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RESUMEN

Las Casiopeinas son una familia de compuestos de coordinacién de cobre(ll)
como centro metdlico. Estos farmacos han demostrado importante actividad
antineoplésica por diversos mecanismos de accion. El objetivo del presente
trabajo fue realizar estudios preclinicos de las Casiopeinas lll-ia y ligly para
evaluar los efectos toxicos agudos en perros. Se utilizaron 6 perros (por farmaco)
clinicamente sanos, los cuales fueron anestesiados con pentobarbital y se les
administr6 10 mg/kg de peso EV de Casiopeina lll-ia y 8 mg/kg de peso EV de
Casiopeina ligly, en un volumen de 100 mL, durante 30 min. Durante la
administracion del farmaco, los perros se encontraban conectados a un fisiografo
para determinar constantes fisioloégicas. Se tomaron muestras para hemograma,
bioquimica sanguinea, uriandlisis y equilibrio acido-base, antes y después de la
administracion de las Casiopeinas. Los perros mueren por efecto del farmaco en
un tiempo promedio (después de terminada la administracién) de 24.8 min para
Casiopeina lll-ia y 7.2 min para Casiopeina ligly. Se realizd la necropsia y se
tomaron muestras para evaluacion histopatoldgica y ultraestructural. Los signos
clinicos en los perros previo a la muerte fueron: disnea, taquipnea, cianosis y
salida de liquido por la sonda endotraqueal. El fisiografo indicd disminucion
abrupta de las constantes fisiologicas. En el equilibrio acido-base se encontrd
acidosis metabdlica por ganancia de acidos. En la necropsia los pulmones estaban
edematosos. Por histopatologia se aprecié sobredistensién vascular de arterias
pulmonares y edema pulmonar. Ultraestructuralmente, en miocardo se encontr6
desarreglo de miofibrillas, asi como mitocondrias aumentadas de tamafio y con
pérdida en las crestas mitocondriales. Nuestros resultados sugieren que las
Casiopeinas pueden tener efectos cardiotoxicos afectando a mitocondrias
cardiacas, lo cual disminuye el aporte energético produciendo asi insuficiencia
cardiaca aguda y de manera secundaria edema pulmonar cardiogénico por
incremento en la presion hidrostatica en pulmones. Finalmente la muerte ocurre
por insuficiencia cardio-respiratoria.

Palabras clave: casiopeina, cancer, perro, toxicidad aguda, edema pulmonar.



1. INTRODUCCION

1.1. Cancer

El cuerpo humano esta formado por mas de 10 células, miles de millones de
estas ceélulas sufren mutaciones cada dia rompiendo potencialmente los controles
normales de proliferacion. Lo que resulta mas peligroso, es que una mutacion de
este tipo puede proporcionar a una célula cierta ventaja selectiva, permitiendo que
se divida méas rapidamente que sus vecinas convirtiéndose entonces en la
formadora de una célula cancerosa.’

El cancer es considerado una enfermedad genética resultado de un cumulo de
alteraciones en un conjunto de genes que pertenecen a dos grandes grupos, los
oncogenes y los genes supresores de tumores, cuyas funciones normales estan
relacionadas con un buen funcionamiento, crecimiento y muerte de todas las
células del organismo.>™*

Las células neoplasicas se caracterizan por 2 propiedades genéticas que las
distinguen de las no neoplasicas: 1) se dividen a pesar de las restricciones
normales y 2) invaden y colonizan tejidos reservados a otras células. La
combinacion de estas dos caracteristicas es lo que puede hacer que el cancer sea
particularmente peligroso. Esta capacidad invasiva implica generalmente la
habilidad de las células neoplasicas para liberarse y entrar en el torrente
sanguineo o vasos linfaticos y formar tumores secundarios o metastasis en otros
tejidos del cuerpo.**

De acuerdo con el modelo de incidencias mdltiples, el cAncer se origina por un
proceso de seleccién clonal no muy diferente de la seleccion de animales
individuales en una poblacion. Una mutacion en una célula le confiere una ventaja
de proliferacion; posteriormente, la progenie de esa célula sufre una segunda
mutacion que le permitira proliferar en una forma mas descontrolada y formar un
pequefio tumor benigno. Una tercera mutacion en una célula dentro de este tumor
le permitira superar el crecimiento de las demas y su progenie formara una masa

de células, cada una de las cuales tendrda estas 3 mutaciones. Una mutacion



adicional en una de estas células le permitira a la progenie escapar al torrente
sanguineo y establecer colonias en otros sitios, la caracteristica principal del
cancer metastatico.>® La transformacién maligna puede ser vista ahora en
términos de alteraciones especificas de un reducido ndmero de reguladores
genéticos que trabajan dentro de las células para controlar el crecimiento, la
diferenciacion y la muerte celular.*

Se han establecido 3 etapas en el desarrollo del cancer: 1) la “iniciacién”, que es
el proceso por el cual un dafio critico al ADN se hace permanente en la célula,
debido a que esta se divide antes de que se repare o0 bien por una falla en el
proceso de reparacion; 2) la “promocion”, que se define como el proceso mediante
el cual determinados sucesos epigenéticos influyen de forma selectiva en la
proliferacion de la célula iniciada y 3) la “progresion”, que implica la produccion de
mutaciones genéticas que aparecen a medida que la poblacién celular se divide y
por lo tanto se desarrolla el cancer.’

Dado que el cancer puede ser una enfermedad genética, se han podido
identificar mas de 100 genes que habitualmente se encuentran alterados en esta
patologia. Dichos genes se agrupan en 2 grandes grupos, en funcion de si el
cancer se produce por un exceso de actividad de su producto génico (ganancia de
funcién) o por su falta de actividad (pérdida de funcion). Los genes del primer
grupo se llaman proto-oncogenes y el gen hiperactivo debido a una mutacion se
denomina oncogen. Los genes del segundo grupo se llaman genes supresores de
tumor.®>®

Un oncogen es cualquier gen que codifica una proteina capaz de transformar las
células de un cultivo o de inducir cdncer en animales o humanos. De los muchos
oncogenes conocidos, todos, salvo escasas excepciones derivan de genes
celulares normales (proto-oncogenes), cuyos productos participan en las vias de
control de crecimiento celular. La conversion o la activacién de un proto-oncogen a
oncogen suele comprender una mutacién con ganancia de funcion. Por lo menos
tres mecanismos pueden producir oncogenes a partir de los correspondientes

proto-oncogenes: 1) mutaciones en un proto-oncogen que genera un producto



proteico activo, 2) reduplicacion localizada (amplificacion génica) de un segmento
de ADN que incluye un proto-oncogen, lo que conduce a la expresion excesiva de
la proteina codificada, 3) traslocacion cromosdmica que ubica un gen regulador
del crecimiento bajo el control de un estimulador diferente e induce la expresion
inadecuada del gen.*®

Por lo general los genes supresores de tumor codifican proteinas que inhiben la
proliferacion celular de alguna manera. La pérdida de uno o mas de estos “frenos”
contribuye al desarrollo de numerosos tipos de cancer. Por lo general se
reconocen 5 clases amplias de proteinas codificadas por genes supresores de
tumor: 1) proteinas intracelulares que regulan o inhiben un estadio especifico del
ciclo celular, 2) receptores de hormonas secretadas que actian como inhibidores
de la proliferacion celular, 3) proteinas de control de puntos clave que detienen el
ciclo celular si estd dafiado el ADN, 4) proteinas que estimulan la apoptosis y 5)
enzimas que participan en la reparacion del ADN. Los genes supresores de tumor
de muchos tipos de céncer presentan mutaciones puntuales que impiden la
sintesis de alguna proteina o conducen a la produccion de una proteina no
funcional.»®

En la actualidad el cancer es una de las causas mas comunes de morbilidad y
mortalidad en el mundo; anualmente se registran mas de 10 millones de nuevos
casos y mas de 6 millones de defunciones por esta enfermedad. En el mundo hay
mas de 20 millones de personas con diagnéstico de cancer. Segun las
proyecciones, para el 2020 se registraran anualmente 15 millones de nuevos
casos de cancer y 10 millones de defunciones por esta enfermedad.®

El cancer es, sin duda, una de las enfermedades que ha irrumpido con mayor
impetu en el panorama epidemiolégico en México desde finales del siglo XX,
convirtiéndose en un problema de salud publica, no sélo por sus graves
manifestaciones clinicas y su alta letalidad, sino también por la gran variedad de
factores de riesgo individuales y ambientales con los que se asocia.'® En el afio
2004 se registraron en Meéxico 473,417 defunciones, 55.3% sucedieron en

hombres y 44.7% en mujeres. Las enfermedades del corazon, la diabetes mellitus



y los tumores malignos son las tres causas con mayores porcentajes de
defunciones en el pais, el valor porcentual de los decesos por dichas causas en
mujeres (17.8%, 16%, y 14%, respectivamente) es mayor al de los hombres
(15.2%, 10.8% y 11.4%). En los varones los tumores malignos representaron la
segunda causa de muerte de este grupo demografico con 29 mil 797 defunciones,
lo cual significé 11.4% de los fallecimientos de hombres. En las mujeres, se ubica
en el tercer lugar de las principales causas de muerte con 32 mil 443 decesos, es
decir, 14.9% de las defunciones en la poblacion femenina. En los hombres, las
tres principales causas de muerte por tumores malignos en el afio corresponden a
los de trAquea, bronquios y pulmén (15.5%), prostata (15.2%) y estdbmago (9.4%).
En las mujeres, 14.5% de las defunciones por cancer maligno corresponden a los
del cuello del utero (cérvico-uterino) y 13.3% mas al de mama; asi mismo, el

higado y las vias biliares ocasion6 8.1% de las muertes.**

1.2. Quimioterapia

Entre los tratamientos cominmente utilizados se encuentran: radioterapia, cirugia
y quimioterapia.'? La quimioterapia consiste en el uso de sustancias quimicas para
destruir o prevenir el crecimiento, multiplicacién y diseminacion de las células
malignas. Es uno de los métodos terapéuticos mas importantes para combatir el
cancer™® y presenta ciertas ventajas debido a su capacidad para tratar neoplasias
que han causado metastasis, dado que la radioterapia y la cirugia son adecuadas
sélo para padecimientos en zonas localizadas, sin embargo, cuando se utilizan en
combinacién ofrece mayores posibilidades para el paciente.***> La historia de la
quimioterapia contra el cancer es relativamente reciente. Durante los afios 50 y
principios de los 60 se demostré que diversas sustancias quimicas tenian efectos
antitumorales en modelos experimentales en animales y fueron investigadas en el
tratamiento del cancer en humanos. Al final de la década de los 60 estaba claro
que la quimioterapia sistémica podia inducir remisiones clinicas completas y de
larga duracion, en una variedad de neoplasias malignas diseminadas. En la

actualidad la poliguimioterapia intensiva ha conseguido remisiones clinicas y



curaciones aparentes, en los estadios avanzados de muchos tumores malignos,
sin embargo, los tipos de cancer mas habituales del adulto (mama, colon, pulmén
y préstata) siguen mostrando respuestas insatisfactorias.*®

Existe una amplia variedad de agentes quimioterapéuticos antineoplasicos y con
muy diversos mecanismos de accion. En términos generales se pueden clasificar
en 5 grandes grupos: 1) alquilantes, 2) antimetabolitos, 3) productos naturales, 4)
agentes hormonales y antagonistas y 5) agentes diversos (cuadro 1).

De manera particular la aceptacién de los agentes metélicos como farmacos
avanzo de manera importante cuando se utilizaron compuestos de Pt(ll) para
tratar cancer testicular y ovarico. Esto inicié en el afio de 1965 con los estudios de
Rosenberg, Van Camp y Krigas, los cuales de manera fortuita encontraron
compuestos del platino capaces de detener el crecimiento tumoral. De esta forma,
el primer compuesto metélico autorizado para este propdsito fue llamado
Cisplatino, cis-[PtCl,(NHs),].}” Desafortunadamente la mayoria de los compuestos
antineoplasicos utilizados tienen un margen terapéutico muy estrecho y por lo
tanto, mayor probabilidad de ocasionar efectos adversos.'® En general, las células
que estan experimentando division activa son mas susceptibles a los efectos de
estos farmacos, por lo tanto, la toxicidad refleja grados variables de dafio a las
células normales principalmente en médula 6sea, tracto gastrointestinal, foliculos
pilosos y gbnadas. Otra desventaja importante a considerar es la resistencia a la
quimioterapia que pueden presentar diversos tipos de tumores, lo cual hace que el
pronéstico del paciente empeore.’®?® Aunado a esto, la dependencia de la
industria  farmacéutica extranjera provoca que los actuales agentes
quimioterapéuticos tengan costos excesivos, lo cual dificulta el acceso de esta
terapia a ciertos sectores de la sociedad. Esto ha estimulado el disefio, sintesis y
evaluacion de muchos nuevos compuestos que puedan presentar menor toxicidad,
diferentes propiedades bioldgicas, mayor actividad antineoplasica y a su vez
costos mas accesibles.



