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INTRODUCCION



REVISION HISTORICA

DE LOS

AGENTES QUIMIOTERAPICOS




cirugia y radioterapia, est4 limitada por Ia presencia de metéstasis viables

fuera del Campo de tratamiento, reali<ad esta que no fue bien comprendida

hasta las dos ultimas décadas.

Segln DE VITA, 1.988, I3 quimioterapia del cancer es el

tratamiento de las metastasis. Siguiendo a este autor, y TANNOCK, 1.983,

'0% tumores con capacidad de invadir el estroma circulante y atravesar las
membranas basales siempre desprenden células al mismo tiempo que van
creciendo. Algunas de estas células son capaces de establecer clonas

metastasicas, incluso antes de que sea detectado el tumor primario.

SKIPPER, 1.964, utilizando como modelo la leucemia
murina, formuld los conceptos bésicos de la auimioterapia. Estos conceptos

se basaban:

1) Razones por las que la cirugia o la irradiacién curan a

menudo cénceres localizados, pero no pueden curar las

metastasis.




2) Relacién inversa invariable entre la cantidad
total de células tumorales al principio del

tratamiento y la curabilidad.

2) Influencia de la fraccibn de crecimiento y
muerte celular sobre los indices y la variacion de

los indices de crecimiento de! tumor.

4) Los "modelos experimentales” en animales,
cuando se emplean apropiadamente, son utiles
para seieccionar farmacos y combinaciones de
farmacos, que seran a su vez Utiles, para tratar
canceres del hombre, solos o como terapia

adyuvante.

5) Modalidad de tratamiento combinado (cirugia
mé&s quirnioterapia e irradiacion més quimio-

terapia).

En 1.943,LURIAY DELBRUCK, describieronun principio

de genética bacteriana, que es importante para comprender |a genética del




cancer. Es
3tos autores notaron que la Escherichia coli no se hacia resistente

al ba ' r ivi i
cteriéfago porque sobreviviera a su exposicion, sino porque desarrollaba

colonias de bacterias que habian mutado espontadneamente hacia un tipo con

resistencia intrinseca a la infeccion.

GOLDIE y COLDMAN, 1.979, aplicaron este principio al
estudio de la aparicibn de células tumorales con resistencia a los
-quimioterapicos, y mostraron que las alteraciones citogenéticas no aleatorias
que presentan muchos tumores humanos estan probablemente muy

rellacionadas con cierta capacidad para resistir la accidn de los citostaticos.

Siguiendo estos autores, también rclacionaron |la
mutacién espontdnea hacia Ié guimioresistencia con la masa tumoral.
Concluyeron que Ila posibilidad de encontrar una linea celular
quimioresistente era ya muy elevada antes de que 1a poblacién alcanzase 108
céluias, asumiendc una tasa de mutacién del orden de 10® o mayor, por lo

que la exposicion al citostatico serfa ineficaz.

MENDELSOHN, 1.960, describié que el efecto destructor
de los agentes quimioterapicos del cancer tiene una selectividad definida

para las células cancerosas respecto a ias células normales del huésped.




Aunque las células cancerosas no ce dividen mas deprisa que sus

correspondientes de tejido normal, tienen generalmente una mavyor fraccién

de crecimiento.

Ya entrando en las perspectivas histéricas de los agentes

quimioterapicos, para DE VITA, 1.988, existen dos tipos de farrhacos

usados para ¢! tratamiento de cualquier enfermedad: Los que suprimen los

sintomas sin eliminar la causa de la enfermedad y los que curan.

La farmacoterapia cprativa empezé con el u. ‘e los
antimalaricos. El uso de la corteza de Cinchona, que contiene quinina, y de
ipecacuana, que contiene emetina, para el tratamiento de la malaria, puede
considerarse probablemente como el primer éxito de la quimioterapia. Estas
sustancias, descubiertas de manera accidental datan del siglo XVII, y fueron
usadas sin saber las causas de la enfermedad, la naturaleza de los farmacos

ni su modo de accién. Sin embargo servian.

Al principio del siglo XX, Paul Erhlich establecié el
termino "quimioterapia” para el uso de un farmaco de composicién conocida
como tratamiento de las parasitosis. Posteriormente, entre 1.903 y 1.915,

identificé6 un determinado numero de farmacos con propiedades




anticancerosas a los que con especificidad denominé quimioterapicos
anticancerosos, MARSHALL, E. K., 1.964. El derivado 606 mostré ser eficaz

no solo contra las infecciones por tripanosomas sino «.  ibién contra la sffilis
del conejo. Erhlich denominé a este farmaco, primero sintetizado que

demostré su efectividad en una enfermedad parasitaria humana, Salvarsén.

La investigacion del tratamientc del cancer tomé
importancia a principio de sigl. con tres lineas principales de investigacion,
DE VITA, 1.978, 1.979 y 1.981. La primera fue el desarrollo de la cirugia
oncoldgica que llevé a Halstead en 1.894 a proponer la rescccion en bloque
como parte de una operacién de cancer, concretamente la mastectomia
radical. Por el mismo tiempo Rdentgen descubrié los Rx, aportando un
segundo método como tratamiento del cancer localizado. El tercer avance,
en una gran parte apoyado en ,0s trabajos de Paul Erhlich, llevé a George
Clowes, de Roswell Park Memorial Institute de Baffalo, a desarrollar cepas
de roedores con posibilidad de transmisién de tumores a otro de la misma
especie, modelos de .estudio que fueron utilizados desde entonces COmMo

campo de experimentacion de potenciales agentes quimioterapicos.

Sin embargo, como indica SUGIURA, K.,1.971, a

comienzo del siglo XX muy poco se conocfa de la eficacia de compuestos




organicos; por lo que utilizaban en la quimioterapia del céncer productos

inorgénicos tales como sulfato de cobre, cloruro de calcio, peréxido de
arsénico, etc.. Algunos como el sulfato de cobre poseian cierta accién
inhibidora sobre el cdncer mamario esponténeo del rat6n, sin einbargo,
resultaba demasiado téxico en el hombre para su utilizacién; ello indujo a la
aparicién de sales cupricas de aminoacidos y polipéptidos KOBER, 1.912,
que administradas por via intravenosa e intraperitoneal en animales que

prasentaban tumores espontaneos, demostraron ligeros efectos inhibidores.

En 1.921 se practicé un estudio in vitro de la influencia
de hidrogeniones y diversas sales en concentraciones variadas sobre
carcinoma de rata, con resultados no muy uniformes al no estar controladas
y aun menos estandarizadas las diversas soluciones en las que se

introducfan los fragmentos, SUGIURA, K., 1,971.

El tratamiento quimioterapico general del cancer humano
fue casi abandonado hacia el afio 1.916, quizés debido a que las dosis que
se precisaban para producir un efecto inhibidor sobre las células malignas
eran muy elevadas, por lo que condicionaban a la vez efectos téxicos
generales como amplias éreas de destrucci6n tisular en tejidos sanos,

préximos 0 distantes a la localizacién primaria del tumor. Ello supuso la




existencie de un reducido nimero de publicaciones valorables relacionadas

en cuanto al tratamiento v la respuesta que las sales orgénicas ejercian en

canceres humanos, REGNAULT, 1.916.

