23,
24). Estas son Casiopeina lll-ia (Cas lll-ia): Nitrato de [(4,4-dimetil-2,2-
bipiridina)(acetilacetonato)cobre(ll)]; y la Casiopeina ll-gli (Cas lI-gli): Nitrato de
[(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)cobre(ll)]. En la figura 1 se presentan

sus formulas estructurales.

Actualmente se han sintetizado mas de cien derivados de Casiopeinas®,
algunas de las cuales han demostrado eficacia in vivo e in vitro como
antineoplasicos, cubriendo de forma satisfactoria los requisitos de actividad
exigidos por los paneles internacionales sobre los modelos de
isotransplantacién y heterotransplantacion (26); la Cas lll-ia y la Cas ll-gli se
encuentran entre los derivados con mejor potencia para promover su desarrollo

farmacéutico (23, 24).

11
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TOXICIDAD DE LAS CASIOPEINAS® (Cas lll-ia; Cas Il-gli)

Los ensayos encaminados a determinar sus efectos toxicos han mostrado que,
en buena medida, dependen de la velocidad de administracion. Su toxicidad
aguda ratones es relativamente baja para un quimioterapéutico. Se requieren
dosis de 12.82 mg/kg/lV en hembras de la cepa ICR para lograr una DLso, y
15.84 mg/kg/IV para alcanzar la DLy (24). Se conoce que la muerte por
toxicidad aguda en perros esta relacionada con edema pulmonar y colapso

cardiovascular (27).

A pesar de los estudios mencionados, no se conocen las manifestaciones
primarias que pueden tomarse como inicio de la compleja serie de cambios
téxicos in vivo. Esto obviamente es necesario para proyectar el uso de las
Casiopeinas® en humanos (en particular Cas lll-ia y Cas Il-gli), razon por la
cual se requieren estudios que definan la dosis maxima que especies
superiores puedan soportar y que se sepa el papel de la velocidad de infusion.
Asi mismo es esencial que se investigue qué farmacos pudieran contrarrestar
una posible cardiotoxicidad, toxicidad vascular y edema pulmonar, efectos

adversos encontrados en estudios de toxicidad aguda previos (27).
Es importante mencionar que los estudios in vivo, siguen patrones bioéticos

estrictos que buscan reducir al maximo el sufrimiento de los animales, por lo

tanto es necesario realizar los estudios de toxicidad en el animal anestesiado.

12
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Figura 1. Férmulas estructurales de Cas lll-ia y Cas ll-gli

CASIOPEINA lll-ia CASIOPEINA Il-gli
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HIPOTESIS

La Cas lll-ia y la Cas ll-gli producen la muerte de manera aguda en
perros sometidos a dosis letales mediante infusién IV y por ello es
posible definir los valores de DLgg y DLso.

Es posible caracterizar los cambios cardiovasculares y respiratorios que
conducen a la muerte a perros anestesiados y tratados con dosis DLgg
de Cas lll-ia; Cas Il-gli.

Es factible encontrar esquemas terapéuticos que prevengan o
contrarresten la muerte inducida por sobredosis de Cas lll-ia; Cas ll-gli,

en perros anestesiados.

14
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OBJETIVOS

Establecer curvas de dosis-letalidad para Cas lll-ia y Cas lI-gli aplicando
estas Casiopeinas® por infusion IV en un volumen de 100 mL de
dextrosa 5% y un tiempo de 30 minutos y calcular los valores de DLgy y
DLso.

Realizar mediciones de electrocardiografia, frecuencias cardiaca y
respiratoria, presion arterial, capnografia, oximetria de pulso vy
temperatura, en animales que reciban una DLy de Cas lll-ia y Cas II-gli
y caracterizar los cambios producidos que conducen a la muerte.
Establecer diferentes protocolos terapéuticos preventivos o correctivos
que permitan lograr la supervivencia de los animales tratados con DLgg

de Cas lll-ia y Cas ll-gli.

15
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Material y Métodos

MATERIAL Y METODOS

El trabajo se llevo a cabo en tres fases. La primera se encargé de establecer
las DLso y DLgs. En una segunda fase se realizé la medicion de los cambios
fisiopatoldégicos y se caracterizaron los efectos toxicos de ambos tipos de
Casiopeinas® a nivel cardiorrespiratorio. En una tercera fase se establecieron
diferentes protocolos de tratamiento con el fin de evitar la muerte de los

animales sometidos a dosis letales de Cas lll-ia.

Para correlacionar los hallazgos obtenidos con lo que puede ocurrir en un
paciente con cancer, en un caso se realizd ecocardiografia mientras se
administraba una dosis letal de Cas lll-ia a un paciente terminal destinado a

eutanasia.

Preparacion y Anestesia

Como protocolo anestésico comun para las fases descritas, se indujo la
anestesia con tiletamina-zolacepam (Zoletil® Virbac-México) 4 mg/kg IV.
Posteriormente, se rasuraron las areas correspondientes a las venas cefalicas
y arteria femoral. Se canaliz6 la vena cefalica derecha y se mantuvo con
solucién salina fisiologica 0.9% a razon de 1.6 mil/kg/h. El tiempo transcurrido
antes de la profundizacién anestésica fue de 10 minutos; para ello se utilizé
pentobarbital sodico (Anestesal® Pfizer-México) 24 mg/kg IV, administrando la
mitad del volumen total en bolo y la otra mitad a efecto. Posteriormente se
introdujo una sonda endotraqueal para asegurar la viabilidad de la via

respiratoria.