Cuadro 1. Clasificaciéon de los farmacos quimioterapéuticos antineoplasicos.

GRUPO TIPO DE FARMACO NOMBRE GENERICO
Mecloretamina
Ciclofosfamida
Mostazas nitrogenadas Ifosfamida
Melfalan
Clorambucil
Etileniminas y metilmelaminas Hexametilmelaminas

Tiotepa

Alquilantes Alquilsulfonatos Busulfan

Nitrosoureas Carmustina

Estreptozotocina

Triazenos

Dacarbazina, temozolmida

Antimetabolitos

Anélogos de &cido félico

Metatroxato

Analogos de pirimidina

Fluorouracilo

Floxuridina

Citarabina

Gemcitabina

Anélogos de purina e inhibidores relacionados

Mercaptopurina

Tioguanina

Pentostatina

Cladribina

Fludarabina

Epipodofilotoxinas

Etopdsido, tenipésido

Camptotecinas

Topotecan

Irinotecan

Dactinomicina

Daunorrubicina

Productos naturales Antibiéticos Doxorrubicina
Bleomicina
Mitomicina
Enzimas L-Asparaginasa
Corticosteroides suprarrenales Prednisona

Carproato hidroxiprogesterona

Progestagenos Acetato medroxiprogesterona
Acetato de megestrol
Estrégenos Dietilestilbestrol
Etinilestradiol
Hormonas y Antiestrégeno Tamoxifeno, anastrozol
antagon istas Andrégenos Proplqnato de testosterona
Fluoximesterona
Antiandrégeno Flutamida
Horm. liberadora de gonadotropina Leuprolida
Complejos de coordinacion con platino Cisplatino

Agentes diversos

Carboplatino

Antracendiona

Mitoxantrona

Urea sustitutiva Hidroxiurea
Derivados de metilhidrazina Procarbacina
Supresor de corteza suprarrenal Mitotano
Aminoglutetimida
Inhibidor de la cinasa de tirosina Imatinib

Modificada de Calabresi.*®




1.3. Casiopeinas

Los nuevos farmacos surgen de la necesidad de tratar las enfermedades y los
sintomas para los cuales no existe una terapia eficaz o de mejorar los tratamientos
ya existentes.?! Es por ello que a finales de la década de los 70's en la Facultad de
Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) el grupo de
trabajo de la Dra. Lena Ruiz inici6 un proyecto encaminado al desarrollo de
farmacos analogos al cisplatino y con posible actividad antineoplasica, generados
a partir de metales de transicién,?>*® de preferencia esenciales biolégicamente,
con el proposito de disminuir toxicidad y costo, pero que a su vez presenten igual
0 mejor actividad antineoplasica que el cisplatino.

De esta forma se disefid la familia de Casiopeinas que es un grupo de
compuestos de coordinacién de cobre(ll) como centro metélico, que en la esfera
de coordinacion presentan un ligante bidentado del tipo diimina (N-N) y otro que
puede ser aminoacidato (N-O) o donador (O-O). Estos compuestos ya han sido
sintetizados, caracterizados y patentados.?*?’

A partir de 1980 se inician trabajos de constatacion bioldgica in vitro con base en
el supuesto de que puedan tener actividad antineoplasica. Esta hipotesis se basé
en algunos postulados de Rosenberg que a su vez fueron derivados del
conocimiento farmacodindmico del cisplatino en lineas tumorales y que se resume
a los siguientes puntos:

1) estos compuestos deben intercambiar rapidamente solo algunos ligantes en
reacciones con moléculas bioldgicas.

2) los complejos deben ser eléctricamente neutros, aunque la forma activa puede
estar cargada después de intercambiar algun ligante dentro del organismo.

3) son necesarios dos ligantes cis monodentados (o uno bidentado) como grupos
salientes. Los isémeros trans son inactivos.

4) las velocidades de intercambio de estos ligantes se encuentran en un intervalo
especifico de labilidad.

5) los ligantes no intercambiables en la molécula deben estar fuertemente

enlazados.?®



Actualmente se han realizado numerosos estudios in vivo e in vitro en los cuales
las Casiopeinas han demostrado tener una gran actividad antineoplasica a través
de diversos mecanismos. Las Casiopeinas han sido eficaces en diferentes lineas
neoplasicas dentro de las cuales estan: carcinoma ovarico (CH1) y leucemia
murina (L1210),%° varios carcinomas cérvico-uterinos,* glioma C6 de rata,** asi
como el panel in vivo del modelo sugerido por el Cancer Chemoterapy National
Service Center, del Nacional Cancer Institute utilizando las lineas de leucemia
linfocitica (L1210), sarcoma (S180), melanoma B16 y un clon de L5178 en
ratones.?

Con respecto al mecanismo de accién, se han sugerido diversas vias por las
cuales las Casiopeinas pueden ejercer su efecto antineoplasico. Se ha
demostrado que interactdan facilmente con el ADN y estudios in vitro muestran
que se enlaza a bases puricas y pirimidicas, mediante una interaccion de
apilamiento.** Se ha descrito también que debido a la presencia de cobre en su
centro puede inducir apoptosis mediada por especies reactivas de oxigeno (ERO),
producto de reacciones de 6xido-reduccion de tipo Fenton y Haber-Weis en la cual
participa el cobre. Las ERO pueden causar pérdida del potencial de membrana
mitocondrial con cambios en su permeabilidad y liberacion de factores
apoptogénicos.*!

Por ultimo, en un estudio demostraron que las Casiopeinas actian directamente
sobre la mitocondria desacoplando la fosforilacion oxidativa y la sintesis del ATP,
mediante la inhibicibn de la 2-oxoglutarato deshidrogenasa, lo cual puede
comprometer los procesos dependientes de energia dentro de los cuales se

encuentra la duplicacion celular.®®



1.4. Estudios preclinicos de los farmacos

El descubrimiento de un nuevo farmaco parte del conocimiento de un
determinado proceso bioldgico, o bien de una sustancia con potencial terapéutico
ya conocido.®® Una vez que se ha identificado un compuesto con potencial
terapéutico comienza su desarrollo en el cual se identifican dos etapas
denominadas estudios preclinicos y estudios clinicos.*®
Los estudios preclinicos comprenden una serie de procedimientos necesarios que
se realizan a un farmaco antes de ser utilizado en humanos.*® Estos estudios
constan a su vez de dos grupos de procedimientos:

1) estudios de sintesis quimica, analisis de impurezas y estabilidad en relacion con
el compuesto o la formulacion a administrar.

2) estudios farmacoldgicos, toxicoldgicos y de ADME (administracion, distribucion,
metabolismo y excrecion) destinados a investigar los efectos de la sustancia o su
interaccidn con el organismo intacto.

Con respecto al primer grupo, el método de sintesis, las posibilidades de
produccion a escala industrial y el precio de la materia prima son elementos
importantes a tener en cuenta al decidir la estrategia a seguir. La solubilidad y su
estabilidad en forma soélida y en solucién son factores esenciales para conseguir
una formulacién galénica adecuada.

Dentro del segundo grupo, los estudios farmacolégicos constan de los
experimentos necesarios para poner en evidencia el supuesto efecto terapéutico y
su mecanismo de accion. Ademas, se realizan estudios complementarios de
seguridad, destinados a descartar los efectos no deseados sobre otros érganos o
tejidos. Asi mismo, se estudian las posibles interacciones farmacoldgicas que el
compuesto en desarrollo puede tener con otros farmacos. Toda actividad
farmacoldgica potencial suele estar acompafiada de efectos no deseados, en
algunos casos claramente perjudiciales, por lo tanto, los estudios de toxicidad
tienen una gran importancia en los programas de identificaciéon y seleccion de los

compuestos a desarrollar. En la fase preclinica los estudios de ADME son de



especial importancia para explicar los hallazgos farmacologicos o toxicos. En este
tltimo contexto se denominan estudios toxicocinéticos.®*3>3"

Los estudios en animales son fundamentales en la fase preclinica ya que
proporcionan un perfil general de la toxicidad, la actividad farmacologica y la
farmacocinética de un farmaco nuevo, sin embargo, incluso con esta informacion
el inicio de los estudios clinicos es arriesgado. Existen muchos ejemplos de
farmacos que pasaron todos los criterios preclinicos de inocuidad, pero que
produjeron efectos adversos graves en los humanos. No solo existen grandes
variaciones de toxicidad entre las especies, sino que existen efectos adversos que
no pueden detectarse en animales. Entre ellos se encuentran: somnolencia,
nauseas, aturdimiento, nerviosismo, jagueca, insomnio, fatiga, ardor de estémago,
urticaria, etc. Debido a estas discrepancias, entre los datos obtenidos en animales
y la respuesta en los humanos, los estudios clinicos iniciales sobre cualquier
farmaco deben realizarse con mucho cuidado y con una metodologia planificada

cuidadosamente.®®

1.5. Estudios de toxicidad aguda

La toxicologia, es la ciencia que estudia entre otras cosas los efectos nocivos
provocados por los agentes quimicos sobre los sistemas biolégicos.*® Se sabe que
el manejo o consumo de una sustancia puede ser mas o menos peligrosa en
funcidn de sus propiedades fisico quimicas, de su potencial toxico o de la facilidad
gue tenga de penetrar en aquellos organismos sometidos a su exposicion. Como
es imprescindible que se procure minimizar el riesgo vinculado a dicha exposicién,
no puede extrafiar que exista un gran interés por valorar la toxicidad consecuente
a ella. En términos generales, con las pruebas toxicologicas se intenta investigar
que tipo de condiciones han de darse para que las células de un organismo
puedan verse afectadas por la actividad téxica de una estructura quimica
determinada.*

La exposicion de algunos animales de experimentacion a dosis altas de agentes

toxicos es un método necesario y valido para identificar posibles riesgos para



humanos expuestos a dosis mucho menores.*® Los resultados de cualquiera de
estas pruebas experimentales no pueden ser totalmente extrapolados para
conocer lo que pueda suceder con los humanos, ya que las diferencias existentes
entre la especificidad de sus diversos sistemas enzimaticos, asi como las barreras
protectoras propias de cada especie pueden modificar completamente el
fenédmeno t6xico.3*4

El debate acerca de los aspectos éticos de la experimentacion con animales es
cada vez mas intenso, sin embargo, los estudios de toxicidad, como requisito
previo a la realizacién de estudios clinicos en humanos para el registro de nuevos
farmacos, siguen siendo obligatorios en todos los paises y hasta el momento no
existen alternativas que los puedan sustituir.>*

En términos generales los estudios de toxicidad se deben realizar en dos
especies animales diferentes: roedores (rata o raton) y no roedores (perro, mono o
cerdo).®* Estos estudios buscan principalmente tres objetivos: 1) demostrar la
seguridad del farmaco bajo condiciones de uso similares a las que se ha destinado,
2) describir los signos y efectos asociados con su toxicidad y 3) determinar el
margen de seguridad.**

De manera particular, los estudios de toxicidad aguda son necesarios como la
evaluacion toxicolégica inicial en el desarrollo de un nuevo farmaco* y se pueden
definir como el analisis de los efectos adversos ocurridos después de la
administracion o0 exposicion de una sola dosis de alguna sustancia. La
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concentracion de la dosis comunmente es alta y el tiempo transcurrido de

presentacién de los signos en los animales debe ser menor a los 14 dias.***?
Estos estudios, se realizan con el fin de caracterizar los efectos biolégicos agudos
de un compuesto quimico; no soOlo su letalidad, sino también los Organos
principalmente afectados y los signos clinicos, de tal manera que los pacientes
intoxicados puedan ser diagnosticados y tratados de manera adecuada,*® ademas,
proporcionan informacion de utilidad para el disefio y seleccién de las dosis en
estudios de toxicidad mas prolongados.*® Se puede administrar el farmaco por

diversas vias (oral, endovenosa, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea o



dermal). La ruta que se escoge usualmente corresponde a la que se utilizara en la
clinica.*’ Las pruebas de toxicidad aguda también pueden ser convenientes para
evaluar la toxicidad que puede ser causada entre la interaccion entre 2 farmacos.*?