En 1.917 se dedic6 una primordial atencién & la probable
relacién entre presencia y crecimiento neoplasico y aporte alimenticio, al
advertir la rareza de aparicién de canceres entre las personas oriundas de
Africa, India, Islas de la India y Brasil, con una dieta estrictamente vegetal,
con inclusién de aquellos que, desplazados de sus lugares de origen, se
adaptaban a la forma europea de vida, con el subsiguiente cambio en los
hébitos alimenticios, introduciendo en su dieta proteinas y carnes; se
realizaron estudios con diversas dietas, y en la mayoria de las ocasiones se
coincide en la positividad de alguna de éstas, ricas en iones metélicos
(mercurio, cobre, plata y arsénico) que muestran poseer una cierta y
especifica accion selectiva sobre las células cancerigenas. Asimismo se
estudian los colorantes organicos e inorgénicos; llegando, 28 aiios después
de haberse - ~ubierto el primer colorante del alquitrdn, a analizar un
derivado con capacidad selectiva en células en crecimiento, de elevado

indice mitético, asl como en algunos gérmenes patégenos, SUGIURA,

1.971.




WASSERMAN, KEYSER y WASSERMAN, en 1.911,

observan c6mo inyecciones de selenio-eosina en la circulacién sanguinea de

roedores portadores de tumores malignos, suponfan una localizacién
especifica del selenio coloidal en las masas tumorales, por lo que

consideraron esta mezcla inorgé&nica como tratamiento eficaz para cierto

numero de tumores.

WEIL, en 1.916 seiialé que, cuando se inyecta por via
intravenosa o subcutanea, compuestos de ciertos colorantes, en particular

Rojo Congo, no se consegufa efecto terapéutico definido.

Sugiura, K., en su estudio sobre la influencia del
tratamiento preliminar in vitro mediante algunos colorantes sobre el
crecimiento sdbsiguiente de neoplasias malignas en ratas y ratones, observa
gue tanto el grado de destruccion del tumor asf como la sensibilidad de los
diferente tumores, son muy diversos para los diferentes colorantes. Por otra
parte, desde que Abel aislé el principio activo de la gléndula suprarrenal, esta
sustancia se utilizé6 ampliamente como vasoconstrictor y hemostatico. Estas
propiedades sugirieron, claro esté, que el principio activo llamado adrenalina,
podria tener efecto destructor sobre ciertos tipos de crecimiento neoplésico,

dando comienzo a la investigaciéon en el campo de la hormonoterapia
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antineopldsica, SUGIURA, 1.971.

En 1.910 REICHER seiial6 que la inyeccién de adrenalina

en sarcomas de ratas y sarcomas de ratén provocaban necrosis central,

seguida de destruccién de estos tumores. En 1.929 SOKOLOFF, tras la

inyeccién intratumoral de una mezcla que contenfa adrenalina, azul de pirral

y cloruro férrico obtenfa una regresion lecal de tumores trasplantados en
ratas y ratones. En 1.930 Coffey y Humber indicaron que la inyeccién de un

extracto de corteza suprarrenal de oveja producia cambios en el tejido

.enceroso humano.

SUGIURA y BENEDICT, en 1.933 realizaron un estudio
sistematico en ratones, con el fin de obtener mayor informacién acerca del
valor terapéutico dé wormonas en el cancer, encontrando que las inyecciones
subcutdneas O intraparitoneales repetidas de insulina, tiroxina,
parathormona, adrenalina, teiina (oveja y ternera), carecian de accién

curativa, si bien retrasaba el crecimionto de los tumores trasplantados.

Pero es en los finales de los afos 40, cuando se van a
producir los verdaderos avances en la quimioterapia antineoplésica; para la

mayoria de los investigadores es en estas fechas cuando comienza la

1




quimioterapia moderna.

Es a principio de esta década cuando Lewisohn y Cols.

publican una serie de trabajos en los quec se ocupan de los efectos de
diversos extractos que contenian vitaminas y de vitaminas purificadas, sobre
el crecimiento de tumores traspiantados y tumores espontaneos de ratén;
entre estas sustancias s2 encontraban la xantopterina y el factor L. casei 0
acido félice. Con todos estos extractos y vitaminas Lewisohn y Cols hacen
notar efectcs claramente inhibidores sobre el crecimiento del sarcoma 180
del ratén y la regresién completa de diversos adenocarcinomas mamarios

espontaneos en ratones blancos suizos.

Las publicaciones de Lewisohn y Cols llevaron a pensar
a un grupo de investigadores dirigidos por el Dr. Rhoads, que si el acido
félico, una vitamina, no tenfa acci6n destructora sobre el tumor, tal vez esta
accién la poseyera un acido antifélico, por lo que solicita al Dr. Subba-Row

del Laboratorio Lederie que le preparase una serie de antagonistas del &cido

f6lico: entre los preparados que investigaron se incluia la aminopterina y la

ametopterina, que démuestran poseer una accién netamente inhibidora o

destructora en ciertos tumores trasplantados, SUGIURA 1971.




Este interés por los antagonistas del 4cido félico aumenta

al publicarse por FARBER y colaboradores, 1.948, informes de la eficacia
de la aminopterina en el tratamiento de la leucemia en nifios. Segun
BURCHENAL y Cols, 1.951, los antagonistas del 4cido félico, aminopterina
y ametopterina provocaban remisién temporal de la leucemia aguda, sarcoma
de células del reticulo y linfosarcoraa en nifios. También se publica casos de
curaciones completas de coriocarcinoma y corioadenoma en la mujer ccn

antagonistas del acido félico, LI y Cols, 1.956.

Significé otro gran avance de los afos 40 la utilizacién

de agentes alquilantes en la terapéutica antineoplésica.

Los agentes alquilantes se comenzaron a utilizar en el
programa militar secreto del gas en ambas guerras mundiales. Segin DE
VITA, 1.988, una explosion en el puerto de Népoles y la exposicién de unos
marinos a estos agentes durante la Il Guerra Mundialﬁ, llevo a la observacion
de que dichos agentes causaban hipoplasia medular y linfoide, y condujo al
uso de estos farmacos en los linfomas, RHOADS, 1.946. Las mostazas
nitrogenadas fueron probadas por vez primera en pacientes con enfermedad

de Hodgkin, 1.934, en la Universidad de Yale, pero por la naturaleza secreta

del programa militar del gas no se publicé el trabajo hasta 1.946, DE VITA,
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1.978, 1.979 y 1.981. La constataci6én de revisiones en canceres \umanos

que fueron tratados farmacolégicamente desperté gran entusiasmo, con la

consecuente experimentacion acelerada pero con un posterior desencanto

al observar que estos turnores volvian a crecer.

Er 1.952 se introdujo la nitromina (6xido nitrogenado de
HN,) para empleo clinico, comprobando que sus efectos secundarios en
cuanto a la terapéutica eran menores que la de NH,. Para disminuir la
reactividad de los agentes alquilantes y lograr un transporte mas eficaz del
grupo de. la mostaza activa, se probé la L-sarcolisina (mefalan, mostaza

nitrogenada de fenilalanina), SUGIURA, 1.971.

Esta intensa investigacion en el campo de las mostazas
nitrogenadas dieron su resultado, surgiendo la ciclofosfamida (Cytoxan),
derivado ciclico de las mostaza nitrogenada, comprobandose que se obtenfa
una accién antitumoral méas eficaz que la de las deméds mostazas

nitrogenadas, por lo que fue incorporado rdpidamente a su uso clinico

OETTGEN, 1.967.

Durante la década de los 50 y principios de los 60, fue

comprobada experimentalmente una ingente cantidad de sustancias,




alen [
tados en gran medida por los espectaculares resultados obtenidos con

los derivados de las mostazas nitrogenadas y asi fueron surgiendo

progresivamente diferentes fairmacos antineoplésicos.