Establecimiento de la sequridad del protocolo anestésico

Para definir la influencia de la anestesia en la toxicidad de las Casiopeinas® en
estudio, se llevaron a cabo cuatro eventos anestésicos sin la aplicacion de

Casiopeinas® pero midiendo las variables cardiaca y respiratoria.
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Medicion de variables fisioldgicas (comun para las tres fases).

Se utilizd un monitor de parametros fisioldgicos (Life-Window™ 6000V Digicare

Biomedical Technology Inc. FI. USA); que midi6 las siguientes variables:

» Electrocardiografia (ECG): niumero de complejos/minuto, morfologia del
trazo en DI, posibles alteraciones en la morfologia de los trazos, posibles
arritmias.

* Frecuencia cardiaca (FC): numero de latidos por minuto.

e Oximetria de pulso (saturacion de oxigeno sanguineo): %PO.

* Temperatura (°C)

» Presion arterial sistémica (presion sistdlica, diastélica y media): mmHg

» Capnografia (Et CO,); presién de CO;al final de la espiracién: mmHg

* Frecuencia respiratoria (FR): numero de respiraciones por minuto.

Los registros se realizaron durante todo el evento anestésico y experimental. El

tiempo transcurrido del inicio de la anestesia hasta la administracion de la

Casiopeina fue de aproximadamente 40 minutos, dentro de los cuales se

tomaron 10 minutos de mediciones basales, posteriormente se mantuvo el

registro constante hasta la muerte del animal.
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FASE |. ESTABLECIMIENTO DE LA DLso Y DLgo

Para la primera fase del estudio se seleccionaron un total de 52 perros. Los
animales fueron sometidos previamente a examen fisico y pruebas
hematolégicas (hemograma, bioquimica sérica y urianalisis). Se seleccionaron

animales de entre 2 a 7 afos de edad con un peso promedio de 16.8 £ 2.2 kg.

Se les alojo en el area de Investigacién y Ensefianza Quirurgica de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Se mantuvieron en
observacion durante 48 horas previas al experimento con agua y alimento ad
libitum mismos que fueron retirados 10 horas antes de la aplicacion de la

anestesia la cual ya ha sido explicada en detalle.

El cuadro 3 muestra las dosis empleadas para ambos tipos de Casiopeina en

un numero variable de perros para determinar la DLgg y DLs.

Anadlisis estadistico de la primera fase:

Los valores anteriores se incorporaron a una relaciéon de probabilidad (eje de

[{pa L)

las “y”) Vs. dosis (eje de las “X”) y se establecieron curvas de regresion

obtenidas con la funcién de Boltzmann® con el programa “Origin Pro 7.5”.

Modelo de Boltzmann: modelo que permite predecir el comportamiento de una serie de datos dentro de
una distribucion de probabilidad.
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Dosis Cas lll-ia  Numero de perros  Dosis Cas ll-gli  Numero de perros

3 mg/Kg 4 1 mg/Kg. 1
4 mg/Kg 3 2 mg/Kg 1
5 mg/Kg 1 5 mg/Kg 1
7 mg/Kg 2 6 mg/Kg 6
8 mg/Kg 7 8 mg/Kg 4
10 mg/Kg 12

Cuadro 3. Dosis empleadas para ambos tipos de casiopeina en un numero
variable de perros para determinar la DLgg y DLso

FASE Il. CARACTERIZACION DE LOS EFECTOS TOXICOS DE LAS Cas lll-ia
Y Cas Il-gli
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Para esta segunda fase del estudio se seleccionaron 12 perros de raza mestiza
tomados del grupo de animales utilizado para la primera fase. Los primeros
seis perros (3 hembras y 3 machos) fueron utilizados para la medicion de los
efectos toxicos de Cas lll-ia y seis perros mas (3 hembras y 3 machos) para
caracterizar la toxicidad de Cas ll-gli. Todos los perros se mantuvieron bajo las
mismas condiciones de alojamiento y examenes previos descritos en la fase

anterior.

Estos animales fueron sometidos a la DLgg mientras se realizaba la medicion de

variables fisioldgicas explicada anteriormente.

Cas lll-ia y Cas lI-gli fueron diluidas previamente en 100 ml de dextrosa al 5% y

administradas IV durante 30 minutos.

Analisis estadistico de la segunda fase:

Los datos obtenidos durante la segunda fase se presentan en el cuadro 5 como
media * desviacidén estandar (DE). Las graficas y el analisis estadistico fueron
realizados con el programa “Origin Pro 7.5”. Se aplicé la prueba “Anova” para
encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

comparados.

FASE Ill. EVALUACION DE LOS ESQUEMAS TERAPEUTICOS PARA
PREVENIR O CONTRARRESTAR LA TOXICIDAD LETAL DE Cas lll-ia Y Cas

lI-gli.
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En la tercera etapa del estudio se seleccionaron 12 perros (3 perros por cada
esquema terapéutico), bajo las mismas condiciones descritas anteriormente
para realizar el tratamiento de los efectos toxicos de Cas lll-ia y asi tratar de
evitar la muerte de los animales. Posteriormente se sometieron a diferentes

protocolos de tratamiento como se indica en el cuadro 4.

Los animales sometidos a la tercera fase de la experimentacién recibieron de
igual manera una dosis de Tiletamina-Zolacepam (4 mg/kg/IM) y luego
profundizados con pentobarbital sodico (24 mg/kg/lIV). Se incluye en la figura 2
(control), los efectos de Tiletamina-Zolacepam y Pentobarbital, los cuales
demuestran ser inocuos para el individuo. Después de la anestesia, se

administraron las Casiopeinas® en las mismas condiciones de la primera fase.