El nimero de animales requeridos para estas pruebas puede ser muy variable y
dependera del tipo de estudio, asi como la especie utilizada, la disponibilidad de la
misma, caracteristicas de crecimiento, alimentacion, facilidad de manejo, etc. Por
cuestiones bioéticas es deseable utilizar el minimo nidmero de animales posibles
para obtener la informacion requerida. En términos generales se considera que un
ndmero entre 2 y 6 animales puede ser adecuado para realizar estos estudios.*

Los estudios preclinicos de toxicidad, son necesarios y tienen gran importancia
en los programas de identificacién y eleccién de los farmacos a desarrollar®* por
tal razon, deben ser aplicados a todos los compuestos quimicos que presenten
algun interés de tipo biolégico.*

Con respecto a las Casiopeinas, se han realizados diversos estudios de
toxicidad. Hasta la fecha, la mayoria de los trabajos corresponden a especies
menores como ratas y ratones, en donde se ha evaluado hematotoxicidad,*®

3052 yltraestructurales™® y de

cardiotoxicidad,*® estudios anatomo-histopatolégicos,
toxicidad reproductiva,® sin embargo, con respecto a especies mayores, se ha

realizado s6lo un trabajo en perros.*



1.6. Estudios clinicos de los farmacos

Los estudios clinicos comienzan después de que se han generado suficientes
datos para justificar las pruebas del nuevo farmaco en humanos.*® Su principal
finalidad es confirmar las propiedades benéficas de los nuevos farmacos
observados a través de los estudios preclinicos en animales.”’ La realizacién de
estos estudios representan alrededor del 60-70% del tiempo y 30% del costo total
del desarrollo.**

Los estudios clinicos constan de las siguientes fases:

Fase |: Se empieza administrando dosis muy bajas a voluntarios. Los objetivos
consisten en evaluar la toxicidad y determinar la mejor via de administracion y los
limites posolégicos mas inocuos. Es también esencial la determinacion de la
absorcion, el metabolismo y la excrecién del nuevo farmaco. En esta fase se
estudian aproximadamente entre 20 y 100 personas y aproximadamente el 50%
de los compuestos probados se abandonan por toxicidad, por falta de eficacia o
por ambas.*® Tradicionalmente se estudian sélo voluntarios sanos, sin embargo, si
se trata del desarrollo de un farmaco muy toxico, (por ejemplo antineoplasicos), la
fase uno se realiza Unicamente con pacientes enfermos.*®

Fase Il: Comienza después de haber definido el intervalo de dosis tolerada.
Estos estudios se llevan a cabo en pacientes enfermos para los que se considera
que el nuevo farmaco pueda tener potencial benéfico. El objetivo principal es
presentar evidencias de que el farmaco presenta los efectos sugeridos por las
pruebas preclinicas. En estas pruebas también se investigan datos
farmacocinéticos, se relacionan las concentraciones plasmaticas con sus efectos,
y se definen interacciones farmacolégicas.>® El nimero de pacientes varia entre
100 y 200.38°7

Fase lll: Comprenden estudios clinicos en donde se incluyen a un numero
amplio de enfermos (250 a 1,000) y la poblacion regularmente es mas
heterogénea.® Estos estudios se destinan a determinar si el uso crénico
proporciona una relacion favorable riesgo-beneficio, y por otro lado establece la

utilidad del farmaco comparada con otras modalidades terapéuticas de eficacia



probada.>” Suponiendo que los estudios demuestran de forma satisfactoria que el
farmaco es inocuo y eficaz se podra aprobar para su distribucién y uso.*

Fase IV: Muchos de los efectos secundario inusuales, idiosincrasias y alergias
se pueden observar solamente tras el uso amplio por un gran numero de
pacientes. Aun cuando se tienen datos de miles de pacientes, pueden no
detectarse efectos adversos graves que ocurren con frecuencias de 1 en 5000 o
incluso menos. Debido a ello, algunos farmacos se someten a vigilancia, en la que
se reunen sisteméticamente datos de eficacia y toxicidad después de que el
farmaco se ha comercializado.3*>°

Cabe mencionar, que en la actualidad la sociedad espera compuestos cada vez
mas seguros y eficaces, lo que estad haciendo que el tiempo para el estudio de
estos nuevos farmacos vaya aumentando, calculdndose que el tiempo necesario
para que un compuesto pase del laboratorio de sintesis al mercado farmacéutico
sea de aproximadamente 15 afios.*® De igual forma se sabe que por cada 10,000
moléculas probadas solo 10 alcanzan la etapa de notificacion de medicamentos en
fase de investigacion clinica y es probable que de estas 10 moléculas sélo una se

convierta en un medicamento nuevo.®



2. JUSTIFICACION

Dado que las Casiopeinas lll-ia y ligly han demostrado importante actividad
antineoplasica, es necesario realizar estudios para conocer los efectos toxicos
agudos, que pueden producir estos farmacos, con el fin de contar con datos
clinico-patologicos suficientes para estimar los probables efectos adversos que
pudieran presentarse al ser utilizado en fases de experimentacion clinica en

medicina humana.

3. HIPOTESIS

Al administrar al perro dosis toxicas de las Casiopeinas lll-ia y ligly se induciran
dafios organicos que se podran identificar, a través de distintas pruebas

diagnésticas.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Estudiar los efectos téxicos agudos que pueden ser producidos por las

Casiopeinas lll-ia y ligly administradas en perros clinicamente sanos.

4.2. Objetivos especificos

- Evaluar alteraciones en parametros fisiolégicos.

- Evaluar componentes celulares sanguineos a través del hemograma.

- Evaluar integridad renal, hepatica y cambios electroliticos a través de
bioquimica sanguinea.

- Evaluar equilibrio acido-base.

- Evaluar cambios macroscopicos, microscopicos y ultraestructurales de los

organos afectados a través de necropsia, microscopias optica y electronica.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Seleccién de animales

Se seleccionaron 6 perros mestizos para Casiopeina lll-ia, 3 machos y 3
hembras, con edades entre 2 y 4 afios y peso entre 13.5 y 18 kg. Para Casiopeina
ligly se utilizaron 6 perros mestizos, 5 machos y 1 hembra, con edades entre 2y 5
afios y peso entre 14.5 y 21.5 kg. Para los controles se utilizaron 2 perros, hembra
y macho, con 2 afios de edad y peso de 13.2 y 17.2 kg. Todos los perros fueron
proporcionados por el area de investigacion y ensefianza quirdrgica de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma de
México (FMVZ-UNAM). A los animales se les realiz6 un examen clinico general de
acuerdo a lo descrito por Jones (1996),°* pruebas de laboratorio clinico
(hemograma, bioquimica sanguinea y urianalisis) y se mantuvieron en observacion

durante 48 h, esto para corroborar que eran clinicamente sanos.

5.2. Disefio experimental

5.2.1. Anestesia y conexion al fisiografo

La fase de investigacion se realizd previa revision y autorizacion del Subcomité
para la Investigacion y el Cuidado de Animales en Experimentacion (SICUAE).
La induccion anestésica se realiz6 con tiletamina-zolacepam (Zoletil®) a dosis de 4
mg/kg de peso endovenoso (EV); posteriormente se rasuraron las areas de las
venas cefalicas y arteria femoral. Se canalizdé la vena cefélica derecha y se
mantuvo con solucién isotdnica de NaCl al 0.9% a terapia de mantenimiento, 1.6
mL/kg/h. El tiempo transcurrido antes de la profundizacién anestésica fue de 10
min aproximadamente.

Los perros fueron anestesiados con pentobarbital sddico a dosis de 24 mg/kg de
peso EV, administrando la mitad del volumen en bolo y la otra mitad a efecto.
Posteriormente se introdujo una sonda endotragueal. El animal se colocd en

decubito dorsal, fijando los 4 miembros a la mesa y se realizaron las conexiones al



fisiografo. El tiempo transcurrido desde el inicio de la anestesia hasta la
administracion de las Casiopeinas fue de 30 min (aproximadamente), dentro de
los cuales 15 min fueron para estabilizacion anestésica y 15 min para mediciones

basales.

5.2.2. Administracién de Casiopeina y toma de muestras

Las Casiopeinas fueron sintetizadas por la QFB Ma. Elena Bravo y
proporcionadas por la Dra. Lena Ruiz Azuara de la Facultad de Quimica de la
UNAM. Se administraron las dosis letales 99 (DL99) del farmaco determinadas en
el estudio realizado por Leal (2006),°? que corresponden a 8 mg/kg y 10 mg/kg de
peso para Casiopeina lIgly y lll-ia respectivamente. Los mg correspondientes del
farmaco para cada perro se pesaron en una balanza analitica, posteriormente se
diluyeron en solucion dextrosa al 5% y se administraron EV en un volumen de 100
mL medidos con un buretrol. El tiempo de administraciéon fue de 30 min. El
volumen y tiempo de administracion, se establecié de acuerdo a estudios piloto
previamente realizados (los datos no se muestran). Se tomé una muestra basal
para equilibrio acido-base de la arteria femoral (jeringa de 1 mL heparinizada),
segundos antes de la administracion de la Casiopeina. Para Casiopeina lll-ia se
tomo una primera muestra sanguinea para hemograma (en tubos con EDTA) de la
vena cefalica y para equilibrio acido base de la arteria femoral, 10 min después de
terminada la administracion del farmaco. Posteriormente, tanto para Casiopeinas
lll-ia y ligly, se tomaron muestras para hemograma, bioquimica sanguinea (tubos
sin anticoagulante) y determinacion del equilibrio acido-base. Las muestras se
tomaron previo a la muerte y esto se determiné cuando la saturacion de oxigeno
era menor a 40% vy la frecuencia cardiaca menor a 50 latidos por minuto. Una vez
muerto el animal se realiz6 la necropsia dentro de los primeros 15 min.

Los perros controles se manejaron de la misma forma descrita que para los
perros problema, a diferencia de que a estos se les administr6 Unicamente

solucion dextrosa al 5% sin Casiopeina. Después de transcurridos los 30 min de la



administracion de dextrosa, se dejaron vivir por un tiempo de 60 min y
posteriormente se eutanasiaron con una sobredosis de pentobarbital sédico.

La anestesia, conexion al fisiografo y administraciéon de las Casiopeinas se
llevaron a cabo en el laboratorio de Farmacologia de la FMVZ-UNAM.

5.3. Procedimientos diagnosticos

5.3.1. Fisiografo

Se utilizé un fisiégrafo marca Digicare modelo Life Window 6000V (EUA). Las
determinaciones correspondieron a: frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
CO; espirado determinado a través de capnografia, presion arterial no invasiva,
saturacién de oxigeno (SO,) determinado por oximetria de pulso y medicion de

temperatura corporal.

5.3.2. Hemograma
El hemograma se realiz6 con técnicas manuales de rutina de acuerdo a lo
descrito por Tvedten y Weiss (2002).%®

5.3.3. Bioquimica sanguinea

El suero se obtuvo por centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min. El analisis se
realizd con un espectrofotdmetro semiautomatizado Cobas-Mira, Roche (Suiza).
Los analitos determinados fueron: glucosa, urea, creatinina, colesterol, bilirrubina
total, alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, fosfatasa alcalina,
creatina cinasa, proteinas totales, albumina, calcio, fésforo y amilasa. La
concentracion de cloro, potasio y sodio se determind con un analizador de
electrolitos marca Easy Lyte plus® (Massachussets, EUA). Los analitos que fueron
calculados son: globulinas, diferencia de iones fuertes, anion gap (acidos no
volétiles) y osmolalidad. Para el céalculo del anion gap se utiliz6 el bicarbonato

determinado a través del analisis de gases.



5.3.4. Urianalisis

Se realizé urianalisis de rutina de acuerdo a la técnica descrita por Barsanti et al.
(2002).%* El examen quimico se llevé a cabo con el uso de tiras reactivas de marca
Combur Test® Roche y se utilizé un lector de tiras reactivas marca Urilux®S Roche,
(Hungria).

Las muestras de hemograma, bioquimica sanguinea y urianalisis fueron
procesadas en el laboratorio de Patologia Clinica del Departamento de Patologia,
FMVZ-UNAM.

5.3.5. Determinacién del equilibrio acido-base

La muestras fueron colocadas y transportadas en un recipiente hermético con
agua y hielo analizdndose en un tiempo aproximado de 3 h después de la
coleccién. La determinacién se realizé con un gasémetro GEM Premier 3000° IL
(Italia) y los parametros evaluados fueron: pH, presion parcial de bioxido de
carbono (PCO,). bicarbonato (HCO3) exceso de base (EB), presion parcial de
oxigeno (PO,) y saturacion arterial de oxigeno (SO;). Las muestras se procesaron
en el laboratorio clinico de urgencias del Instituto Nacional de Cardiologia, “Dr.