Comorecoge YUNIS, J., 1.983, en, 1.957, Heidelberger,

de la Universidad de Wisconsin, demostrd que el 5-fluouracilo y el acido 5-
fluoorr*ico poseian intenso efecto carcinostatico sobre algunos tumores.
trasplantados en ratas y ratones. Heidelberger observé que algunas células
malignas utilizaban la base uracilo con una mayor efectividad que las de la
mucosa intestinal de las ratas y disefié una serie de analogos al uracilo con
substituciones fluoradas en posicion 5. Esta substitucién, después de
transformaciones intracelulares del derivado, originaban un nucleétido, el 5-
fluorodesoxiuridilato (5-FDUMP), que es un poderoso inhibidor de la reaccién
de la timidilato-sintetasa y por ello, de la sintesis de D.N.A., mostrandose

especialmente activo frente a tumores solidos.

Otro gran avance de la farmacologfa antineoplésica lo
constituy6 el desarrollo de los anélogos de las purinas. Se comprob6 que la
purina sin sustitucion no era eficaz ante un espectro de tumores, SUGIURA,
1.953, pero la aparicion de la 6-mercaptopurina CLARKE, 1.953, demostr6

yna gran actividad contra diversos tipos de tumores, especialmente como




agente antileucemiante.

Y en el campo de los esteroides, segun SUGIURA, 1.971,

durante las década de los 50 y 60, se ensayaron mas de 200 esteroides

para combatir diversos tumores. Se comprobé que la cortisona y otros varios
corticoides, SUGIURA y 3TOCK, 1.950, tenfan efecto intenso sobre el
linfosarcoma y el sarcoma osteégeno. En la clinica, a principios de los 50,
PEARSON y Cols. 1.950, ensayaron la cortisona y la hidrocortisona,

encontrando un efecto beneficioso en la leucemia y en el cancer mamario

metastasico.

Fueron experimentadas también el grupo de las
quinoleinas; SAKAI y Cols en 1,955 observa'ron que. de entre ellas, el 1-
6x:do de 4-nitroquinoieina posefa intensa accién antitumoral sobre el
carcinoma de Ehrlich, tanto en las formas s6lidas como en las asciticas, pero

su éxito no llego a culminarse en la clinica, por los efectos secundarics que

conllevaba.

Otro campo de investigacion activa en quimioterapia del
cancer, durante esta época, lo constituye el estudio de productos de

microorganismos. Los an:ibiéticos, ya conocidos de tiempos atras, eran




utilizados de una manera eficaz en la clinica como agentes antimicrobianos

lo que llev a un extenso grupo de investigadores a comprobar su eficacia,

como agentes antitumorales. Los primeros resultados positivos en animales
de experimentacion los aportaron REILLY 1.953 y SUGIURA y Cols 1.95C,
quienes comprobaron el efecto antitumoral de algunos antibi6ticos. Pero es
a comienzos de los afios 60 en que PINKEL, 1.959 y TAN y Cols, 1.959
publican sus experiencias con un antibiético aislado a partir del
Streptomyces, la Actinomicina-D, mostrando la curacion del tumor de Wilms
en nifos y tenia un efecto beneficicso en neurablastomas,
rabdomiosarcomas, linfosarcomas y melanomas. Al mismo tiempo se
ensayaba la mitomicina-C, y con posterioridad HIBINO y Cols, 1.966, IYER,
1.964, comprueban sus efectos en la clinica observando buenos resultados

en canceres de estmago, mama y pulmén, asi como en leucemias.

Las primeras antraciclinas de uso clinico fueron la
Adriamicina y la Daunorrubicina, que son también antit ticos producidos

por especies de Streptomyces, DE VITA 1.988.

La Daunorrubicina se obtuvo casi simultdnea-mente por
investigadores italianos, que la llamaron Daunomicina, y un grupo francés

que la llamo Rubidomicina; signific6 un complemento importante para el

17




tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda y Gtil en el tratamiento del

neuroblastoma, TAN, 1.967.

La Adriamicina fue descrita por primera vez por HANDA

y SATO, 1.975. Su farmacologia esté aun sin desarrollar, solo en los dos

Gitimos afos se han realizado trabajos con la metodologia adecuada. En

funcién de su utilidad clinica y como farmaco antitumoral, la adriamicina
gnicarnente ha sido superada por los agentes alquuantes. ‘Desempena un
papel importante en el tratamiento de los tumores sélidos, .omo los
carcinomas de mama, pulmén, tiroides y ovarEo,'asi como los sarcomas de

tejidos blandos, CROOKE, 1.978 y MIKKELSEN, 1.977.

Segun la revision realizada por CREASEY, 1.977 el
estudio exhiaustivo de los extractos de las plantas, propici6, a principios de
los afios 60, la aparicion de gran cantidad de compuestos raros Yy
citotéxicos. Algunos de estos compuestos mostraron su capacidad para
bloquear la mitosis celular. Entre ellos se encuentran derivados de la
colchicina y derivados de la podofilotoxina del podofilo americano;
posteriormente surgen los alcaloides de la vinca, vincristina y vimblastina,
derivados del arbusto ornamental Vinca rosae, Y las epipodofilotoxina VM-26

y VP-16 derivados de un producto de la planta mandragora. Tanto los
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derivados de la colchicina como los del podofilino no tuvieron en principio

un impacto relevante en la quimioterapia clinica. No asi con las drogas del
grupo de la Vinca, que se mostraron muy eficaces en el tratamiento de
linfomas y leucemias HODES, 1.962, y las Epipodofilotoxinas VM-26 y VP-
16 muy activas en la enfermedad de Hodgkin. En un principio su mecanismo
de accién no era bien conocido, como lo confirman las publicaciones de
MADOC JONES, 1.968. La primera manifestacién de la accion de estos
farmacos es la detencién de las células en la metafase de la mitosis. Sin
embargo, para las células en cultivo parecen que son més sensibles los
efectos téxicos de estos compuestos durante la fase S del ciclo celular. No
obstante, algunos afios més tarde, esta cuestién qued6 aclarada: "Los
alcaloides de la Vinca, por medio de su enlace con la tubulina, inhiben el
proceso de unién de los microtibulos y provocan la disolucion del huso

mitético” OWELLEN, 1.976.

Otras sustancias, comenzaron a usarse clinicamente en
la terapéutica antineoplésica, como €s el caso de la L-Asparaginasa, la cual,
segun KRAKOFF, 1.971, se caracteriza por ser uno de los logros més dtiles
en quimioterapia del cancer durante la década de 1.960. Su efecto sobre
tumores animales se observé mucho antes de determinar cual era g!

mecanismo de accion; en 1.953, KIDD comprobd que el suero del cobaya
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tenia efectos antileucémicos cuando se administraba al ratén. Diez afios mas

tarde BROOME, 1.963, demostré que el factor responsable se purificaba con

la enzima L-asparaginasa.

Se comprobé que algunas células tumorales carecen de

la enzima sintetasa de asparagina y, por lo tanto, dependen de ia asparagina

exdgena para su crecimiento; no ocurre asi con las células normales.

M4s tarde se observé que preparaciones de la enzima
altamente purificadas obtenidas de E. Coli y Erwimia Carotovora mostraban
una gran actividad contra las leucemias linfoblasticas agudas infantiles y
entraron a formar parte de las pautas de inducci6én en el tratamiento de estas

enfermedad, DE VITA, \'.T., 1.988.

Otras células neoplésicas han sido menos regularmente
deficientes en sintetasa de asparagina, y la utilidad de la L.-asparaginasa no

se extendi6 més alla de la leucemia linfobléstica aguda.