Los protocolos empleados en la tercera fase del trabajo, tuvieron como objetivo
aumentar nuestro conocimiento sobre el mecanismo de accién téxico de las
Casiopeinas®, ademas de brindar informacion util al médico sobre como evitar
dichos efectos secundarios. Junto con cada medicamento nombrado se incluye

una breve monografia que afirma las bases del tratamiento empleado.

Protocolo No. 1

» Nitroglicerina; 0.5 ug/kg/min/IV (Nitratos organicos)

* Furosemida; 2 mg/Kg/IV (Diuréticos de asa)

La furosemida fue administrada por via IV 10 min antes de la administracion de
Cas lll-ia. Se administré Nitroglicerina por la misma via en cuanto se
observaron los primeros signos de disnea (previos a la muerte del animal). Se

trataron tres animales con Cas lll-ia a dosis de 10 mg/kg.

* Nitratos organicos: la nitroglicerina es un vasodilatador relajante del
musculo liso arterial y venoso. La venodilatacion origina decremento de
la presion al final de la sistole de ambos ventriculos. De esta manera la
presion arterial disminuye, especialmente la presion arterial pulmonar

contrarrestando el edema, afectando muy poco la frecuencia cardiaca
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(28). Ademas la nitroglicerina colabora en la restitucion del flujo
sanguineo coronario durante la isquemia (29). El mecanismo de accién
de los nitratos organicos consiste en la formacion del radical libre
reactivo, oxido nitrico (NO), que pueden activar la ciclasa de guanililo y
aumentar la sintesis de cGMP en musculo liso (30, 31). La
biotransformacion es hepatica, catalizada por la enzima reductasa de
glutation-nitrato organico (32). La accién se consigue entre 1-4 minutos y

su vida media es de 1-3 minutos.

Diuréticos de asa: la furosemida, es un inhibidor de la bomba Na*-K*-2CI
que actua en la rama ascendente gruesa del asa de henle. De esta
manera aumentan la liberacion de solutos (Na* y CI') y agua hacia fuera
del asa permitiendo la diuresis (33, 34). También posee accion inhibitoria
sobre la anhidrasa carbénica aumentando la excrecion urinaria de HCOg
y fosfato. Una accién importante relevante al presente estudio consiste
en el incremento de la capacitancia venosa sistémica disminuyendo la
presion de llenado del ventriculo izquierdo (35) lo que beneficia a los
pacientes con edema pulmonar incluso antes de que aparezca la
diuresis (36). La accion se inicia entre 5-10 minutos después de la

administracion IV y su vida media es de 1.5 horas.

Protocolo No.2

Dexametasona; 2.2 mg/kg/IV (Glucocorticoides)

Furosemida; 2 mg/Kg/IV (Diuréticos de asa)

La furosemida se administré de la misma manera que en el protocolo No. 1;

Dexametasona fue administrada en cuanto se observaron los signos de disnea.

Se trataron tres animales con Cas lll-ia a 10 mg/kg.

Glucocorticoides: los corticosteroides tienen multiples acciones
organicas. Particularmente en la terapia de correccién de los efectos de
las Casiopeinas®, la Dexametasona seria de utilidad al contrarrestar la

reaccion inflamatoria causante del edema pulmonar (si este fuera el
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caso). La supresion de la funcién leucocitaria (37), posee enorme
utilidad clinica especialmente en casos de choque anafilactico en donde
intervienen algunas sustancias pro-inflamatorias. Se sabe que los
glucocorticoides inhiben la produccion de estos factores por parte de
diversas células que se requieren para que surja la respuesta
inflamatoria. Como resultado hay disminucién de la produccién de
factores vasoactivos y quimioatrayentes, la secrecion de enzimas

proteoliticas y la extravasacion de leucocitos en zonas de lesion.

Protocolo No. 3

Acepromacina; 1.1 mg/kg/IV

Se administré Acepromacina via IV, 10 minutos antes de Cas lll-ia a dosis de

10 mg/kg. En total se trataron tres animales.

Derivados fenotiacinicos: la Acepromacina es un derivado fenotiacinico
que produce sedacion en animales al ser un inhibidor de la dopamina y
un potente hipotensor. Sus efectos se observan a los pocos segundos
de la inyeccion intravenosa y se presume que tienen un efecto protector
de la membrana celular y que puede prevenir el dafio pulmonar causado

por algunos agentes tdxicos (38).

Protocolo No. 4

Carvedilol; 6.25 mg/kg/PO/12 horas
Furosemida; 2 mg/kg/IV

El carvedilol fue administrado por via oral cada 12 horas durante 7 dias. La

furosemida se aplicé de la misma forma que los protocolos No. 1 y No. 2. Se

utilizaron tres animales con Cas lll-ia a 10 mg/kg.

Antagonistas de los receptores beta-adrenérgicos: carvedilol, es un

bloqueador beta que ha recibido una enorme atencién clinica por su
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eficacia para tratar la hipertension, la cardiopatia isquémica, algunos
tipos de arritmias y mas recientemente un poderoso efecto captador de
radicales libres (39). En pacientes con presion normal, por lo general no
hay disminucion de presion arterial. Sin embargo, este farmaco baja la
presion en animales y seres humanos hipertensos. Se ha propuesto que
el bloqueo realizados por los beta-adrenérgicos es responsable de la

inhibicion de la renina en el aparato yuxtaglomerular (40).