Ignacio Chavez”.

5.3.6. Necropsia

La necropsia se realizé de acuerdo a la técnica descrita por Aluja y Constantino
(2002).°> Los 6rganos de donde se tomaron muestras corresponden a cerebro,
corazén, pulmén, higado, bazo y rifiones. Se eligieron estos 6rganos debido a que
en estudios anteriores habian mostrado alteraciones significativas. Los 6rganos
gue se pesaron corresponden a: pulmones, corazon, higado y bazo.
Los sitios especificos de toma de muestra que se determinaron para realizar una
evaluacion integral de los 6rganos son los siguientes:
- Cerebro: 1. Corteza, diencéfalo y ventriculo lateral, 2. Cerebelo, IV ventriculo y

puente.



- Corazon: 1. Pared del ventriculo y atrio derecho, 2. Pared del ventriculo y atrio
izquierdo.
- Pulmodn: 1. Parte central del I16bulo craneal izquierdo, 2. Parte central del |6bulo
caudal izquierdo, 3. Parte central de I6bulo craneal derecho, 4. Parte central del
I6bulo medio derecho y 5. Parte central del I6bulo caudal derecho.
- Higado: 1. Lobulo lateral izquierdo, 2. Lobulo medial izquierdo, 3. Lébulo lateral
derecho, 4. Lébulo medial derecho y 5. Lobulo cuadrado.
- Bazo: 1. Parte media.
- Rifiones: 1. Corteza y médula del izquierdo, 2. Corteza y médula del derecho.

La necropsia se realiz6 en la sala destinada para ese fin del Departamento de
Patologia de la FMVZ- UNAM.

5.3.7. Histopatologia

Se realiz6 evaluacion histopatolégica de los 6rganos mencionados, los cuales
permanecieron fijados con formalina al 10% por un lapso de 72 h y se procesaron
con la técnica de rutina de inclusién en parafina y tincion de H y E de acuerdo a lo
descrito por Banks (1996).°° Se realiz6 una evaluacién histopatolégica preliminar
en donde se definieron los 6rganos que podrian verse afectados por el farmaco,
asi como las lesiones en los mismos que se presentaban con mayor frecuencia.
Las lesiones y caracteristicas evaluadas fueron las siguientes. 1) edema
perivascular en encéfalo y cerebelo: determinado por las veces que cabe el
endotelio en el espacio resultado del edema. 2) congestion en encéfalo y cerebelo:
determinado por el porcentaje de eritrocitos dentro de los vasos sanguineos.
3)sobredistension vascular en pulmones: determinado por las veces que cabe la
capa media de las arterias en la sobredistension vascular. 4) edema pulmonar:
determinado por el porcentaje de espacios alveolares ocupados por edema.
5)congestion pulmonar: determinado por el porcentaje de eritrocitos en
comparacion con el resto de las células del parénquima. 6) separacion de fibras
miocardicas: determinado por el porcentaje del ventriculo con presencia de fibras

separadas. 7) material granular en miocardio: determinado por el porcentaje de



ventriculo con presencia de material granular. 8) fibras miocardicas
hipereosinofilicas: determinado por el porcentaje del ventriculo con presencia de
fibras hipereosinofilicas. 9) sobredistension vascular y linfangiectasia hepatica:
determinado por el porcentaje de higado afectado con la lesion. 10) congestién
hepatica: determinado por el porcentaje de eritrocitos en comparacion con los
hepatocitos.

Las muestras se procesaron y evaluaron en el Departamento de Patologia de la
FMVZ-UNAM.

5.3.8. Microscopia electronica

Para el estudio ultraestructural se tomaron muestras de: 1) pulmén, lobulo
caudal derecho y 2) miocardio, ventriculo izquierdo. Se eligieron estos érganos
debido a que en estudios piloto se determinG que estan estrechamente
relacionados con el proceso de muerte del animal.

Las muestras se tomaron durante la necropsia, aproximadamente 30 min
posteriores a la muerte del perro. Los tejidos se cortaron en fracciones entre 2y 3
mm? y se fijaron con glutaraldehido al 2.5% durante 6 h, posteriormente se
realizaron 5 lavados de 5 min cada uno con solucion amortiguadora de cacodilato
de sodio para retirar el exceso de glutaraldehido. La posfijacion se realiz6 con
tetradxido de Osmio al 1% durante 1h.

Después de 5 lavados con solucion amortiguadora de cacodilato de sodio, los
tejidos se deshidrataron con acetona a concentraciones crecientes diluidas con
agua destilada.

Las muestras se infiltraron primero en una mezcla de acetona y resinas epoxidas
a una relacion de 2:1 respectivamente durante 30 min y después con una relacion
de 1:1 durante 48 h. La inclusion se llevo a cabo en resina pura e incubando las
muestras de tejido en una estufa a 63°C durante 1 h, por dos ocasiones.
Posteriormente los fragmentos fueron depositados en capsulas, las cuales se
cubrieron con resina pura y se incubaron a 63°C durante 24 h. Se utilizé un

ultramicrotomo para obtener cortes entre 60 y 70 nm, los cuales se recogieron en



una rejilla y se contrastaron con uranilo y plomo. La observacion ultraestructural se
realizd con un microscopio electrénico de transmision modelo EM 900 (Alemania)
en la Unidad de Microscopia Electronica del Departamento de Patologia FMVZ-
UNAM.

5.4. Analisis estadistico

Para Casiopeina lll-ia, los resultados obtenidos de hemograma y equilibrio
acido-base, fueron analizados a través de una prueba para mediciones repetidas y
para bioquimica sanguinea se utilizé una t de Student para variables dependientes.
Los resultados de hemograma, bioguimica sanguinea y equilibrio acido-base de
Casiopeina llgly se analizaron con una prueba de t de Student para variables
dependientes. Los resultados de los parametros fisiologicos y el peso de los
organos se analizaron a través de una t de Student para variables independientes.

El andlisis de los datos para los hallazgos macroscoépicos y ultraestructurales se
realizd con estadistica no paramétrica utilizando la prueba exacta de Fisher para la
medicién de frecuencias. Para la evaluacion histopatologica se utilizo la prueba de
“U” de Mann-Whitney. En todos los resultados, el valor de P considerado con
diferencia estadistica significativa fue P<0.05. El analisis de todos los datos se

realizd con el programa estadistico SPSS version 10.0.



6. RESULTADOS

6.1. Casiopeina lll-ia

6.1.1. Signos clinicos y fisiografo

Los signos clinicos observados previo a la muerte de los perros correspondieron
a disnea mixta (inspiratoria y espiratoria), taquipnea, cianosis y salida de liquido
por la sonda endotraqueal.

Los resultados que presentaron diferencias significativas en el fisiografo (figura
1) indicaron bradicardia, la cual se hizo evidente desde los ultimos 15 min de vida,
disminuyendo hasta los dltimos 5 min. La presion arterial media disminuy6 los
ultimos 5 min de vida. La frecuencia respiratoria aumenté marcadamente después
de terminada la administracion del farmaco y posteriormente disminuyé en los
altimos 5 min. La saturacion de oxigeno se vio marcadamente disminuida los
altimos 5 min. EI CO, espirado presenté aumento con diferencia significativa los
primeros 5y 10 min de las mediciones basales, asi como los primeros 5 min de
administracion del farmaco y disminuyendo paulatinamente los udltimos 10 y 5 min
de vida. La temperatura corporal disminuyd progresivamente, sin embargo, no
hubo diferencias significativas en comparacion con el control. Posterior a la
administracion de la Casiopeina lll-ia, la muerte de los perros sucedi6 en
24.8+10.1 min.

6.1.2. Hemograma

En los resultados del hemograma (cuadro 2) se encontraron diferencias
significativas, aumentando el hematocrito, hemoglobina y cantidad de eritrocitos
en las diversas mediciones realizadas. Las diferencias se observaron en la
medicion basal contra la segunda medicién y la primera medicion con la segunda

medicion, no encontrando diferencias entre la basal y la primera medicion.



Figura 1. Efecto de la administraciéon EV de Casiopeina lll-ia sobre los parametros
fisioldgicos en perros.
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Los datos son presentados en media + DE. El asterisco indica diferencia significativa
(P<0.05). Perros problema n=6. Perros control n=2.
Cas = Casiopeina lll-ia

——' Mediciones basales
W Mediciones durante la administracion
=== Mediciones después de la administracion



Cuadro 2. Efecto de la administracion EV de Casiopeina lll-ia sobre los valores

del hemograma en perros.

Analito Basal Medicién 1 Medicién 2 P Valor de
referencia
Hematocrito 0.41+0.05% 0.44+0.09° 0.53+0.07%* | B-1 0.613 0.37-0.55
(L/L) B-2 0.039*
1-2 0.002*
Hemoglobina | 139.1+18.9% | 148.7+33.2"° | 178.1+23.6™ | B-1 0.610 120-180
(g/L) B-2 0.032*
1-2 0.003*
Eritrocitos 6.4+1.0° 7.0+1.6° 8.2+1.0% B-1 0.536 5.5-8.5
(X10™/L) B-2 0.037*
1-2 0.004*
VGM 65+3.2 63.4+2.8 64.2+3.7 B-1 0.454 60-77
(fL) B-2 0.700
1-2 0.429
CGMH 332.0+0.5 332.1+0.6 334.2+4.3 | B-1 0.689 320-360
(g/L) B-2 0.214
1-2 0.204
Plaquetas 294+104 305+173 277104 B-1 0.907 200-550
(X10°/L) B-2 0.818
1-2 0.390
Proteinas 66.1+3.0 66.1+6.7 67.245.9 B-1 1.000 60-75
totales (g/L) B-2 0.727
1-2 0.311
Leucocitos 12.7+2.0%° 7.8+1.5° 6.9+1.7° B-1 0.000* 6.0-17.0
(X10°/L) B-2 0.001*
1-2 0.259
Neutroéfilos 9.1+1.9% 5.8+1.3% 4.8+2.1° B-1 0.002* 3.0-11.5
(X10%/L) B-2 0.006*
1-2 0.169
Linfocitos 2.6£1.6 1.5+1.0 1.7+0.9 B-1 0.121 1.0-4.8
(X10°/L) B-2 0.81
1-2 0.508
Monocitos 0.4+0.2° 0.1+0.1° 0.1+0.2 B-1 0.050* 0.1-1.4
(X10%/L) B-2 0.163
1-2 0.411
Eosindfilos 0.1+0.1 0.3+0.2 0.1+0.1 B-1 0.135 0-0.9
(X10°/L) B-2 0.744
1-2 0.068

Los datos son presentados en media + DE. La misma letra en cualquiera de las tres

determinaciones de cada analito indica una diferencia significativa (P<0.05).

Medicion 1: La muestra se tom6 10 min después de la administracion del farmaco.
Medicion 2: La muestra se tomo previo a la muerte.

VGM: Volumen globular medio.
CGMH: Concentracion globular media de hemoglobina.




La cantidad de leucocitos y neutréfilos disminuyd, encontrando diferencias
significativas entre la medicion basal y la medicion 1, asi como la basal y la
medicion 2, no habiendo diferencias entre las mediciones 1 y 2. La cuenta de

monocitos disminuyd con diferencia significativa entre la basal y la medicion 1.

6.1.3. Bioguimica sanguinea
Los resultados de la bioguimica sanguinea indicaron incrementos significativos

en las bilirrubinas, el fésforo y el anion gap (cuadro 3).

6.1.4. Equilibrio 4cido-base

Los resultados de equilibrio acido-base muestran disminuciones significativas en
el pH, HCO’;, EB (exceso de base), PO, y SO, cuando se comparan las tres
mediciones. La PCO, disminuy6 Unicamente entre la basal y la medicion 1 (cuadro
4). Los resultados se interpretaron como acidosis metabdlica no compensada e

hipoxemia severa.

6.1.5. Hallazgos en la necropsia y peso de los érganos

Los hallazgos observados en la necropsia (cuadro 5) que presentaron
diferencias significativas se encontraron en aparato respiratorio y sistema linfoide.
En aparato respiratorio se aprecié en el interior de la trAquea y bronquios,
abundante liquido espumoso blanquecino secundario a edema pulmonar. Los
pulmones no estaban colapsados y tenian aspecto edematoso. En la superficie de
corte de todos los lébulos pulmonares se encontr6 material gelatinoso vy
transparente, el cual estaba rodeando a vasos sanguineos, esto indicativo de
edema perivascular (figura 2). En sistema linfoide, los perros control presentaron
congestién esplénica y esplenomegalia ya que el bazo estaba aumentado de
tamafo y en la superficie de corte rezumaba abundante cantidad de sangre. Con
respecto al peso de los érganos, (cuadro 6) Unicamente el porcentaje de peso de
los pulmones fue mayor en los perros problema que en los perros control con

diferencia estadistica significativa.