A finales de los afos 60, comenzaron a usarse dos
sustancias mas en l& terapia antitumoral: la hidroxiurea, un compuesto

estructuraimente sencillo que inhibe la reduccion enzimatica de los




ribonucleétidos de purina y .« imiuina KRAKOFF, 1.968, y en consecuencia
bloquea la sintesis de DNA; y la procarbacina, que pas6 a ser uno de los

agentes mas Utiles para combatir la enfermedad de Hodkin avanzada,

Brunner (cit. BELON, J., 1990).

Segin SANS-SABRAFEN, 1.976, el uso de metales
pesados como terapia de las neoplasias no es un hecho nuevo: "de tal suerte
que Gould en 1.837, describe la anemia causada por e! plomo, utilizado en
aquel entonces como carcinostético, y Lissauer, 1.865, habia utilizado ya el

arsénico para el tratamiento de la leucemia mieloice crénica”.

El conocimiento de los complejos de platino data de
mediados del pasado siglo En 1.844, PEYRONE, descubre la existencia de
dos sales de cloruro de platino. En 1.893, Werner sugiere que estas dos
sales son isémeros geométricos, lo que posteriormente fue confirmado en
1.962 por Basolo y Pearson; con lo que ambas sales inmortalizaron a sus
descubridores al recibir el nombre de éstos, si bien actualmente la sal de
Peyrone es conocida cumo cis-dicloraminoplatino (I} (Cisplatino) y la sal de

Reiset como su isémero trans. DE VITA, 1.988.

La aplicacién clinica del platino fue descubierta por




Rosemberg en 1.965 al observar que inhibia el crecimiento /e un cultivo

bacteriano cuando era sometido a una corriente eléctrica transmitida por

electrodos de platino. Tras analizar los productos resultantes de la
electrélisis del platino encontré que el responsable de este efecto era el cis-
diclorodiaminoplatino o cis-platino (CDDP), hasta entonces conocido como

sal de Peyrone, ROSEMBERG y Cols. 1.965 y 1.967.

Poco tiempo después, en 1.968, se ensayo su actividad
en modelos experimentales de tumores en ratones, observandose que el
cisplatino inhibla completamente el desarrollo del sarcoma 180. En 1.971,
este compuesto fue sometido sucesivos ensayos clinicos; el primer informe
de actividad anticancerosa evidente en humanos fue presentado en 1.972
por Mill y Cols. y desde entonces se ha comprobado su alta efectividad en
el tratamiento de los tumores testiculares, carcinomas ovéricos y neozlasias

de cabeza y cuello, DE VITA, 1.988.

Para GONZALEZ BARON, 1.989, el platino es el Unico

metal pesado al que se le reconoce actualmente actividad antineoplésica.

Cientos de sustancias han sido ensayadas, en las dos

altimas décadas; aun concentrandonosen las més relevantes, relatar en este
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capitulo su aparicién cronolégica, lo harfa interminable, esto, unido a su

reciente aparicién nos obliga a detener aqul este resumen histérico de la
aparicion de las sustancias més trascendentes en la quimioterapia
antineoplasica, para centrarnos en la que resulta ser el objeto de nuestra
investigacién, el Mitoxantrone, y cuya aparicidn en la clinica coincide con la

época en que detenemos nuestra revisién histérica, finales de la década de

los 70.




FARMACOLOGIA DEL MITOXANTRONE




Ei Mitoxantrone es una antracediona, derivado del
dihidroxi de ametantrone, cuya aparicién se centra a finales de la década de

los 70, JOHNSON y Cols, 1.979, MURDOCK y Cols, 1.979.

Su férmula desarrollada:

2HCl

H_—~——0H
HO 0 RN~ y

Las antracenodionas carecen de la posicion amino aztcar,
considerado el principal responsable de |la cardiotoxicidad de lus
antraciclinas. Sin embargo conservan el anillo policiclico planar y por lo tanto

mantienen ei potencial de intercalarse con el DNA.

Siguiendo los anteriores autores, el Mitoxantrone es el
derivado de Ametantrone que tiene la mayor actividad antineopl4sica cuando

lo comparamos con el resto de las antracenodionas.

E! Mitoxantrone muestra su actividad en numerosos
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modelos; preclinicos standard zie tumores animales. Este screnning preclinico

es un requisito previc para todos los farmacos anticancerosos antes de su

experimentaciéon en el hombre.

As{ DURR, F.E., y cols. 1.983, WALLACE, R.E. y cols.

1.979, FUJIMOTO, S. y OGAWA, M., 1.982, CORBETT, T.H. y cols. 1.982
y SCHABEL, F.M. y cols., 1.$83, demostraron esta actividad preclinica in
vivo en numerosos modelos estandarizados de tumores murinos, ieucemia
P388, leucemia L1.210, melenoma B16, coion 26, incrementando la
duracion de la supervivencia y/o aumentando el nimero de supervivientes
a largo plazo, con una potencia mayor o igual a la de la doxorrubicina y una

intensificacion de la actividad en las combinaciones medicamentosas.

En cuanto a su actividad in vitro, nos parece obligado
referirnos o cnsayo clonogénico de tumores humanos (H.T.C.A.). Este
ensayo fue descrito por primer: vez por Hamburger y Salmon, JONES, S.E.

y cols. 1.985. Muy resumidumente implica el clonado de muestras frescas

de tumor humano en un medio de agar blando. Los cultivos celulare§

resultantes se usan para verificar la eficacia de f4rmacos antineoplésicos con
6bjeto de seleccionar los medicamentos potencialmente terapéuticos para

tumores determinados. Pero este ensayo presenta algunos problemas:
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& ah :
1°.- La dificultad de cultivar algunas células tumorales

humanas v la heterogeneidad de los tumores humanos, VON HOFF, D.D

1.985.

2°.- La concentracién "critica” mas corrientemente
utilizada es la décima parte de la concentracién plasmatica maxima
clinicamente alcanzable, LATHAN, B. y cols., 1.984, MEYSKENS, F.L. y
cols., 1.984, JONES, S.E. y cols., 1.985, SALMON, S.E., 1.985. Con un
f4rmaco como Mitoxantrone, cuya farmacocinética clinica no esta todavia
plenamente estabiecida, existe la posibilidad que la concentracién elegida

para el H.T.C.A. no fuese clinicamenie significativa.

3°.. El punto final del H.T.C.A. no estd todavia
plenamente nstablecido, ademds, hasta la fecha, las correlaciones in vitro/in
" vivo son més significativas para pronosticar la resistencia del medicamento
que su sensibilidad, MEYSKENS, F.L. y cols., 1.984, JONES, S.E. y cols.,

1.985, SHOEMAKER, R.K. y cols., 1.985.

Segun SALMON, S.E., 1.985, por lo menos un veinte por
ciento de muestras de un tipo de tumor Gnico, deberian demostrar

sensibilidad antes de que el tumor pudiera considerarse sensible.




En base a estos criterios y tras los estudios de ALBERTS,

D.S., y cols., 1.985, JONES, S.E. y cols., 1.985, SALMON, S.E., 1.985,
WEISS, G. y VON HOFF, D.D., 1.985, COWAN, J.D. y cols., 1.983 y
GEORGOULIAS, V. y cols., 1.983, el Mitoxantrone ha mostrado actividad
en el H.T.C.A. en tumores de ovario, mama, pulmén, linfomas, sarcomas,
tumores pancreéticos, melanomas, lcucemias, mielomas, neuroblastomas,

y tumores prostaticos, biliares, renales y testiculares. No se ha pronosticado

la actividad de Mitoxantrone en el carcinoma hepatocelular.