Cuadro 4. Protocolos terapéuticos usados con el fin de disminuir o evitar los efectos

toxicos de las Casiopeinas®



Material y Métodos

PROTOCOLO 1 (3 PERROS)

Nitroglicerina; 0.5ug/kg/min/IV *
Furosemida; 2 mg/Kg/IV **
* Se administré cuando se observaron los signos de edema

** Administrada 10 min antes de la infusion de Casiopeina
Adaptado de: KITTLESON, Mark. Medicina cardiovascular de pequefios animales. Multimédica. Espafia, 2000

PROTOCOLO 2 (3 PERROS)

Dexametasona; 2.2mg/kg/IV *
Furosemida; 2 mg/Kg/IV **

* Se administré cuando se observaron los signos de edema

** Administrada 10 min antes de la infusién de casiopeina
Adaptado de: Bonagura John D. Terapéutica Veterinaria de pequefios animales XlII. Mc Graw Hill. 2001

PROTOCOLO 3 (3 PERROS)

Acepromacina 1.1 mg/Kg/IV *

* A cambio de Zoletil ®
Adaptado de: Townsley M, Taylor E, Korthuis R. Promethazine or DPPD pretreatment attenuates oleic acid-induced
injury in isolated canine lungs. J. Appl. Physiol 59(1):39-46,1985

PROTOCOLO 4 (3 PERROS)

Carvedilol 6.25 mg/perro/PO/12 h/7 dias *
Furosemida 2 mg/kg/IV **

* Via oral durante 7 dias antes de administrar Casiopeina

** Administrada 10 min antes de la infusiéon de Casiopeina

Adaptado de: Oliveira P, Gongalves L, Monteiro P, Providencia L, Moreno A. Are the Antioxidant Properties of
Carvedilol Important for the Protection of Cardiac Mitochondria? Current Vascular Pharmacology, 2005, 3, 147-158
147
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RESULTADOS

Establecimiento de la seguridad del protocolo anestésico:

Inicialmente se establecio un grupo control para descartar la posibilidad que los
cambios observados durante cada fase del experimento tuvieran relacién con la
administracion de tiletamina-zolacepam (Zoletil®-Virbac) y pentobarbital sodico

(Anestesal®-Pfizer).

En la figura 2 se presentan las tendencias de las variables estudiadas. De los 8
perros anestesiados en ningun caso se presentaron variaciones que sugirieran
la presentacion de una urgencia anestésica. Los valores numéricos individuales
asi como medias y desviaciones estandar se presentan en el anexo A al final
de este escrito. La duracién de la anestesia fue de 162.5 min + 19.3 min DE y
los animales se incorporaron en 183.7 min con un rango de 165 a 200 min. No

se detectaron efectos adversos clinicos posteriores a la anestesia.
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Figura 2. Efectos de Tiletamina-Zolacepam y Pentobarbital sobre: Frecuencia cardiaca, FC (lats/min); Saturacion de
oxigeno sanguineo, Pa0,(%); Saturacién de CO:; al final de la espiracion, Et CO,(mmHg); Frecuencia respiratoria, FC

(resp/min); Presion arterial media, mAP (mmHg); Temperatura, T (°C).

Evento 1: Profundizacién con pentobarbital sédico
—Periodo anestésico

Evento 2: Desconexion del fisiégrafo

- - - - Periodo de recuperacion

Evento 3: Recuperacion

FASE |. OBTENCION DE LA DLs-DLss PARA Cas lll-ia Y Cas Il-gli
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La relacion entre dosis y letalidad para ambas Casiopeinas® se resume en el
cuadro 5 y en la figura 3 para la Cas lll-ia y figura 4 para la Cas lI-gli se
presentan graficamente los valores de la DLsy y DLgg para Cas lll-ia que fueron
de 7 mg/kg y 10 mg/kg respectivamente, via IV en una infusion en dextrosa al
5% con duracion de 30 minutos. Estos mismos datos para la Cas ll-gli fueron
de 4.5 mg/kg y 8 mg/kg para la DLsy y DLy respectivamente. Para las figuras
mencionadas se utilizé un modelo de regresion multiple basada en el modelo

de Boltzmann, con una R*= 0.9124 para Cas lll-ia y R>= 0.9468 para Cas IlI-gli.

Considerando que las dosis empleadas en quimioterapia contra el cancer son
dadas en mg/m?, las DLs, y DLgy para Cas lll-ia fueron de 140 y 200 mg/m?
respectivamente y las DLsy y DLgy para Cas ll-gli fueron de 100 y 160 mg/m?

respectivamente.
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Figura 3. Relacion dosis-letalidad para CSlll-ia
Modelo de Boltzmann
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Figura 3. Curva de regresion multiple con el modelo de Boltzmann en la que se
establece la letalidad de la Casiopeina lll-ia
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Figura 4. Relacion dosis-letalidad para CSlI-gli
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Figura 4. Curva de regresién multiple con el modelo de Boltzmann en la que se
establece la letalidad de la Casiopeina Il-gli
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FASE Il. CARACTERIZACION DE LOS EFECTOS TOXICOS DE LAS Cas lll-ia
Y Cas Il-gli

Todos los animales sometidos a la administracion de Cas lll-ia, 10 mg/kg/IV y
Cas ll-gli, 8 mg/kg/IV, murieron a causa de edema pulmonar agudo entre 30 y
50 minutos después de terminada la administracion. En ambos casos el signo
clinico mas evidente fue el desarrollo de disnea mixta', aumento de frecuencia
respiratoria, estertores a la auscultacion de campos pulmonares y finalmente
expulsion de liquido transparente y espumoso por la sonda endotraqueal.
También se observé para los dos farmacos, aumento importante de la presién
arterial durante la infusidén endovenosa de las Casiopeinas®, misma que
empez6 a disminuir cuando se interrumpio la administracion. A continuacion se

detallan los cambios mas significativos durante cada parte del experimento.