Cuadro 3. Efecto de la administracion EV de Casiopeina lll-ia sobre los valores de

la bioquimica sanguinea en perros.
Analito Basal Problema P Valor de
referencia

Glucosa (mmol/L) 5.2+0.8 58+1.4 0.426 3.88 — 6.88
Urea (mmol/L) 50£1.6 6.2+1.1 0.288 21-79
Creatinina (umol/L) 77.1+£9.2 81.9+19.7 0.601 60— 132
Colesterol (mmol/L) 55+£25 3.5+£0.7 0.730 2.85-7.76
Bilirrubina total (umol/L) | 2.7 £1.7 5.0 £ 2.4* 0.042 1.7-5.16
ALT (U/L) 35.5+£9.3 28.7+175 0.052 <70
AST (U/L) 40.6 £10.1 40.0£15.7 1.000 <55
Fosfatasa alcalina (U/L) 82.2 £60.0 41.7 £24.9 0.143 <189
Amilasa (U/L) 544.2 + 225.8 | 553.6 £ 151.4 0.966 <1110
Creatina cinasa  (U/L) 281.3 +154.9 | 233.8 + 149.7 0.450 <213
Proteinas totales (g/L) 62.3+2.9 64.0 £ 8.0 0.896 55-75
Albimina (g/L) 29.6 +4.6 29.0+6.2 0.380 29-40
Globulina (g/L) 32.7+4.6 35.0+2.9 0.247 23-39
Calcio (mmol/L) 2.5+0.08 2.6 £0.05 0.169 2.17-2.94
Fésforo mmol/L) 1.5+0.3 1.7+0.3* 0.005 0.80-1.80
Potasio (mmol/L) 4.8+0.4 5.0+0.2 0.156 3.8-54
Sodio (mmol/L) 1455+1.2 145.3+0.5 0.478 141 -152
Cloro (mmol/L) 113.7+1.9 113.6 £ 0.5 0.423 108 — 117
tBicarbonato (mmol/L) | 22.2+2.7 17.0+1.9* 0.001 17-25
Aniongap (mmol/L) 145+ 3.7 19.6 + 2.8* 0.002 12 -24
DIF (mmol/L) 31.8+1.7 316+1.1 1.000 30-40
Osmolalidad (mOsm/kg) 285.8+ 3.2 287.3+05 0.874 280-305
Triacilglicéridos (U/L) 0.8+0.3 0.6+0.1 0.295 0.6-1.2

Los datos son presentados en media + DE. El asterisco indica una diferencia significativa (P<0.05).
ALT: Alanina aminotransferasa

AST: Aspartato aminotransferasa

DIF: Diferencia de iones fuertes

t El valor del bicarbonato se obtuvo a partir de la gasometria.



Cuadro 4. Efecto de la administracion EV de Casiopeina lll-ia sobre los valores
del equilibrio &cido-base en perros.

Valor de
Analito Basal Medicién 1 Medicién 2 P referencia
pH 7.33+0.02%° | 7.27+0.04® 7.22+0.03* | B-1 0.012* 7.32-7.45
B-2 0.000*
1-2 0.014*
425+5.0% 35.4+3.8% 38.5+6.6 B-1 0.019* 26 - 46
PCO? B-2 0.142
mm/Hg 1-2 0.208
222+27%® 19.3+25% 17.0+1.9%® | B-1 0.004* 17-24
HCO; B-2 0.001*
mmol/L 1-2 0.006*
-41+1.9% 77+24% -88+26%F B-1 .003* -5.8-3.6
EB B-2 0.001*
mmol/L 1-2 0.032*
66.2 + 7.8% 53.4+83% 23.2+3.8%° | B-1 0.002* > 60
PO, B-2 0.000*
mm/Hg 1-2 0.000*
88.5+ 7.8% 77.5+8.7% 46.4+7.9%" | B-1 0.003* > 90
SO, B-2 0.000*
% 1-2 0.001*

Los datos son presentados en media + DE. La misma letra en cualquiera de las tres
determinaciones de cada analito indica una diferencia significativa (P<0.05).

Medicion 1: La muestra se tom6 10 min después de la administracion del farmaco.

Medicién 2: La muestra se toma previo a la muerte.




Cuadro 5. Hallazgos macroscépicos en la necropsia después de la administracion
EV de Casiopeina lll-ia en perros.

Observacién Control Problema P

Espuma en traquea’ 0/2 6/6* 0.036
Pulmones no colapsados’ 0/2 6/6* 0.036
Pulmones con aspecto edematoso’ 0/2 6/6* 0.036
Congestién pulmonar’ 0/2 6/6* 0.036
Edema perivascular en pulmones 0/2 6/6* 0.036
Intestino con serosa irregular 1/2 2/6 0.643
Pared intestinal engrosada 1/2 2/6 0.643
Presencia de parasitos (Dypilidium sp) 1/2 2/6 0.643
Ligera dilatacién del ventriculo derecho 1/2 2/6 0.643
Esplenomegalia* 2/2 0/6* 0.036
Congestién esplénica* 2/2 0/6* 0.036

Los resultados se muestran en frecuencias de presentacion. El asterisco indica diferencia
significativa (P<0.05).

Cuadro 6. Valores del peso de los 6rganos en la necropsia después de la
administracion EV de Casiopeina lll-ia en perros.

Organo Control % Problema % P
Pulmones 0.65 + 0.07 2.5+ 1.36* 0.034
Corazén 0.5%0.00 0.58+0.1 0.602
Higado 2.4 £0.00 3.45+1.17 0.117
Bazo 0.65 + 0.07 0.4+0.26 0.301

Los valores del peso de los 6rganos son presentados en porcentaje con base en el peso corporal
total de cada perro, obteniéndose la media + DE. El asterisco indica diferencia significativa
(P<0.05).



Figura 2. Hallazgos macroscopicos en la necropsia después de la administracion
EV de Casiopeina lll-ia en perros.

a) Pulmones no colapsados en cavidad tor4cica, b) Pulmones con aspecto edematoso,
¢) Abundante espuma blanca en el lumen traqueal, d) Superficie de corte de pulmén con material
gelatinoso y transparente alrededor de los vasos sanguineos (flechas).



6.1.6. Evaluacioén histopatolégica

En la evaluacién histopatologica (cuadro 7) se encontraron diferencias
significativas en cerebro, pulmones e higado. En cerebro se observd congestion,
ya que los vasos sanguineos se encontraban dilatados y repletos de eritrocitos.

En pulmones (figura 3), las arterias y arteriolas presentaban sobredistension
marcada, principalmente entre la media y la adventicia. Dentro del espacio
sobredistendido se observé edema en algunas arterias, ya que habia material
homogéneo ligeramente eosinofilico. Los espacios alveolares se encontraban
ocupados por material homogéneo ligeramente eosinofilico y en algunos casos
fibrilar, esto indicativo de edema pulmonar. También se observd congestion,
puesto que los septos alveolares estaban ligeramente engrosados y tenian
abundante cantidad de eritrocitos.

En higado los sinusoides hepaticos se encontraban repletos de eritrocitos
indicativo de congestion. Algunas de las arterias hepéticas presentaban desarreglo
y distension de la capas medias y adventicia; alrededor de las mismas se
apreciaban vasos linfaticos dilatados y con material homogéneo eosinofilico en su
interior (figura 3). En miocardio no se encontraron diferencias significativas. Otros
hallazgos histopatologicos de menor importancia y que no tienen relacién con el

farmaco se muestran en frecuencia de presentacion (cuadro 8).



Cuadro 7. Hallazgos histopatoldgicos después de la administracion EV de

Casiopeina lll-ia en perros.

Organo Lesion Control Problema P
Cerebro Edema perivascular 21+13 19+1.1 0.575
Congestién 63.0 + 27.3 81.1 + 25.2* | 0.001
Pulmones Sobredistensién vascular 0.8+0.8 6.1 +3.0* 0.001
Edema 3.0+05 36.4 + 23.8* | 0.001
Congestién 20.0+6.6 51.2 +24.1* | 0.001
Miocardio Separacion de fibras 55.0+7.0 63.3+19.6 | 0.733
ventriculo Material granular 100.0 £ 10.0 96.6 £8.1 0.564
izquierdo Fibras hipereosinofilicas 10.0 + 14.1 41.6 +14.7 | 0.064
Miocardio Separacion de fibras 95.0+7.0 66.6 £+ 28.0 | 0.175
ventriculo Material granular 100.0 £ 00 90.0 + 20 0.383
derecho Fibras hipereosinofilicas 00.0 + 0.00 4.0+22 0.086
Higado Sobredistension vascular y 43.0+10.5 55.0 £ 21.9* | 0.056
linfangiectasia
Congestién 24.9+15.2 38.1 +21.4* | 0.001

El asterisco indica una diferencia significativa (P<0.05).

Cuadro 8. Frecuencias de presentacion de otros hallazgos histopatoldgicos

después de la administracion EV de Casiopeina lll-ia en perros.

Observacioén Control Problema
Antracosis pulmonar 0/2 3/6
Degeneracion vacuolar de gota gruesa en higado 0/2 1/6
Degeneracion hidrépica hepatica 1/2 3/6
Congestion renal 0/2 3/6
Nefritis linfoplasmocitaria multifocal 0/2 1/6
Necrosis neuronal 0/2 1/6
Infiltrado perivascular de linfocitos en encéfalo 0/2 1/6
Hiperplasia linfoide 1/2 2/6
Congestion esplénica 2/2 0/6




Figura. 3 Fotomicrografias de los hallazgos histopatolégicos después de la
administracion EV de Casiopeina lll-ia en perros.

la pared arteriolar (400X) H y E, ¢) Espacios alveolares pulmonares con material ligeramente
eosinofilico homogéneo (edema) (100X) H y E, d) Arteria hepatica con desarreglo y distension de
la capa media, asi como vasos linfaticos distendidos y con material eosinofilico homogéneo en su
interior (100X) Hy E.



6.1.7. Evaluacion ultraestructural

En las secciones de miocardio (cuadro 9 y figura 4), las miofibrillas presentaron
areas con separacion y desarreglo, de moderada a severa multifocal, dejando
espacios electrolucidos. En los sarcémeros se observé pérdida en su organizacion
con desarreglo en las diferentes lineas y bandas, asi como disrupcion de las
proteinas contractiles, de leve a moderado multifocal. Las mitocondrias se
encontraban redondeadas, aumentadas de tamafio y en algunas de estas, las
crestas mitocondriales estaban desorganizadas y dilatadas, mientras que en otras,
se perdian parcial o totalmente, observandose en su interior material granular de
moderada electrodensidad, compatible con degeneracién mitocondrial (figura 5).

Otros hallazgos que se presentaron con menor frecuencia y de forma mas
discreta, corresponden a membrana nuclear irregular y discretamente identada,
asi como agregados discretos de heterocromatina plegada a la periferia del nucleo,
predominando la eucromatina en la mayoria de los casos. Algunas células
presentaban en los polos de los nucleos agregados semiredondos de material
homogéneo de moderada electrodensidad compatibles con lipofucsina. Se
revisaron otros componentes de las miofibrillas, asi como los discos intercalares
sin alteraciones ultraestructurales.

En las secciones de pulmén (figura 6) se evaluaron secciones de pared alveolar,
que incluyeron neumocitos tipo I, neumaocitos tipo Il y endotelio vascular, asi como
la barrera alvéolo capilar, sin apreciarse alteraciones ultraestructurales. En los
espacios alveolares se aprecié de forma aleatoria, material granular fino de

moderada electrodensidad compatible con edema intraalveolar.



Cuadro 9. Evaluacién ultraestructural de miocardio después de la administracion
EV de Casiopeina lll-ia en perros.

Observacién Control Problema P

Separacién de miofibrillas 0/2 6/6 0.036*
Desarreglo de sarcémeros 0/2 6/6 0.036*
Agrandamiento de mitocondrias 0/2 6/6 0.036*
Pérdida de crestas mitocondriales 0/2 6/6 0.036*
Material fino granular en alvéolos 0/2 6/6 0.036
Identaciones nucleares 1/2 3/6 0.786
Granulos de lipofuscina 1/2 3/6 0.786

Los resultados se muestran en frecuencia de presentacion. El asterisco indica una diferencia
significativa (P<0.05).