Asimismo otras investigaciones in vitro, BHALLA, K. y
cols., 1.985, GANAPATHI, R. y cols., 1.985 y TSURUO, T.ycols., 1.985,
han comprobado que el Mitoxantrone muestra cierta perdida de efectos o
una resistencia cruzada total en algunas células resistentes a las

antraciclinas.

GANAPATHI, R. y cols., 1.985 y TSURUO, T. y cols.,

1.985, observaron que el verapamil y |2 trifluoroperacina son capaces de
intensificar la actividad del Mitoxantrone en células P388 resistentes a la
doxorubicina. Por dltimo, aunque todavia no se han investigado las
implicaciones clinicas de este hallazgo, OHNOSKI, T.y cols., 1 .985, WANG,

B.S. y cols 1.984 y YANG, S. Y cols., 1.985, comprobaron que la
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hipertermia in vitro intensificaban los efectos citotéxicos del Mitoxantrone

MECANISMO DE ACCION:

Aunque todavia sigue pendiente una ingente labor

investigadora para determinar el mecanismo de la actividad antitumoral del

Mitoxantrone, los datos preliminares indican numerosas posibilidades.

BOWDEN, T.S.y cols., 1.985, describen que el Mitoxan-
trone se fija intensamente al DNA y demuestra dos lugares de fijacién, el
lugar més fuerte representa la intercalacién y el lugar més débil la fijacion
electrostatica de los grupos NH y OH de la cadena lateral de Mitoxantrone

a la columna vertebral fosfatica de la espiral del DNA.

Otros estudios han proporcionado datos de que la
intercaiacidn del Mitoxantrone se prdduce antre pares de bases del DNA. Asl
LOWN, J.W.ycols., 1 .977, comprobaron que el Mitoxantrone puede causar
un desenrollado parcial del DNA superaspiralizadoy que produce un aumento
de la viscosidad del DNA sonicado. KAPUCINSKI, J. y cols., 1.981

demuestran también el desenrollado del DNA cerrado.




En cuanto a la localizacién de la intercalacién, LOWN,

JW. y cols., 1.984, 1.985, describen que el Mitoxantrone se fijaba

intensamente al DNA cuando la hendidura principal estaba bloqueada y

menos efectivamente cuando la solucién recafa en la hendidura secundaria.

KAPUCINSKI, J. y cols., 1.981, al realizar pruebas de
fijacion electrostética, demuestran que el Mitoxantrone es capaz de ligarse
a los homopolimeros sintéticos RNA y DNA de espiral simple. Con respecto
a esto Ultimo, se abservaron también variaciones espectrales diferentes de

las que se habfan observado con los productos de doble espiral.

Estas observaciones proporcionan buenas pruebas de la
capacidéd del Mitoxantrone para fijarse electrostaticamente a los écidos

nucleicos.

Referente a la sintesis del DNA, numerosos estudios in
vitro LEDERLE, 1.983, JOHNSON, R.K. y cols., 1.983, NISHIO, A. y cols.,
1.983, ZEECHENG, R.K.ycols., 1,983 han demostrado que el Mitoxantrone
es un potente inhibidor de la sintesis del DNA. En estos estudios se ha
comparadoala doxorrubicina, comprobéndose que tenfa un efecto inhibidor

sobre el DNA mucho més potente que ésta.

30




KAPUCINSKI, J.y cols., 1.981 y SAFA, A.R. y TSENG

M.T., 1.984 han estudiado la accién del Mitoxantrone sobre el RNA, y

comprueban que se fija directamente tanto al RNA d. aoble espiral como al

RNA de espiral simple, concentrandose en los nucleos y fijdndose al RNA

citoplasmatico de las células tratadas.

En cuanto a la sintesis de! RNA, TRAGANOS, F. y cols.,
1.980y JOHNSON, R.K. y cols., 1.983 demuestran que a concentraciones
bajas, el Mitoxantrone parece incrementar la sintesis del RNA, mientras que
la inhibicién completa solo se produce a concentraciones medicamentosas

elevadas.

Por ultimo SAFA A.R. y TSENG, M.T., 1 .934 examinaron
los efectos del Mitoxantrone sobre la Vsintesis proteica, en cancer de mama
humano, tanto con receptores estrogénicos positivos como negativos Y
observaron una inhibicion de la sintesis proteica, pero sin saber como se
producia esta inhibicién, conc'uyendo "que |3 actividad antitumoral del
Mitoxantrone es mas probablemente el resultado de la inhibicion de la
sintesis del RNA y DNA que conduce a una inhibicién general de la sintesis

. "
proteinica, a una supresion del crecimiento celulary a la muerte celular”.




Y refiriéndonos al momento de su accion, DREWINKO,

B. y cols., 1.981, DURR, K.E. y cols., * 983 y 1.984, MURDOCK, K.E. y

cols., 1,985, TRAGANOS, F. y cols., 1.980, ZEECHENG, R.K. y cols.,
1.983, creen que el Mitoxantrone es un agente inespecifico del ciclo celular,
es decir, es capaz de destruir células en todas las fases del ciclo, lo mismo
que en la fase estacionaria Go, sierdo su cinética de destruccion celular més

potente que la producida por la doxorrubicina, JONHSON, R.K. y cols.,

1.983.

Actualmente la farmacocinética del Mitoxantrone se esta

investigando activamente.

Los estudios de experimentacién animal proporcionaron
los primeros indicios de su eliminacién cinética multifasica. GAMS, R.A.,
1.983, LU, K. y cols., 1.983 y OSTROY, F. y cols., 1.980, en estudios
realizados en ratas, perros y monosy utilizando el farmaco marcado con C",_
mostraron que las concentraciones plasmaticas ce radioactividad descendian
rapidamente en ias primeras dos horas, después de la adrninistracion y que

a continuacién los niveles descendfan con mayor lentitud.
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En la moncgrafia LEDERLE, 1.983 se describe que el
volumen de distribucién (V,) aparente se situé en una media de 392, esto

indica la extensa fijacion tisular del farmaco.

Y siguiendo esta monografia, la via de secrecion mas

importante fue la biliar, siendo muy limitada la via urinaria.

En cuanto a los estudios clinicos realizados, ALBERTS,
D.S. y cols., 1.985, EHNINGER, G. y cols., 1.985 (a), HULHOVEN, R. y
cols., 1.984, MALSPEIS, L. y cols. 1.983, NEIDHART, J.A.y cols., 1.983,
SMYTH, J.F. y cols., 1.984, se adapt6 la cinética del Mitoxantrone a un
modelo tricompartiment-| abierto. Todos estos estudios se basaron en
ensayos de cromatografia liquida de alta presi6n (H.P.L.C.), con diversas
sensibilidades. Sus conclusic “~s muestran una vida media T,,, alfa muy
corta, indiccndo que Mitoxantrone se elimina rapidamente del plasma. Una
vida media T,,, beta también corta, habitualmente menor de una o dos

horas, y un periodo de vida media terminal, T,,, gamma, bastante largo.

El volumen de distribucién V, fue muy considerable, 10
que indica la extensa fijacion tisular de Mitoxantrone, existiendo un

consenso general a este respecto en los autores antes citados.
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Por lo que respecta a las vias de eliminacién, ALBERTS,

D.S. y cols., 1.983(a), GOLDSMITH, M.A. y cols., 1.981, LOO, F. y cols.