Periodo de infusién IV de Casiopeinas®:

Durante los 30 minutos correspondientes al periodo de infusion, se detectaron

algunos cambios estadisticamente significativos (P<0.05 en todos los casos).

La presion arterial media (mAP) en el caso de Cas lll-ia se incrementé de 117.9
+ 2.5 DE mmHg hasta 132.6 £ 6.8 DE mmHg; por su parte, mAP para Cas Il-gli
también se incrementé de 108.6 + 0.4 DE mmHg hasta 131.5 £ 4.2 DE mmHg.
La frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, PaO, y temperatura para
ambas Casiopeinas® no tuvo cambios significativos. Otro hallazgo importante
consiste en la observacion de la disminucion de EtCO. solo para Cas lll-ia de
38 £ 0.2 DE mmHg a 31.3 + 2.5 DE mmHg. (Vease figuras 5, 6 y cuadro 5).

Periodo de crisis

Treinta a cincuenta minutos después del terminado el periodo de infusion, los

efectos toxicos de ambas Casiopeinas® se hicieron aparentes. Todos los

animales en los dos grupos presentaron primero insuficiencia respiratoria

! Dificultad respiratoria en ambos eventos de la respiracion (inspiracion y espiracion)
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restrictiva como el signo mas importante que se intent6 compensar con el
incremento de la frecuencia respiratoria de 16.5 + 3.2 DE respiraciones/min
hasta 21.5 £ 8.16 DE respiraciones/min en el caso de Cas lll-ia; y de 12.2 £ 0.8
DE respiraciones/min hasta 16.6 + 8.8 DE respiraciones/min para Cas Il-gli
observando un pico de elevacion en este parametro hasta de 60
respiraciones/min para Cas lll-ia y 50 respiraciones/min para Cas ll-gli entre
18-25 minutos de terminado el periodo de infusion, seguido de lo cual, se
presenta el paro respiratorio. También se observa disminucion en EtCO, que
comienza de 38 + 0.2 DE mmHg hasta 8.1 + 2.7 DE mmHg en Cas lll-ia; y
deDEe 35.1 £ 2.1 DE mmHg hasta 11.2 £+ 5.3 DE mmHg para Cas ll-gli. La
presion arterial media (mAP) cae de 117.9 + 2.5 DE mmHg hasta 51.4 + 21.3
DE mmHg para Cas lll-ia; y de 108.6 £ 0.4 DE mmHg hasta 49.4 + 20.6 DE
mmHg en el caso de Cas ll-gli; la frecuencia cardiaca cae hasta un valor medio
de 63.1 = 16.5 DE latidos/min de un valor previo de 158.2 + 0.4 latidos/min para
Cas lll-ia y 56.8 £ 21.6 DE latidos/min de un valor previo de 148 + 0.8 DE
latidos/min para Cas lI-gli. Consecuentemente la PaO, fue reducida hasta un
valor medio de 26.5% £ 7.6 DE de un valor previo de 82.5% + 0.3 DE para Cas
lll-ia'y 37.5% = 12.9 DE de un previo 88.6% + 0.8 DE para Cas ll-gli como se

presenta en las figuras 5, 6 y en el cuadro 5.

Desarrollo del edema pulmonar y muerte

Seguido de lo anterior se desarrolla el edema pulmonar agudo manifestado por
la salida de abundante liquido espumoso por la sonda endotraqueal y
finalmente se produce la muerte del animal aproximadamente entre 2-3 min de
observado el edema. Todos los cambios son presentados en las figuras 5y 6 y
en el cuadro 5 para ambos tipos de Casiopeina (Cas lll-ia y Cas ll-gli),

respectivamente.
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Cuadro 5. Resultados obtenidos para cada variable antes, durante y después de la
administracion de Cas lll-ia (10mg/Kg IV en 30 min, en un volumen de 100 mL de

dextrosa 5%) y Cas ll-gli (8mg/Kg IV en 30 min, en un volumen de 100 mL de dextrosa

5%)
Farmaco Variables Induccién  Periodo anestésico Periodo de Infusién Periodo Disnea y muerte (5-10 min
Anestésica (40 min) (30 min) de entre la disnea y la muerte)
latencia
FC (lats/min) 158.2 + 0.4° 150.8 + 11.1° 63.1+16.5°
FR (resp/min) 16.5 £ 3.2° 20.08 +2.18° 21.5+8.16°
Cas llI-
ia PaO; (%) 10min 82.5+0.3° 84.8 £ 3.6° 30-50 min 26.5+7.6°
EtCO, (mmHg) 38+0,2° 31.3+25° 8.1+27°
mAP (mmHg) 117.9+2.5° 132.6+6.8° 51.4+21.3°
T(°C) 38 + 0.05° 36.9+0.2° 33.1+£0.7°
FC (lats/min) 148 + 0.8° 142.6 £0.7° 56.8 £ 21.6°
FR (resp/min) 12.2+0.8° 12+£0.11° 16,6 + 8.8°
Cas ll-gli PaO; (%) 10 min 88.6 £ 0.8° 87.5+0.3° 30-50 min 37.5+12.9°
EtCO, (mmHg) 35.1+2.1°2 34.7+£0.3° 11.2+53°
mAP (mmHg) 108.6 + 0.4° 131.5+4.2° 49.4 £+ 20.6°
T (°C) 38,2+0,2° 37+0,2° 34,9 +0,4°

a, b, c: literales distintos dentro de una misma fila significan una diferencia

estadisticamente significativa (P<0.05)