Figura. 4. Fotoultramicrografia de miofibrilla cardiaca después de Ila
administracion EV de Casiopeina lll-ia en perros.

Miofibrilla con nucleos identados (N), acimulos de lipofucsina (L), asi como zonas de separacion y
ruptura de sarcémeros, con alteraciones mitocondriales (6valo). Los discos intercalares (di) no
presentan cambios. Barra=2.5um.



Figura 5. Fotoultramicrografias de mitocondrias de fibras miocardicas después de
la administracion EV de Casiopeina lll-ia en perros.

o [ o B8 :f M 3 o ; ; Eilh > = o el £
a) Aumento de tamafio de las mitocondrias con desorganizacion y pérdida parcial de las crestas
mitocondriales. Barra=1.1ym. b) Ruptura de las mitocondrias y pérdida completa de las crestas
mitocondriales. Barra=2.5um.

Figura 6. Fotoultramicrografias de pulmon después de la administracion EV de
Casiopeina lll-ia en perros.

a) Neumocito tipo 1 (N), eritrocitos (E), leucocito (L), barrera alvéolo capilar (flecha), espacio
alveolar (A). Barra =.1.7um. b) Material granular fino de moderda electrodensidad interpretado
como edema (flecha), espacio alveolar (A) Barra=1.7 pm.



6.2. Casiopeina ligly

6.2.1. Signos clinicos y fisibgrafo

Los signos clinicos observados previos a la muerte de los perros
correspondieron a disnea mixta (inspiratoria y espiratoria) taquipnea, cianosis y
salida de liquido por la sonda endotraqueal.

Los resultados en el fisiografo (figura 7) indicaron en la frecuencia cardiaca
diferencias significativas en los min 10 y 15 de las mediciones basales y
posteriormente los ultimos 5 min de vida presentandose bradicardia severa. La
presion arterial media disminuyé significativamente a partir de los dltimos 5
minutos de la administracion del farmaco y los dltimos 5 min de vida. La frecuencia
respiratoria aumenté significativamente a partir de los 20 min de administrado el
farmaco, continuando en los 25 y 30 min, para posteriormente disminuir previo a la
muerte. La saturacion de oxigeno disminuyé significativamente los ultimos 5 min
de vida. El CO; espirado disminuy6 paulatinamente a partir de los min 25 y 30 de
la administracion, continuando hasta los ultimos 5 min de vida. No se encontraron
diferencias significativas en las mediciones de la temperatura corporal. Posterior a
la administracion de la Casiopeina lIgly, la muerte de los perros sucedi6é en 7.2 +

1.3 min.

6.2.2. Hemograma
En el hemograma (cuadro 10) no se encontraron diferencias significativas en

ninguna linea celular.



Figura 7. Efecto de la administracion EV de Casiopeina llgly sobre los parametros
fisioldégicos en perros.
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Cuadro 10. Efecto de la administraciéon EV de Casiopeina lIgly sobre los valores
del hemograma en perros.

Analito Basal Problema P Valores de
referencia
Hematocrito (L/L) 0.41 £0.04 0.48 £ 0.08 0.170 0.37 - 0.55
Hemoglobina  (g/L) 138.1 + 14.7 161.8 + 27 0.171 120 — 180
Eritrocitos (X 10™%/L) 6.5+0.7 7.8+13 0.170 55-85
VGM (fL) 63.7+£25 62.1+£29 0.303 60— 77
CGMH (g/L) 331.7£0.7 332+0.8 0.741 320 — 360
Plaguetas (X 109/L) 347 £144.5 285.3 £ 168 0.728 200 — 550
Proteinas totales(g/L) 68.7+5.3 67.6 +16.2 0.830 60— 75
Leucocitos (X 109/L) 13.1+3.5 10+5.2 0.155 6.0-17.0
Neutréfilos (X 109/L) 8416 8151 0.924 3.0-115
Linfocitos (X 109/L) 3.0£20 1.5+0.7 0.132 1.0-4.8
Monocitos (X 109/L) 04+£04 0.2+0.3 0.531 0.1-14
Eosindfilos (X 109/L) 1.1+0.9 0.30 £ 0.36 0.102 0-0.9

Los datos son presentados en media + DE. El asterisco indica diferencia estadistica significativa
(P<0.05).

VGM: Volumen globular medio.

CGMH: Concentracion globular media de hemoglobina.



6.2.3. Bioguimica sanguinea
En la bioguimica sanguinea (cuadro 11) se encontraron incrementos

significativos en los analitos de glucosa, bilirrubina, aspartato aminotransferasa y

anion gap.

6.2.4. Equilibrio acido-base
Los resultados de equilibrio &cido-base muestran disminuciones significativas en
el pH, HCO7;, EB, PO, y SO, (cuadro 12). Los resultados se interpretaron como

acidosis metabdlica no compensada e hipoxemia severa.

6.2.5. Hallazgos en la necropsia y peso de los érganos
Los hallazgos observados en la necropsia (cuadro 13 y figura 8) que presentaron
diferencias significativas se encontraron en aparato respiratorio y sistema linfoide.
En aparato respiratorio se aprecié en el interior de la trdquea y bronquios,
abundante liquido espumoso blanquecino secundario a edema pulmonar. Los
pulmones no estaban colapsados y tenian aspecto edematoso. En la superficie de
corte de todos los Iébulos pulmonares se encontr6 material gelatinoso y
transparente, el cual estaba rodeando a vasos sanguineos, esto indicativo de
edema perivascular. En sistema linfoide, los perros control tenian esplenomegalia
y congestion esplénica, ya que el bazo estaba aumentado de tamafio y en la
superficie de corte rezumaba abundante cantidad de sangre.

Con respecto al peso de los 6rganos (cuadro 14), el porcentaje de peso de los
pulmones, fue mayor con diferencia significativa, en los perros problema que en
los perros control, en contraste, el porcentaje de peso del bazo fue mayor en los

perros control que en los perros problema.



Cuadro 11. Efecto de la administracién EV de Casiopeina ligly sobre los valores

de la bioquimica sanguinea en perros.

Analito Basal Problema P Valores de
referencia
Glucosa (mmol/L) 42+1.1 7.9+ 15 0.008 3.88 — 6.88
Urea (mmol/L) 8.4+27 7.7+2.4 0.527 21-79
Creatinina (umol/L) 110.7 £21.2 1156 +22.4 | 0.241 60 — 132
Colesterol (mmol/L) 42+15 39+1.4 0.157 2.85-7.76
Bilirrubina total (umol/L) 28+1.4 4.3 £ 0.54* 0.034 1.7-5.16
ALT (U/L) 30.6 £ 10.7 35.6+14.1 0.137 <70
AST (UL 34.0+8.6 46.2 + 8.5* 0.002 <55
Fosfatasa alcalina (U/L) 54.0+54.8 38.0 £ 13.7 0.384 <189
Amilasa (U/L) 678.6 £217.1 | 739.2+382.2 | 0.430 <1110
Creatina cinasa (U/L) 211.3 + 88.8 190.4 +48.1 0.878 <213
Proteinas totales (g/L) 65.5+8.1 70.0+13.1 0.378 55-75
Albdimina (g/L) 25.6 +4.5 29.8+7.1 0.210 29 - 40
Globulina (g/L) 39.8+5.8 40.2+7.5 1.000 23 -39
Calcio (mmol/L) 24+0.2 27+0.2 0.203 2.17-2.94
Fosforo (mmol/L) 1.4+0.2 1.4+0.2 0.961 0.80-1.80
Potasio (mmol/L) 49+0.3 44+0.1 0.089 3.8-5.4
Sodio (mmol/L) 147.1+4.0 146.0+ 3.1 0.208 141 -152
Cloro (mmol/L) 116.8+4.9 116.0+4.1 0.763 108 — 117
tBicarbonato (mmol/L) 21.0+2.0 13.9+2.7* 0.001 17-25
Anion gap (mmol/L) 142+25 20.3 £ 2.3* 0.012 12 -24
DIF (mmol/L) 30.3+1.2 30.0+3.2 0.722 30 -40
Osmolalidad (mOsm/kg) 293.6+7.3 295.0+7.4 0.512 280-305
Triacilglicéridos (U/L) 0.6+0.3 0.5+0.3 0.450 06-1.2

Los datos son presentados en media + DE. El asterisco indica una diferencia significativa (P<0.05).

ALT: Alanina aminotransferasa.
AST: Aspartato aminotransferasa.
DIF: Diferencia de iones fuertes.
T El valor del bicarbonato se obtuvo a partir de la gasometria.




Cuadro 12. Efecto de la administracién EV de Casiopeina ligly sobre los valores

del equilibrio acido-base en perros.

Valores de
Analito Basal Problema P referencia
pH 7.38 + 0.06 7.23+£0.06 0.014 7.32-7.45
PCO? mm/Hg 32.8+3.4 34.5 +10.3 0.729 26 - 46
HCO’3s mmol/L 21.0+2.0 13.9+2.7 0.001 17 - 24
EB mmol/L 4.2+272 -11.4+ 45 0.011 -5.8-3.6
PO, mm/Hg 71.0+10.9 28.5+12.9 0.001 > 60
SO, % 91.4+4.2 41.1+223 0.003 > 90

Los datos son presentados en media + DE. El asterisco indica diferencia significativa (P<0.05).

Cuadro 13. Hallazgos macroscopicos en
administracion EV de Casiopeina ligly en perros.

la necropsia después de

Observacién Control Problema P

Espuma en traguea 0/2 6/6* 0.036
Pulmones no colapsados 0/2 6/6* 0.036
Pulmones con aspecto edematoso 0/2 6/6* 0.036
Congestién pulmonar 0/2 6/6* 0.036
Edema perivascular en pulmones 0/2 6/6* 0.036
Intestino con serosa irregular 1/2 3/6 0.786
Pared intestinal engrosada 1/2 3/6 0.786
Presencia de parésitos (Dypilidium sp) 1/2 2/6 0.643
Ligera dilatacion del ventriculo derecho 1/2 1/6 0.464
Nefritis intersticial 1/2 2/6 0.643
Esplenomegalia 2/2 0/6* 0.036
Congestién esplénica 2/2 0/6* 0.036

Los resultados se muestran en frecuencias de presentacion. El asterisco indica diferencia

significativa (P<0.05).

Cuadro 14. Valores del peso de los 6rganos en la necropsia después de la
administracion EV de Casiopeina llgly en perros.

Organo Control Problema P
Pulmones 0.65 + 0.07 1.8 + 0.24* 0.001
Corazén 0.5+£0.0 0.6 £ 0.33 0.575
Higado 24+£0.0 35+13 0.319
Bazo 0.65 + 0.07 0.3+0.01* 0.034

Los valores del peso de los 6rganos son presentados en porcentaje con base en el peso corporal
total de cada perro, obteniéndose la media + DE. El asterisco indica una diferencia significativa

(P<0.05).



Figura 8. Hallazgos macroscoépicos en la necropsia después de la administracion
EV de Casiopeina ligly en perros.

a) Pulmones no colapsados en cavidad toracica, b) Pulmones con aspecto edematoso,
¢) Abundante espuma blanca en el lumen traqueal, d) Superficie de corte de pulmoén con material
gelatinoso y transparente alrededor de los vasos sanguineos (flechas).



6.2.6. Evaluacion histopatolbgica

Se encontraron diferencias significativas en cerebro, pulmones, miocardio e
higado (cuadro 15). En cerebro, se encontré6 congestion, ya que los vasos
sanguineos se encontraban dilatados y repletos de eritrocitos. En pulmones (figura
9), la mayoria de las arterias y arteriolas presentaban sobredistensiéon marcada,
principalmente entre la media y la adventicia. Dentro del espacio sobredistendido
se observdO edema en algunas arterias, ya que habia material homogéneo
ligeramente eosinofilico. Los espacios alveolares se encontraban ocupados por
material homogéneo ligeramente eosinofilico y en algunos casos fibrilar, esto
indicativo de edema pulmonar. También se observé congestidén, puesto que, los
septos alveolares estaban ligeramente engrosados y tenian abundante cantidad
de eritrocitos. En higado los sinusoides hepéticos se encontraban repletos de
eritrocitos, lo cual se interpreta como congestion. Las arterias hepaticas
presentaban desarreglo y distensién de la capa media y adventicia; alrededor de
las mismas se apreciaban vasos linfaticos dilatados y con presencia de material
homogéneo eosinofilico en su interior sugerente de incremento en la presién
hidrostatica vascular en dicho érgano (figura 9). En el miocardio del ventriculo
derecho se apreciaron fibras cardiacas hipereosinofilicas, sin embargo, no se
encontré significancia clinica.
Otros hallazgos histopatolégicos de menor importancia y que no tienen relacién

con el farmaco se muestran en frecuencia de presentacion (cuadro 16).