1.981, LU, K. y cols., 1.983 y SMYTH, J.F. y cols., 1.984, han descrito
que la via urinaria no es la principal via de secrecién para el Mitoxantrone.
Habitualmente, durante 5 dias de observacion se recuperabamenos del 13%
de una dosis administrada. Las vias de eliminacién méas importantes son la

biliar CHICCARELLI, F.S. y cols., 1.984 y la fecal, ALBERTS, D.S. y cols.,
1.985.

En los trabajos de ALBERTS, D.S. y cols., 1.985 y
EHNINGER, G. y cols., 1.985(b), el Mitoxantrone es metabolizado en el
curso de cuatro a ocho horas después de su administracién, probablemente

en el higado, pero posiblemente también en otros 6érganos.

En base a los hallazgos de los ensayos H.P.L.C. mas
sensibles, se forman por lo menos tres metabolitcs. Dos de estos

metabolitos han sido identificados como los 4cidos dicarboxilico Yy

manocarboxilico respectivamente.

Los resultados obtenidos en los examenes Necropsicos

en el hombre, ALBERTS, D.S.y cols., 1.983(b)y ROBOZ, J. y cols., 1.984
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confirman los hallazgos de experimentacion animal, en el sentido de que el

Mitoxantrone se halla a mayor concentracién en tejidos y 6rganos que en el

suero, durante un tiempo significativo después de su administracion.

Para finalizar, la administracion de Mitoxantrone por via
intraperitoneal, ha sido estudiada por ALBERTS, D.S. y cols., 1.985 y
LOEFFER, L. y cols., 1.986, en pacientes con tumores de ovario, existiendo
aun pocos datos farmacocinéticos y pudiendo resumirse que administrado
por via intraperitoneal presenta un cociente entre el aclaramiento total y el
peritoneal tan eievado, que determina la ventaja terapéutica que se puede

tener por esta via.
NDARI Y TOXICIDA LINICA

E! estudio € G, 1.982, el estudio EORTC, 1.982,
CROSLEY, R.J., 1.983, 1.984, GRYGEL, J., 1.985 y Mc DONALD, M.,
1.984, demostraron que |a administracién de Mitoxantrone en monoterapia
a dosis de 12-14 mgr/m? cada 3 semanas a pacientes con cancer de mama
avanzado, linfoma no Hodking y céancer primario de higado, es bien tolerado.
Los efectos agudos no hematol6gicos més frecuentes fueron nuseas Y

vémitos, mucositis Y alopecia, en un grado leve o moderado, segun el
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sistema de graduacién de la O.M.S..

ALVAREZ BERMUDEZ, C.A. y cols., 1.984, EHNINGER,

C. y cols., 1.984, PERITI, P. y cols., 1.985, DE LA GARZA, J. y cols.,

1.984, HOLMES, F.A. y cols., 1.984 y HOLLAND, J.F. y cols., 1.985,
observaron que cuando el producto se utiliza en combinaciones con otros,

la frecuencia de efectos secundarios fue superior que con la administracién

en monoterapia.

En los paciente leucemicos, a los efectos secundarios

vistos con anterioridad, se afiade la diarrea.

Refiriéndonos al poder cardiotéxico del Mitoxantrone, sé
conoce muy bien el potencial cardiotéxico de la doxorrubicina y otras
antraciclinas, destacandola preocupaciénporlas apariciones de insuficiencia
cardiaca congestiva. En la mayoria de los estudios de experimentacion
animal, la administracion de Mitoxantrone no da lugar a las tipicas

alteraciones morfolégicas progresivas en el tejido cardiaco asociadas a las

antraciclinas.
En el medio clinico, BENJAMIN, R.S. ¥ cols., 1.984,
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1.985, CLARK, G.M. y cols., 1.985, COLEMAN, R.E. y cols., 1.984

DUKART, G. y cols., 1.984, FOSTER, B. y cols., 1.984, GAMS, R.A. y

cols., 1.983 y 1.984 y UNVERFERTH, D.V. y cols., 1.983, analizaron con
respecto a la cardiotoxicidad, mas de 6.500 pacientes adultos y més de 300
nifios trata;io con Mitoxantrone. En relacion con los pacientes adultos, se
describieron 276 incidentes cardiacos significativos, con 1'8 casos de
insuficiencia cardiaca congestiva, que representa una frecuencia del 1,8%.
Otros 123 pacientes, 1,9%, presentaban reducciones en la fraccion de
eyeccion y 35 pacientes, 0,5%, mostraron trastornos electrocardiograficos,
angina de pecho, infarto de miocardio, pericarditis, hipotensién, o

alteraciones al examen biopsico del endomiocardio.

La mayoria de estos pacientes presentaban factores de
riesgo preexistentes, Como la administracion anterior de antraciclina,
radioterapia al térax - odiastino y enfermedades cardiovasculares

subyacentes.

En cuanto a los pacientes pediatricos, se comunicaron 21
episodios cardiacos significativos en més de 300 nifios tratados, lo que
supone una frecuencia gldbal del 7%. Siete paciente, 2.3% desarrollaron

i i ron
una insuficiencia cardiaca congestiva Y 14 pacientes, 4,7%, mostra

37




disminucién del FEVI o cualquier otro indicio de decremento de la funcién

cardiaca. Salvo un solo paciente, el resto habia recibido anteriormente

antraciclinas.




TERATOGENESIS EXPERIMENTAL




De forma amplia y genérica se considera como

malformacion congénita "Una perturbacion de los factores morfogenéticos

normales”, cuyas manifestaciones morfolégicas se conocen desde la
antigliedad; valga como ejemplo el que en ciertas pinturas egipcias de hace
cinco mil afos se representa el pie varo; no olvidemos que el rey Septal de
la XIX dinastia, como apunta ORTS LLORCA, 1.961, padecla esta lesién;
fisuras palatinas han sido observadas en momias egipcias, y casos de éstos
y de amputacién congénita de los brazos han sido representados en la
alfareria prehistérica peruana. Evidentemente, es l6gico que durante mucho
tiempo sélo se consideraran como malformaciones congénitas las que son
aparentes en el nacimiento, las cuales en la antigiedad, fueron objeto de
mito y veneracién, como cita THOMPSON, 1.930, "el hombre con su
extrema proclividad para honrar lo maravilloso, lo extremo y lo prodigioso,
fomentd el culto cuasirreligioso de adoraciéon a los monstruos y la
adivinacién, donde las malformaciones se atribuian a hechos perinatales
sujetables a los tiempos ¥ presagios”. Ejemplo de ello, como hace notar
LASH, J.W., 1.9€4, son las tabias Caldeas cuneiformes, con grabados de
hace 4.000 afos, las cuales enfatizan la primitiva preocupacién por el
nacimiento, apariencia y significado de la nueva vida. Los recién nacidos
eran cuidadosamente observados buscando malformaciones y eran

catalogados por los sacerdotes Bavu como portentos de importancia local




0 nacional, puesto que se creia que el recién nacido anormal era una

prediccién definitiva de futuros acontecimientos.

Pasaron los sialos siendo considerada la adivinacién

como la causa prominente de la teratogénesis, hasta que llegamos a finales
del siglo XVI, en que como dice NEDDHAM, 1.959, empez6 la teratogénesis
a ser tratada como una desviacién de la embriologia normal; y prueba de ello
la constituyen los escritos de Ambrosio Parée: "Muchas son sus causas; la
primera de ellas es la gloria de Dios que manifiesta asl su poder...; otra es -
que Dios castiga asi la maldad del hombre. La tercera, es la abundancia de

semilla o exceso de materia, o lo contrario, por lo que faltardn una o mas

partes o seran decrépitas o pequeias. Moristruos pueden producirse por la

pequeiez del vientre de la madre, por las posturas inadecuadas o por
enfermedades hereditarias...; un jorobado produce un jorobado, un lisiado
otro lisiado, un chato otro chato...; ¥ bien puede producirse por la fuerza de
hipocresia del diablo". Dejando aparte los factores religiosos 0 supersticiosos
de este parrafo de Parée, es evidente que en él se distinguen los dos grandes
grupos de causas que se han hecho clésicos en el anélisis causal de las
anormogénesis: las hereditarias (un jorobado produce un jorobado...) y los

externos o ambientales (la pequefiez del vientre de la madre...).