Resultados

FC

EtCO,

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

-20

100
80
60
N
% 40
o
20
0
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min) Tiempo (min)
100
90
80
70
60
50
14
L 40
30
20
10
0
-10
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min) Tiempo(min)
42
40
38
36
34
= 32
30
28
26
24
22
20
0 20 40 60 80 100
0 20 40 60 80 100 Ti ( . )
. iel min
Time (min) mpo

Periodo anestésico
Periodo de infusion

Periodo de latencia y muerte

Figura 5. Efectos de Casiopeina lll-ia 10mg/kg sobre: frecuencia cardiaca, FC (lats/min);
saturacion de oxigeno sanguineo, PaO (%); saturacion de CO, al final de la espiracion, Et

CO,(mmHg); frecuencia respiratoria, FC (resp/min); presion arterial media, mAP (mmHg);

temperatura, T (°C). El farmaco fue administrado en solucién dextrosa 5% (100ml)
durante 30 min.
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Figura 6. Efectos de Casiopeina ll-gli 8mg/kg sobre: frecuencia cardiaca, FC (lats/min);
saturacion de oxigeno sanguineo, PaO,(%); saturacion de CO, al final de la espiracion,

Et CO,(mmHg); frecuencia respiratoria, FC (resp/min); presion arterial media, mAP

(mmHg); temperatura, T (°C). El farmaco fue administrado en solucién dextrosa 5%
(100ml) durante 30 min.
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FASE . PROTOCOLOS TERAPEUTICOS PARA PREVENIR O
CONTRARRESTAR LA CRISIS AGUDA INDUCIDA POR Cas lll-ia.

Protocolo 1.

La intervencién farmacolégica con vasodilatadores (nitratos organicos),
especificamente nitroglicerina (0.5 pg/kg/min/lV), junto con un diurético de asa
(furosemida 2mg/kg/lV), no evitd la muerte de los individuos los cuales

recibieron la infusion de Cas lll-ia a dosis de 10 mg/kg.

La nitroglicerina fue administrada cuando se empezaron a observar los
primeros signos de disnea considerando su farmacocinética. Por otro lado la
furosemida fue aplicada 10 minutos antes de la Casiopeina para dar un margen
de tiempo y lograr su accion diurética. Ademas se administré un bolo adicional

de furosemida cuando se observé el edema pulmonar.

Aproximadamente 25 minutos después de finalizada la administracion de
Casiopeina, se observaron los mismos signos que preceden a la muerte con
Cas lll-ia a 10mg/kg/IV/30 min; 15 minutos después de este ultimo evento, la
muerte se produjo de manera abrupta después de observar la caida subita de
los signos vitales de la misma forma que sin medicacion, es decir, después del

desarrollo de disnea y edema pulmonar agudo (Véase figura 7).
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7. Efectos de Casiopeina lll-ia 10mg/kg sobre: frecuencia cardiaca, FC (lats/min); saturacion
de oxigeno sanguineo, PaO,(%); Presion arterial media, mAP (mmHg);. El farmaco fue

administrado en solucién dextrosa 5% (100ml) durante 30 min. Barra blanca: periodo
anestésico; barra gris: periodo de infusion; barra negra: periodo de latencia y muerte. Nota:
el animal recibi® una dosis en bolo de furosemida 2 mg/kg/I[V 10 min antes de la
administracion de Cas lll-ia y una dosis de Nitroglicerina 0.5ug/kg/min/IV cuando se observé
el primer sintoma de insuficiencia respiratoria. (Protocolo 1).
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Protocolo 2.

En los individuos que recibieron una dosis pre-Casiopeina de furosemida y una
dosis antichoque de corticoide se observaron exactamente los signos ya

descritos en el protocolo 1. (Véase figura 8).
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Figura 8. Efectos de Casiopeina lll-ia 10mg/kg sobre: Frecuencia cardiaca, FC (lats/min);
Saturacion de oxigeno sanguineo, PaO,(%); Presion arterial media, mAP (mmHg). El

farmaco fue administrado en solucion dextrosa 5% (100ml) durante 30 min. Barra blanca:
periodo anestésico; barra gris: periodo de infusidon; barra negra: periodo de latencia y
muerte. Nota: el animal recibié una dosis en bolo de furosemida 2 mg/kg/IV 10 min antes de
la administracion de Cas lll-ia y una dosis de Dexametasona 2.2 mg/kg/lV cuando se
observé el primer sintoma de insuficiencia respiratoria (Protocolo 2).
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Protocolo 3.

Con el tercer protocolo, en el que se contemplé el uso de acepromacina, 10
minutos antes de la infusion con Cas lll-ia se logré el retraso de la muerte de
los animales en aproximadamente 80 minutos en comparacién con lo
observado durante la primera fase (véase figura 9). Una vez transcurrido este

periodo la muerte se produjo de la manera ya descrita.
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Figura 9. Efectos de Casiopeina lll-ia 10mg/kg sobre: Frecuencia cardiaca, FC (lats/min);
Saturacion de oxigeno sanguineo, PaO,(%); Presion arterial media, mAP (mmHg). El

farmaco fue administrado en solucién dextrosa 5% (100ml) durante 30 min. Barra blanca:
periodo anestésico; barra gris: periodo de infusién; barra negra: periodo de latencia y
muerte. Nota: el animal recibié una dosis de 1.1 mg/kg/IV de acepromacina 10 minutos antes
de la administracién de Cas lll-ia. (Protocolo 3).
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Protocolo 4.