Cuadro 15. Hallazgos histopatoldgicos después de la administracion EV de
Casiopeina ligly en perros.

Organo Lesion Control Problema P
Cerebro Edema perivascular 21+1.3 29+1.6 0.077
Congestién 63.0 + 27.3 80.0+21.* | 0.004
Pulmones Sobredistension vascular 0.8+0.8 5.7+ 3.6* 0.000
Edema 3.0£05 34.5+24.7* | 0.000
Congestién 20.0+6.6 38.6 + 20.1* | 0.000
Miocardio Separacion de fibras 55.0+£7.0 70.0+£28.2 | 0.497
ventriculo Material granular 100 +£10 96.6 £5.1 0.378
izquierdo Fibras hipereosinofilicas 10.0+14.1 15.0+54 | 0.584
Miocardio Separacion de fibras 95.0+£7.0 70.0+29.6 | 0.387
ventriculo Material granular 100.0 + 0.00 90.0+154 | 0.248
derecho Fibras hipereosinofilicas 0.0 +0.0 41.6 +21.3* | 0.043
Higado Sobredistension vascular 43.0+10.5 55.0 £ 14.0* | 0.016
y linfangiectasia
Congestién 24.9+15.2 38.2+17.7* | 0.000

El asterisco indica una diferencia significativa (P<0.05).

Cuadro 16. Frecuencias de presentacion de otros hallazgos histopatolégicos
después de la administracién EV de Casiopeina ligly en perros.

Observacién Control Problema
Degeneracion hidrépica hepatica 1/2 2/6
Congestion renal 0/2 1/6
Nefritis linfoplasmocitaria multifocal 0/2 2/6
Hiperplasia linfocitica 1/2 3/6




Figura 9. Fotomicrografias de los hallazgos histopatolégicos después de la
administracion EV de Casiopeina ligly en perros.

a) Pulmén con sobredistension de la pared arterial (40X) H y E, b) Pulmén con sobredistension de
la pared arteriolar (400X) H y E, c) Espacios alveolares pulmonares con material eosinofilico
homogéneo (edema) (100X) H y E, d) Arteria hepatica con desarreglo y distension de la capa

media, asi como vasos linfaticos distendidos y con material eosinofilico homogéneo en su interior
(100X) Hy E.



6.2.7. Evaluacion ultraestructural

En las secciones de miocardio (cuadro 17), las miofibrillas presentaron areas
con separacion y desarreglo, de moderada a severa multifocal, dejando espacios
electroltcidos (figura 10). En los sarcOmeros se observé pérdida en su
organizacion con desarreglo en las diferentes lineas y bandas, asi como
disrupcién de las proteinas contractiles, de leve a moderado multifocal. Las
mitocondrias se encontraban redondeadas, aumentadas de tamafo, con crestas
mitocondriales desorganizadas, dilatadas y con pérdida parcial o total de las
mismas.

Otros hallazgos menos importantes que se presentaron corresponden a
membrana nuclear irregular y discretamente identada, asi como agregados
discretos de heterocromatina plegada a la periferia del ndcleo. Algunas células
presentaban en los polos de los nucleos agregados semiredondos de material
homogéneo de moderada electrodensidad compatibles con lipofucsina. Se
revisaron otros componentes de las miofibrillas, asi como los discos intercalares
sin observarse alteraciones ultraestructurales.

En las secciones de pulmon se evaluaron paredes alveolares, que incluyeron
neumocitos tipo I, neumocitos tipo Il y endotelio vascular, asi como la barrera
alvéolo capilar, sin apreciarse alteraciones ultraestructurales (Figura 11). En los
espacios alveolares se aprecié de forma aleatoria, material granular fino de

moderada electrodensidad compatible con edema intraalveolar.



Cuadro 17. Evaluacion ultraestructural de miocardio después de la administracion
EV de Casiopeina ligly en perros.

Observacién Control Problema P

Separacién de miofibrillas 0/2 6/6 0.036*
Desarreglo de sarcémeros 0/2 6/6 0.036*
Agrandamiento de mitocondrias 0/2 6/6 0.036*
Pérdida de crestas mitocondriales 0/2 6/6 0.036*
Material fino granular en alvéolos 0/2 6/6 0.036*
Identaciones nucleares 1/2 3/6 0.786
Gréanulos de lipofuscina 1/2 2/6 0.643

Los resultados se muestran en frecuencias de presentacion. El asterisco indica una diferencia
estadisticamente significativa (P<0.05).

Figura 10. Fotoultramicrografia de miofibrila cardiaca después de la
administracion EV de Casiopeina ligly en perros.

Desarreglo de sarcémeros con aumento de tamafio de las mitocondrias, asi como pérdida de las
crestas mitocondriales (flecha). Barra=1.1um.



Figura 11. Fotoultramicrografia de pulmén después de la administracion EV de
Casiopeina ligly en perros.

Barrera alvéolo capilar (flechas blancas), neumaocitos tipo 1 (N), eritrocitos (E), espacio alveolar (A)
y material granular fino de moderada electrodensidad interpretado como edema (flechas negras).
Barra=1.7pym.



7. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el transcurso de nuestro estudio, arrojan
informacion importante con la cual se puede determinar la causa de muerte de los
animales tratados con ambas Casiopeinas. Los hallazgos entre un farmaco y otro
son muy similares, por lo cual se discutirdn como uno mismo, haciendo mencion
en donde existan diferencias relevantes.

Uno de los hallazgos mas contundentes que se pudo detectar a través de la
observacion de los signos clinicos, los hallazgos en la necropsia, las evaluaciones
histopatoldgica y ultraestructural corresponde a edema pulmonar, por lo cual la
discusion se enfocara principalmente en este punto.

El edema pulmonar se define como un incremento en la cantidad de liquido
extravascular el cual se acumula en el espacio intersticial y alveolar de los
pulmones.®”®® Como en otras partes del cuerpo, el movimiento y distribucién de
los liquidos estan regulados por el equilibrio de las presiones hidrostatica y
coloidosmoética de la sangre y del espacio intersticial, asi como de la
permeabilidad vascular.?®’ El proceso de formacién de edema pulmonar se inicia
con el aumento anormal de agua y solutos del plasma al espacio intersticial,
extravasados de los capilares.”* Si la cantidad de liquido que se pierde de los
capilares pulmonares rebasa la capacidad de resorcion de las vénulas, el exceso
es drenado por los vasos linfaticos.®®’#”® Cuando se excede la capacidad de
drenaje de los vasos linfaticos se inicia la acumulaciéon anormal de liquido en los
pulmones constituyendo la fase inicial del edema. El sitio en donde primero se
acumula el liquido es en el tejido conectivo laxo que rodea a los bronquios y a los
vasos de mayor calibre.?® A continuacién el liquido se filtra distendiendo el tejido
adyacente a los capilares pulmonares. Posterior a esta etapa, inicia el fluido de
liquido hacia la luz de los alvéolos en forma abrupta y progresiva.®®®

Fisiopatologicamente existen principalmente dos clasificaciones que explican la
formacién del edema pulmonar: 1) de origen cardiogénico; caracterizado por
incremento en la presion hidrostatica y 2) no cardiogénico; caracterizado por

aumento en la permeabilidad vascular.”



El edema pulmonar cardiogénico es la causa mas comun de todos los edemas
pulmonares y se presenta por incremento en la presiéon capilar pulmonar debido a

insuficiencia cardiaca izquierda.”™"® El

incremento en la presion hidrostéatica
ocasiona aumento en la extravasacion de liquido, el cual finalmente supera a la
capacidad del flujo linfatico para removerlo.”® Como sucedié en nuestro estudio, el
liquido puede distender la mayor parte del intersticio pulmonar y posteriormente
llenar por completo los espacios alveolares.®® "

El edema no cardiogénico se presenta por incremento en la permeabilidad del
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endotelio y esta relacionado con lesion directa a la barrera alvéolo-capilar,
se puede dar por muchas causas dentro de las cuales encontramos el sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica, que puede ser producido por sepsis,
pancreatitis, neoplasia metastasica, trauma tisular severo, enfermedades
inmunomediadas y enfermedades asociadas con vasculitis sistémicas.®®’® Otra

78,80

condicion importante es el sindrome de distres respiratorio agudo, el cual se

presenta como consecuencia final de un conjunto de enfermedades dentro de las
cuales, las mas comunes son septicemia y neumonia bacteriana.®®%748 E|
resultado final es la extravasacion de liquido y pérdida de proteinas, inicialmente
en el espacio intersticial y en casos mas severos en el interior de los alvéolos.®"°

Dado que el objetivo de este trabajo es determinar la causa de muerte y conocer
los probables mecanismos implicados en esta, es preciso tratar de definir con
base en las diferentes evaluaciones realizadas, lo que probablemente ocasion¢ el
edema pulmonar en los perros de este estudio.

Uno de los hallazgos importantes que nos puede ayudar a discernir entre las dos
formas de edema pulmonar en nuestro estudio, corresponde a la lesion
ultraestructural encontrada en miocardio, relacionada con separacion y desarreglo
de miofibrillas y sarcémeros, asi como hinchamiento severo de mitocondrias con
pérdida de crestas mitocondriales. Estas lesiones podrian ser provocadas por
diversos mecanismos, en donde pueden jugar un papel importante las
Casiopeinas. Se ha descrito el efecto toxico de las Casiopeinas lll-ia y ligly sobre

mitocondrias aisladas.®* En dicho estudio los resultados muestran que estos



farmacos afectan la respiracion mitocondrial de dos formas: 1) inhibiendo
marcadamente a la enzima 2-oxoglutarato deshidrogenasa (2-OGDH) y 2)
produciendo la apertura de canales de K* que a su vez provoca hinchamiento
mitocondrial marcado. Una captacién masiva de K* a través de estos canales
puede inducir colapso del potencial de membrana e inhibicidon de la fosforilacion
oxidativa. Por otro lado, se ha estudiado también el efecto cardiotoxico de las
Casiopeinas sobre corazones aislados de ratas.* Los resultados de este estudio,
sugieren que estos farmacos inhiben al complejo enzimético piruvato
deshidrogenasa (PDH), a la 2-OGDH, asi como a la enzima creatina cinasa, por lo
tanto se afecta la fosforilacién oxidativa, la sintesis de ATP y la transferencia de
ATP hacia la miofibrilla. Otro mecanismo propuesto de lesion celular inducido por
las Casiopeinas incluye la formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO),
producto de reacciones de oxido-reduccién que sufre el cobre contenido en el
farmaco.®*® El dafio producido por las ERO pueden modificar el potencial de
membrana mitocondrial con cambios subsecuentes en la permeabilidad y por lo
tanto, liberacién de factores apoptogénicos.*® Aunado a esto, los perros en nuestro
estudio, cursan en las ultimas etapas de vida con hipoxemia severa y por lo tanto
hipoxia tisular, lo cual pudo contribuir a la lesién mitocondrial. El hinchamiento de
la mitocondria por falta de oxigeno es un lesion comuan, especialmente en células
de corazén y otros 6rganos con alto metabolismo.”* La ausencia de oxigeno
suprime también la fosforilacion oxidativa y esta interrupcion produce rapidamente
dafio estructural en las crestas mitocondriales,’%*® hallazgo que se observé
ultraestructuralmente en nuestro estudio. También se sabe que las células de
miocardio utilizan cerca del 100% del oxigeno que pasa a través de los capilares,
esta alta demanda de oxigeno hace que el miocardio sea particularmente
susceptible a condiciones hipéxicas.® Cambios ultraestructurales en miofibrillas
cardiacas similares a los observados en nuestro estudio, se han descrito en

hipoxia aguda producida por infartos miocardicos en humanos.®*



Como hemos visto, las Casiopeinas podrian interactuar con las mitocondrias
cardiacas induciendo una variedad de efectos directos o indirectos, sobre
diferentes sitios y por diversos mecanismos de accion, los cuales culminan en la
inhibicién de la fosforilacién oxidativa, asi como disminucién en la sintesis y
utilizacion del ATP.