Dado el caracter de nuestro trabajo de investigacién,

consideramos que resultaria fatuo el extendernos en la exposicion Y

comentario de las causas genéticas o hereditarias, por lo que centraremos

nuestra exposicién en el grupo de agentes externos capaces de provocar

alteraciones de la normogénesis.

Estamos totalmente de acuerdo con JIMENEZ

COLLADO, 1.966, cuando dice "La accién de los agentes teratégenos
capaces de provocar o inducir anomalias mas o menos especificas es dificil
de estudiar, porque solo pueden ser puestas en evidencia por la
experimentacién”. Efectivamente, hemos de recurrir a la embriologia experi-
mental, no solamente para profundizar en el conocimiento de los agentes

etiolégicos, sino para una mejor comprensién de su mecanismo patogénico.

La obtencién experimen.al de malformaciones puede

realizarse, generalmente, por dos métodos:

a) El método directo; se realiza sobre todo con embriones
de ave; en él, el experimentador lesiona una region determinada del embrién,
por picaduras, fisuraciones, destruccién por termocauterio cor: agujas

calientes, etc..., ORTS LLORCA, 1.941. obtuvo espinas bifidas en embriones




de pollo al extirpar uno de los bordes del canal medular; WOLF, 1.936

obtuvieron malformaciones importantes (Archiencefalia, triocefalia Y

malformaciones cardiacas) realizandoradiaciones selectivas. Evidentemente,
en fechas mas recientes, dado el aumento de las posibilidades y el
perfeccionamiento de las técnicas, la realizacion de trabajos por este método

se ha multiplicado, lo que l6gicamente haria interminable su reflejo en este

capitulo.

b) El método indirecto, se efectiia generalmente en
mamiferos: con este método el agente teratégeno afecta a la totalidad del
embrién, bien por la administracién a la madre, caso de los mamiferos, 0

bien, en el caso de las aves, al conjunto del huevo.

Tal y como indica JIMENEZ COLLADO, 1.966, la
respuesta ante un agente, tras su administracién a la totalidad del embri6n,

se encuentra condicionada a dos factores:

a) El estadio o estado de desarrollo embrionario en el

momento de afnadir el agente.

b) La sensibilidad especifica de cada especie a este

agente.




Respecto de los agentes teratogenos, siguiendo a KONG-

SUN, 1.976, podemos agruparlos en dos grupos: Los agentes fisicos y los

quimicos.

Los agentes fisicos en las aves, como es nuestro caso,
pueden incidir con su mas amplio espectro; no obstante podemos destacar
a titulo de ejemplo, las experiencias realizadas con alteracién de la
temperatura, de entre las que destacamos l0s trabajos de ROMANOFF,

1.960, que obtuvieron brachimelias de forma regular.

Otro de los agentes fisicds a tener en cuenta en la
teratogénesis experimental es la hipoxia; autores como MARTINEZ, M.,
1.957, seialaron la influencia teratégena de la falta de oxigeno durante la
gestacion en la especie humana y en el campo experimental; DARESTE,
1.989, v ORTS LLORCA, 1.959, obtuvieron malformaciones de embrior 2§

de pollo, tras someterios 8 bajos niveles de oxigeno.

Pero sin duda, el agente fisico mas conocido como
terat6geno, son las radiaciones (rayos X, is6topos radiactivos, radiocobaito,
etc...); en este sentido podemos destacar los trabajos de experimentacion

de ROMANOFF, 1.960, amén de una larga lista que consideramos no




enriqueceria sobremanera esta introduccion, dado el caracter de nuestro

trabajo.

Respecto de los agentes quimicos, comprenden el grupo
mas amplio; ya en 1.950, ANCEL, en su tratado "La Chimiotheratogenesis
chezles Vertgbrés" describe 54 agentes quimicos con capacidad teratogena;
poco tiempo después STCLL Y MARAUD, 1.965, aumentan esta cifra a
119; y en la actualidad podemos afirmar, sin temor a la equivocaciény dado
el auge de colorantes, conservantes, farmacos e industria quimica en
general, que la cifra de sustancias capaces de alterar el desarrolio, supera

con creces las afirmaciones mas audaces.

La experimentacion con sustancias quimicas ha sido, y
continda siendo, muy amplia y profusa. Las primeras experiencias en este
campo se realizaroncon sustancias inorgénidas: empleando iodurosy cloruro
potisico, se obtuvieron malformaciones muy diversas. El Profesor ORTS
LLORCA, 1.961, obtuvo espinas bifidas en embriones de polio inyecténdole

sales de litio. Y asi hasta un largo etc..

Ahora bien, dado el auge de la farmacoterapia a partir

de los afios treinta, los investigadores de este area, poco a poco fueron
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polarizando sus experiencias hacia otro tipo de sustancias quimicas, los

agentes organicos.

Pero sin duda alguna este nos de acuerdo con J.

LAPORTE, 1.964, cuando afirma "La impcrtancia eventual de los factores
externos, Yy concretamente de los compuestos utilizados como
medicamentos, en la génesis de malformaciones congénitas, ain cuando
perfectamente conocida desde hace anos, ... pasado a primer plano de la
actualidad a raiz de la epidemia de focomelia desencaden=1a en diversos
pafées del occidente de Europa durante los «fos 1.954-61 y relacionada
posteriormente con !a utilizacion de especialidades tarmacéuticas

conteniendo talidomida”.

Pero si bien el auge de la experimentacion en este
campo, acaecido en la década de los sesenta, tuvo su detonante en |3
sensibilizacion social que provocé la epidemia de focomelia, no es menos
cierto que la aparicion y ut‘zacion de los quimoterépicos antineoplésicos,
por su mecanismo de accion, atrajo el interés de un gran numero de
investigadores, de los que obviamente sélo citaiemos aqui aquellos trabajos

que puedan destacar por su aportacion al objeto de nuestro estudio.




Asi en 1.960, TUCHMAMN-DUPLESSIS y MERCIER-

PARROT, atirman que en la especie humana se obtienen casi con seguridad

malformaciones pot la administraciéon a la madre de la amindpterina
’

clorambucil, ciclofosfamida y busulfan.

En e! campo de la terrtogénesis experimental, Murphy,
en el Symposium de Londres de 1.960, present6 los resultados, por él
obtenidos, er relacion con la teratogenicidad en la rata, de una serie de
f4rmacos antineoplasicos; resultaba curioso que el dnico producto que se
mostraba inactivo, la aminoptc.ina, era precisamente el Unico que se sabia
con certeza, de entre los estudiados por él, que en aquel entonces resultaba
altamente peliaroso en la mujer gestante.

Durante la década de los afios sesenta, la quimioterapia
experimental se extendi6 a una amplia gama de productos ¥ de animales;

valgan como representacion del enorme numero de trabains publicados los

siguientes:

MARVIN, 1.962, describi6 la  produccién de
malformaciones en él pollo con la O-fenilenediamina, 1a trietilenmelamina, ¢!

uniracil-b, la ciclofosfamiday el sulfato de actinoboline. SALZGEBER, 1.962,
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demostr6 que las mostazas nitrogenadas también son causantes de

malformaciones en el embrién de pollo.