Por ultimo, el protocolo No. 4 en el que se mantuvo durante 7 dias la
administracion oral de carvedilol (6.25mg/kg y furosemida 2 mg/kg/lV 10
minutos pre-Casiopeina); produjo un retraso de la muerte del animal en
aproximadamente 5 horas (310 minutos) como se observa en la figura 10.
Inicialmente el animal recibié la dosis de Casiopeina durante 30 minutos y
posteriormente se observo estabilidad fisiolégica hasta el minuto 200 donde
tuvo que ser desconectado del fisiografo debido a que desperté de la
anestesia. El individuo permanecié sin signos clinicos hasta el minuto 310
cuando desarrollé edema pulmonar y murié. Algunos minutos antes de la
muerte, al observar los primeros signos de edema pulmonar, se aplicé una

dosis adicional de furosemida en bolo a 2 mg/Kg/IV.
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RESULTADOS ECOCARDIOGRAFICOS

Se presentan las imagenes ecocardiograficas de un animal tratado con Cas lll-
ia a 10 mg/Kg como dosis letal 99 y evaluar de esta manera los eventos

dinamicos del corazén en el momento en que ocurren.

La figura 11 permite observar la luz del ventriculo izquierdo en el evento
diastolico, durante la estabilizacion anestésica con Zoletil (4mg/Kg/lV), seguida
por la aplicacion de pentobarbital sédico (24 mg/kg IV). En esta imagen se

aprecia el espacio normal correspondiente al ventriculo durante el llenado.

La figura 12 muestra los primeros cambios generados durante la administracion

de Cas lll-ia que indican un “aplastamiento” del ventriculo.

Por ultimo en la figura 13 se aprecia dicho signo de “aplastamiento” evidente

cuando se presenta la disnea previa a la muerte del animal.
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Figura 11. Luz del ventriculo izquierdo durante la diastole previa a la

administracion de Cas lll-ia a dosis letal.
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Figura 12. Inicio del signo de “aplastamiento que precede a los signos

principales que conllevan a la muerte por edema pulmonar.
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Figura 13. Ventriculo izquierdo con evidente disminucion en la luz debido a

hipertension pulmonar y subsecuente hipertension del ventriculo derecho.
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CAPITULO 4
DISCUSION



DISCUSION

Es costumbre utilizar animales experimentales para predecir comportamientos

farmacoldgicos en el ser humano (42).

En muchos paises el uso de perros se encuentra limitado para estudios de
toxicidad aguda en funcion del apego de esta especie con el hombre (42). Sin
embargo, en este estudio se considero ético incluir como modelo experimental
a perros destinados a eutanasia. De la misma manera no hubiese resultado
ético inducir la toxicidad letal en perros concientes. Por ello, fue necesario
inducir la toxicidad aguda bajo anestesia general. Para tal fin se establecié un
protocolo anestésico basado en la aplicacion inicial de tiletamina-zolacepam
(Zoletil-Virbac® 4 mg/Kg/IV), seguido a los 10 minutos de la administracion de
pentobarbital sodico (Anestesal-Pfizer® 24 mg/Kg/IV). Esta combinacion no se
ha reportado en la literatura especializada y fue necesario hacer registros de
las variables respiratorias y cardiovasculares durante todo el evento anestésico
para tener la certeza de que no habia cambios que pusieran en peligro la vida
de los animales experimentales. En la figura 2 y anexo A al final del presente
trabajo, se puede constatar que no existen cambios significativos en variables
clave como: frecuencia respiratoria, capnografia, oximetria de pulso, frecuencia
cardiaca, presion arterial y temperatura corporal. Los animales anestesiados
con la combinacion presentada se recuperan por completo a los 183.7 minutos
con un rango de 165-200 minutos, momento en el cual se inicia el periodo de
conciencia. Por la regularidad de los registros y la recuperacion sin eventos de
la anestesia es posible asegurar que se tiene una minima interferencia

anestésica con la toxicidad a probar de las Casiopeinas®.

Para establecer la DLy de las Cas lll-ia y Cas ll-gli, se procuré utilizar el
minimo de sujetos posible iniciando la dosificacion con los niveles terapéuticos
de 1 mg/Kg y extendiéndose hasta 10mg/Kg en el caso de Cas lll-ia y 8mg/Kg
para Cas ll-gli. Con los datos de mortalidad y una regresion utilizando el
modelo de Boltzmann se llegé a los valores de DLy ya especificados con una
P<0.01.



De esta fase, se notd que la muerte sobrevenia principalmente por edema
pulmonar agudo (ver figura 14) y las dosis que se utilizarian para caracterizar

dicha muerte serian las mencionadas (DLgg).

Aunqgue no se ha referido una dosis terapéutica para estas sustancias se cree
que el rango terapéutico fluctua entre 1 y 3 mg/Kg (24). Por lo tanto la
aplicacion de hasta tres veces este valor puede representar un buen margen de
seguridad para pacientes humanos con patologias agregadas y justifica el

modelo empleado en este ensayo.