Debido a la gran cantidad de trabajo realizado por el corazon, el ATP tiene una
funcién central como fuente de energia para la contraccion.®® Las escasas
reservas energéticas del corazon hacen necesario que la produccion de ATP sea
muy répida y constante.”? En cada latido se consumen hasta el 5% del ATP y del
creatin fosfato totales. Estos procesos necesitan un aporte continuo de oxigeno,
ya que la glucdlisis anaerdbica sélo asegura del 5 al 7% de las necesidades
energéticas normales mediante el metabolismo de piruvato a lactato.®*

Una de las funciones mas importante del ATP en la fisiologia cardiaca
corresponden a su participacion en la contraccion muscular, la cual se produce por
el deslizamiento de los filamentos de miosina sobre los de actina. Durante esta
interaccién la cabeza de miosina hidroliza ATP. La hidrélisis del ATP y la
disociacion de los productos fuertemente unidos (ADP y Pi) producen una serie
ordenada de cambios en la conformacion de la miosina que da lugar a la
contraccién muscular.*®®

Se ha explicado por una parte, como las Casiopeinas podrian afectar la funcién
mitocondrial miocardica inhibiendo la fosforilacion oxidativa, disminuyendo la
sintesis y utilizacion de ATP, lesionando sus componentes estructurales por la
probable produccién de ERO y como la hipoxia tisular pudo contribuir al dafio
mitocondrial.

Por otro lado se ha expuesto la importancia de un adecuado aporte de oxigeno
tisular al miocardio, el papel del ATP como fuente de energia imprescindible para
la contraccion muscular cardiaca, asi como la sensibilidad particular del corazén a

estos dos factores.



Con esta informacion podemos inferir que en nuestro estudio, las alteraciones
producidas por las Casiopeinas en el metabolismo energético, podrian afectar
primordialmente al miocardio, causando disminucion en la contractibilidad del

4985 y por ende, insuficiencia cardiaca.®®

mismo, disminucion en el gasto cardiaco

En nuestro estudio, por lo tanto, el edema pulmonar pudo estar causado por una
insuficiencia cardiaca aguda. En este caso, las elevadas presiones sistolicas en el
ventriculo y atrio izquierdo, se transmiten hasta las venas y los capilares
pulmonares; cuando la presion hidrostatica pulmonar supera los 25 mmHg de
forma aguda, sucede la trasudacion de liquido al intersticio pulmonar y espacios

584 como se explic anteriormente para el caso de edema pulmonar

alveolares,
cardiogénico. En nuestro estudio un mecanismo adicional que pudo agravar aun
mas el edema pulmonar esta relacionado con la vasoconstriccibn pulmonar e
hipertensién venosa producida por la hipoxemia.?’

A pesar de que en los hallazgos ultraestructurales de pulmén no se encontraron
alteraciones que puedan sugerir destruccién de los componentes del epitelio
alveolar, no se puede descartar del todo lesién vascular e incremento en la
permeabilidad endotelial, dado que no se evaluaron vasos sanguineos de mayor
calibre, ni se realizaron pruebas hemodindmicas mas especificas, como la
medicién de presiones sanguineas en la arteria pulmonar o atrio izquierdo, con lo
cual se podria confirmar con seguridad si el edema pulmonar es cardiogénico o no
cardiogénico.

Los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de los parametros fisiolégicos,
asi como los signos clinicos observados en los animales previo a la muerte, son
complicaciones secundarias al edema pulmonar severo y agudo.

Uno de los hallazgos mas evidentes que se identificoO a través de oximetria de
pulso y gasometria corresponde a la hipoxemia severa, la cual es una
complicacién frecuentemente acompafiada con disnea y taquipnea.?’® La
hipoxemia puede desarrollarse en un animal por 5 razones: 1) baja concentracion
de oxigeno inspirado, 2) hipoventilacion, 3) desviaciones sanguineas cardiacas

(derecha-izquierda), 4) alteraciones en la relacion ventilacién perfusion (V/Q) y 5)



inadecuada difusion de gases.®® En este trabajo las causas que pueden estar
involucradas corresponden a: 1) alteraciones en la relacién V/Q, dado que en este
caso disminuyen las areas del pulmén ventiladas, ya que los espacios alveolares
se encuentran ocupados por liquido, por lo tanto, pueden haber areas del pulmén
que estén adecuadamente prefundidas, sin embargo, la ventilacion alveolar se ve
comprometida y 2) inadecuada difusion de gases sanguineos, debido a que el
liquido en el interior de los alvéolos dificulta la capacidad del oxigeno para
difundirse por la barrera alvéolo-capilar hacia los eritrocitos y asi permitir el
intercambio gaseoso. #9901

La disnea se puede definir como un grado inapropiado de esfuerzo respiratorio,
basado en la valoracién de la frecuencia, ritmo y caracter de la respiracién.®®% En
este estudio se presentaron disneas inspiratoria y espiratoria, con patrén restrictivo,
lo cual es secundario a la dificultad de los pulmones para expanderse.®

La taquipnea marcada presentada por los perros es a su vez una respuesta
compensatoria inducida por la hipoxemia, asi como por la acidosis metabdlica.*
Esto se explica debido a que la finalidad de la respiracion, es mantener
concentraciones adecuadas de oxigeno, dioxido de carbono e hidrogeniones en
los tejidos, por lo tanto, la actividad respiratoria dependera mucho de las
variaciones de cada uno de estos factores.”?®° En este caso, el oxigeno no tiene
un efecto directo significativo sobre el centro respiratorio del encéfalo en el control
de la respiracion, ya que actia casi exclusivamente a través de quimiorreceptores
periféricos situados en los cuerpos carotideos y aérticos.”® El resultado final de
dicho estimulo, es el incremento en la frecuencia respiratoria y por lo tanto, de la
ventilacién alveolar, lo cual puede mejorar la oxigenacién tisular.”#9%%4

La cianosis en mucosa oral y lengua, observada previo a la muerte de los
animales es un reflejo clinico de la hipoxemia marcada por la cual estaban
cursando. La cianosis se define como la coloracién azulada de la piel o mucosas
debida a cantidades excesivas de hemoglobina no saturada (o reducida) en la
sangre capilar.”>®* La cianosis puede ser central o periférica. En este estudio se

presentd cianosis central como resultado de la desaturacion de la Hb arterial



sistémica, en estos casos se afectan todos los tejidos del cuerpo pero puede
detectarse principalmente a nivel de mucosas y lengua.®*®
La bradipnea e hipotension arterial son la consecuencia final del choque

cardiogénico®?’

resultado de la probable accién conjunta del farmaco con el
escaso aporte de oxigeno a dicho 6rgano.

Los resultados del peso de los 6rganos y los hallazgos macroscépicos durante la
necropsia, indicaron que el aparato respiratorio fue el mayormente afectado,
confirmandose el edema pulmonar. Un hallazgo relevante en este estudio,
correspondio a la lesién encontrada en la superficie de corte de todos los I6bulos
pulmonares, relacionada con el material transparente alrededor de los vasos
sanguineos, el cual se hizo evidente a través de la evaluacidén histopatolégica
presentdndose como sobredistension vascular. A pesar de que este hallazgo no
esta claramente descrito en la literatura, sugerimos que puede indicar un
incremento importante en la presion hidrostatica en casos de edema pulmonar de
tipo cardiogénico. Los perros control presentaron esplenomegalia y congestion
esplénica grave, lo cual no se hizo evidente en los perros problema. Este hallazgo
puede explicarse debido a que los perros control estuvieron mucho mas tiempo
anestesiados (1 h después de la administracién de la dextrosa), y por otro lado, se
les administrd sobredosis de pentobarbital sédico para llevar a cabo la eutanasia.

Aunque en el transcurso de la discusion, se le ha dado mayor importancia a la
insuficiencia cardiaca aguda del ventriculo izquierdo debido al edema pulmonar
presentado por los animales, cabe la pena mencionar que los hallazgos
histopatoldgicos congestivos observados en otros 6rganos y particularmente las
alteraciones en higado, pueden sugerirnos también insuficiencia cardiaca
congestiva derecha.?®®’ La razén por la cual aparentemente se ve més afectado el
ventriculo izquierdo, puede estar relacionado con la mayor demanda de ATP y
oxigeno del mismo, debido a las altas presiones sanguineas a las que trabaja.

En los resultados del equilibrio &cido base se encontrd acidosis metabdlica por
ganancia de acidos, que en union con la hipoxemia severa, se puede inferir que

corresponde a una acidosis lactica.”® La acidosis lactica se puede dividir en dos



categorias: 1) hipéxica y 2) no hipéxica.®® En la acidosis lactica hipéxica la funcién
de las mitocondrias es normal, pero el suministro de oxigeno a los tejidos es
inadecuado. En la acidosis lactica no hipéxica hay un suministro adecuado a los
tejidos pero la funcidon oxidante de las mitocondrias es deficiente, particularmente
en perros se sospecha que esto se puede producir por deficiencia de la enzima
piruvato deshidrogenasa.’® En nuestro estudio la acidosis lactica puede responder
a ambos tipos, ya que por un lado las Casiopeinas pueden afectar la funcién
mitocondrial y por lo tanto la fosforilacién oxidativa y por otro, los perros cursan
con una hipoxemia severa previo a la muerte. Aunado a esto, el choque
cardiogénico provoca disminucion de la perfusion de diferentes érganos y tejidos.
El resultado de estos mecanismos es la acumulacion de lactato y acido piravico,
produciéndose la acidosis lactica secundaria al metabolismo anaerébico.?%%

En el hemograma, hubo diferencias entre Casiopeina lll-ia y Casiopeina ligly. En
Casiopeina lll-ia, se observaron aumentos significativos en la linea roja, los cuales

9 secundario a bradicardia e

son resultado de estasis venosa y congestion,®
hipotension severa, debido a que en la Ultima toma de muestra el animal estaba
proximo a paro cardiorrespiratorio. En el leucograma se apreciaron disminuciones
significativas en la cantidad de leucocitos, particularmente neutréfilos, esto puede
ser debido al movimiento transitorio de los neutréfilos del conjunto circulante al
conjunto marginal (pseudoneutropenia), lo cual puede ocurrir cuando hay mayor
expresion de moléculas de adhesidon en las membranas plasmaticas de los
neutréfilos y de las células endoteliales o cuando la sangre fluye muy
lentamente.'®%* En el caso de Casiopeina ligly, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en ninguna linea celular, esto probablemente se
atribuye a que la muerte sucede de forma mas rapida.

En la bioquimica sanguinea para ambas Casiopeinas, ninguno de los cambios
gue presentaron diferencias estadisticas significativas tiene relevancia, puesto que
en la mayoria (con excepcion de la glucosa para Casiopeina ligly) se encuentra

dentro de valores de referencia y por otro lado no tienen relacion con la



administracion del farmaco. La hiperglucemia observada se asocia a la solucién
dextrosa administrada junto con el farmaco.

Por dltimo, cabe la pena mencionar que los perros a los cuales se les administro
Casiopeina llgly, murieron en menor tiempo después de terminada la infusién (7.2
min promedio) que los perros a los cuales se les administré Casiopeina lll-ia (24.8
min promedio), por otro lado las dosis letales de ambos farmacos son diferentes,
siendo menor para el primero (8 mg/kg) que para el segundo (10 mg/kg), por lo
tanto, Casiopeina ligly resultd ser mas toxica que Casiopeina lll-ia, a pesar de
esto, el mecanismo toxicolégico de acuerdo a los resultados obtenidos en nuestro

estudio es similar.



8. CONCLUSIONES

- Los hallazgos mas importantes correspondieron a: disnea, taquipnea, cianosis,
edema pulmonar, congestiobn hepatica, lesibn en miofibrillas y mitocondrias
miocardicas, acidosis metabdlica por ganancia de acidos, aumento y disminucion

en la cantidad de eritrocitos y leucocitos respectivamente.

- Con respecto al mecanismo de accion, las Casiopeinas lll-ia y ligly
administradas via endovenosa en perros a dosis de 10 mg/kg y 8 mg/kg de peso
respectivamente, pueden tener efectos cardiotéxicos que inducen insuficiencia
cardiaca aguda y de manera secundaria edema pulmonar cardiogénico, por lo que

la muerte del animal puede estar asociada a insuficiencia cardio-respiratoria.

- Se infiere que el mecanismo de accién toxicolégico de ambos farmacos es muy
similar. La diferencia radica en que la Casiopeina ligly es mas toxica que la
Casiopeina lll-ia por dos razones: 1) la DL99 es menor y 2) los animales mueren

en un tiempo mas corto.

- El conocimiento de la causa del proceso de muerte, asi como el establecimiento
de los probables mecanismos ocurridos, sientan las bases para idear la
terapéutica mas adecuada que pueda revertir parcial o totalmente los efectos
adversos producidos por la administracion de las Casiopeinas lll-ia y ligly en

perros.

- Los resultados obtenidos en este estudio marcan la pauta a seguir para el disefio

de proximas evaluaciones toxicoldgicas.
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