Los efectos de la administracion de las Cas lll-ia y Cas ll-gli a velocidad de
infusion de 100/ml/30 minutos y a las dosis sefaladas son muy parecidos de
manera tal que se describe en conjunto lo que sucede. Los pacientes
anestesiados son considerados estables o con variaciones minimas en los
parametros medidos a los 40 minutos y es en este tiempo cuando se aplicaron
las Casiopeinas®. La aplicacion per se no altera substancialmente las variables
medidas pero aproximadamente 40 minutos después de terminada la infusion

se desencadenan los siguientes eventos en orden cronoldgico:

Incremento en la frecuencia respiratoria

Observacion de mucosas cianoticas

Disminucion en los valores de EtCO,

Aumento de la presion arterial

Disminucion drastica de los valores de oximetria
Inversién de la onda T electrocardiografica

Salida de liquido transparente por la sonda endotraqueal
Paro respiratorio

Muerte

© © N o o bk~ DN~

Dada la secuencia descrita se puede especular sobre la fisiopatologia del
evento haciendo que el analisis de los datos y los signos clinicos observados
permiten sugerir dos etiologias que actuan con base en el desacoplamiento de
la respiracién mitocondrial, el cual ya ha sido reportado para las Casiopeinas®

(25). Estas dos causas de edema pulmonar (tratadas mas adelante), podrian



iniciarse en una cascada de eventos que implicarian a la Casiopeina como el

agente lesivo mitocondrial (a dosis letales).

La interrupcién de la cadena respiratoria mitocondrial haria que disminuyan los
niveles de ATP celular en este caso cardiacos, lo que conllevaria a la
insuficiencia mecanica de este d&rgano (insuficiencia cardiaca), con la
correspondiente liberacion de sustancias vasoactivas que producen
vasoconstriccion. La insuficiencia cardiaca per se produce aumento de la
presion arterial generando hipertensién pulmonar y edema por incremento de

presion hidrostatica (42, 43), (Edema pulmonar cardiogénico).

Por otro lado, la falla mecanica celular produce hipoxia y si ésta persiste aun
por breves espacios de tiempo produce el sindrome de isquemia-reperfusion en
el que el periodo hipoxico es seguido por una brusca re-oxigenacion del tejido,
lo que causa que el oxigeno en forma de radical libre sea liberado por las
células e interactue con las membranas celulares de cualquier 6érgano, en este
caso las del endotelio lo que hace que aumente su permeabilidad a nivel del
capilar pulmonar (44), y se produzca la salida de liquido (Edema pulmonar no

cardiogénico).

Un importante hallazgo que escasamente permitié la supervivencia de los
animales por un tiempo mas prolongado y aporté informacion sobre el
mecanismo de accion toxico de ambos tipos de Casiopeinas®, consistio en el
uso de carvedilol, un antagonista de los receptores beta-adrenérgicos que ha
sido usado como hipotensor y ultimamente ha recibido gran atencion por su
actividad captadora de especies reactivas de oxigeno. El empleo de carvedilol
por 8 dias previos a la administracion endovenosa de casiopeina lll-ia confirma
en gran medida la liberacion de radicales libres producida por el farmaco y
puede ser una herramienta valiosa para evitar la cardiotoxicidad aguda

inducida por el farmaco.

Sin embargo es necesario demostrar con estudios posteriores que en efecto
existe la destruccion por radicales libres ya que este efecto no concuerda con

la actividad sugerida como efecto super oxido dismutasa.



No obstante, ya existe evidencia por microscopia electronica e histopatologia
que apoya dicha destruccion celular inducida por especies reactivas de

oxigeno.

De cualquier manera se desarrolla un edema pulmonar como patologia central
y hay dafio cardiaco a las dosis sefialadas. Desafortunadamente los protocolos
destinados a salvaguardar la vida de los animales sometidos a las
Casiopeinas® no fueron suficientes y solo se logré la prolongacion por unas
horas especialmente con el uso de protectores celulares como acepromacina y
captadores de radicales libres como ya ha sido descrito. Esto refuerza la teoria
presentada de que hay un efecto por especies reactivas de oxigeno sobre las
células cardiacas, pulmonares y endoteliales lo que debera comprobarse en

estudios posteriores.

Estos estudios de toxicidad aguda deberan complementarse con estudios de
toxicidad subcronica con la aplicacion de esquemas preventivos de captadores
de radicales libres para determinar la cantidad de mg/m? que puede soportar un
animal a dosis terapéuticas. De cualquier manera estos estudios hacen patente
que las Casiopeinas® pueden ser extremadamente toxicas si se aplican por via
endovenosa a las dosis ya dichas. Sin embargo, el uso de Casiopeinas® en
seres humanos, requerira de dosis mucho menores a las empleadas en el
presente trabajo, razén por la cual podemos considerar la tolerancia de los
pacientes sometidos al tratamiento y esperar un margen de seguridad alto, en
especial si estas dosis terapéuticas son acompanadas con el uso prolongado
de captadores de radicales libres, previos a la administracion de la

quimioterapia.



Figura 14. Patrén bronquial propio del edema pulmonar causado por la

administracion de Cas lll-ia y Cas ll-gli a dosis letales.
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ANEXO A

Valores numeéricos individuales, medias y desviaciones estandar del grupo

control que establecio la seguridad del protocolo anestésico.

PERRO PERRO PERRO PERRO Media

1 2 3 4
Duracion d_e 185 170 140 155 1625
la anestesia
(min)
Tiempo de
despertar
desde el 200 190 165 180 183.7

inicio (min)

DE

19.3

14.9
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