Para TUCHMANN-DUPLESSIS y MERCIER-PARROT,
1.966, la actinomicina-D en combinacién con la radioterapia, se mostraba
teratégena en ratas, produciendo, anwoftalmia, microftalmia, ausencia de

pediculo 6ptico, anencefalia, espina bifida, alteraciones cardiovasculares y

esqueléticas.

Los casos de anoftaimia o de malformaciones ocuiares,
fueron surgiendo como una de ias alteraciones morfogénicas producidas por
los citostaticos. En 1.964, FERM, sugirié que de la Colchicina, Vinblastina
y Vincristina, la primera tiene la mayor actividad inhibidora de la mitosis

sobre el ojo fetal del Hamster.

Otros trabajos mas recientes intentan profundizar en los
mecanismos de produccién de los citostaticos de alteraciones oculares. En
1.970, CLAVERT, estudi6 con detalle las caracteristicas de la microﬁalrﬁia
inducida con ciclofosfamida en el embrién del conejo y dice: "Del andlisis de
estos resultados podemos concluir que la cupula Gptica pasa por dos

perfodos de sensibilidad; uno es el periodo del 6° al 8° dia, es decir, durante




la [ i i
gastrulacion y el comienzo de la neurulacién; el otro se sitGa alrededor del

" . ;
11 12° dia, es decir, dutante la formacién y cierre de la hendidura

colobémica.

En 1.975, WILSON y cols., afirman que "Junto con |a
Vinblastina, otros alcaloides de la Vinca activos, tales como la Vincristina y
la dexacetilvinblastina, inhiben la mitosis, al destruir los microtibulos del
aparato mitético. Esto provoca la acumulacién, debido al bloqueo, de las
células en estadio de rnetafase”; en su trabajo estudiaron el enlace de la

Vinblastina a la tubulina cerebral del embrién de pollo.

SIEBER, 1.978, estudi6 los efectos teratégenos de 3
nuevos agentes antitumorales derivados vegetales, la Maiaterina, Vp-1 6-213
y la Vm-26, comparéandolos con los efectos de la Vincristina y la colchicina
en ratones albinos, que recibieron una sola inyeccién intraperitoneal del
farmaco en los dias 6, 7y 8 de gestacion, entre sus resultados dice: "En la
dosis mas baja 0,2 mg/Kgr. la Vincristina indujo la microftaimia en una
proporcion relativamente alta da fetos por camada, cuando fue administrada
er. .dfa 6 u 8, con dosis de 0,3 mg/Kgr. en el dia 6-7 al 25% de los fetos
por camada posefan esta malformacién. Ademas el 44,1% de los fetos

expuestos a uni dosis de 0,4 mg/Kgr. en el dfla 6 de gestacién tenfa




anoftalmia o microftalmia.

En 1.980, CHATOT vy cols, cultivaron embriones de rata

en suero humano enriquecido con glucosa, y atirman: "El suero de otros dos
sujetos tratados con quimioterapia, permitié que los embriones sobrevivieran
48 horas, pero todos los embriones eran anormales; las anormalidades entre

estos embriones sobrevivientes incluyen retraso dei desarrollo ocular”.

Algun tiempe después, Z!RVI y cols, 1.985, éstudian la
toxicidad de la Doxorrubicina y la AD-32 en embriones de pollo. Ambos
farmacos fueron disueltos en 11-emulfore inyectados con técriic2s asépticas
en el saco de 2ire a niveles de dosis que oscilaron entre 1 a 20 microgrames
por huevo paraDxy 5 a 100 microgramos para AD-32. La incidencia global
de embriones anormales fue del 96% para Dx y 38% para AD-32 en el dla
1 y vari6 hasta 20% para Dx y 40% pcra AD-32 en el dla 2. Las
anormaiidades oculares osciiaron desde una microftalmia moderada a muy
grave, v anoftalmfa. L.a mayoria de los defectos cel ojo eran bilaturales e

igualmente graves en ambos lados.

En 1.986, NOVOTNAY JELINEK, inyectan en la cavidad

amniética ciclosfosfamida a embriones de pollo en el dia 3 de incubacioén, a
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dosis que oscilaron entre los 0,3 y los 30 microgramos, encontrando

malformaciones oculares a los 10 microgramos.

Mas recientemente NARBAITZ y MARINO, 1.988,

realizan un trabajo sobre la induccion experimental de microftalmia en el
embrién de pollo con una sola dosis de cisplatino. Para 2llo inyectaron en la
camara de aire del huevo, a los 5 dias de incubacién, 75 microgramos de
cisplatino, contenidos en un volumen de solucién de 1 mi; esta solucién
contenfa cisplatino, cloruro sédico y manitol en agua destilada. Los
embriones fueron extraidos y sacrificados en intervalos diarios hasta seis
dias después de la inyeccién. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
En un experimento inicia!, 23 embriones de polio inyectados con CDP fueron
matados tres dias después de la inyeccién (en el 8° dia de incubaci6n); en
17 embriones 74%, los ojos erin claramente més pequefios. En un 2°
experimento, 46 embriones inyectados, fueron observados 6 dfas después
de la inyeccién (en el dia XI° de la incubacién); de éstos, 4 estaban muertos,
y 37 (88% de los supervivientes) presentaban microftalmfa bilateral. No
detectaron ningunas malformaciones extraoculares en los embriones

inyectados con cisplatino y no se observé malformacién de ningun tipo en

los embriones testigos correspondientes.




En un tercer experimento, mas de 30 embriones

inyectados con CDP y un nimero similar de testigos fueron sacrificados a
intervalos diarios. La observacién de la estructura interna de sus ojos
demostré que en todos los ojos microftdmicos hablan lesiones en la zona

ciliar. Los procesos ciliares que eran evidentes en los testigos no fueron

observados en los ojos afectados. La distribucion del pigmento en esta zona

era irregular. Es.as alteraciones aparecian de dos a tres dfas después de la
inyeccidn y progresaron rapidamente a partir de entonces. La retina misma
parecié quedar sin afectar durante los primeros 2 6 3 dias después de la
inyeccién; a partir de entonces, en adeiante, pudieron observar multiples
pliegues retinales, que aumentaban de tamafno y de complejidad. En los
casos mas graves, observaron plieyues en toda la supe;ﬁcie interna del ojo,

de manera gue no se podia distinguir entre regiones retinales y cuerpo ciliar.

Tras el estudio histolégico y con microscopfa electrénica,
llegarcn a la conclusién de que ia microftalmia obtenida resulté de una
reducci6n en el ritmo de secrecion de liquidos por el epite' . ciliar y no por

el escape o trasvase de humor vitreo.

Asimismo afirman: “el indice de crecimiento de la capa

neural es regulado intrinsecamente y nO depende del tamano total del ojo
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ni tampoco del indice de crecimiento de la capa pigmentada. Una

interpretacion similar probablemente explicaria el hipercrecimiento vy

repliegue de la capa neural observados en nuestros experimentos presentes.

Los cambios retinales, por tanto serfan secundarios a la microftalmfa y no

serian causa Je este defecto”.

Recientemente BERRAL DE LA ROSA, 1989, en su
trabajo de tesis doctoral, realiza un estudio terato'égico de toxicidad del
cisplatino en ratas gestantes y dice: "Las maiformaciones caracteristicas
{fisura pa|étina, exencefalia, sindactilia, miembros fusionados y anomalias
esqueléticas como costillas fusionadas, escoliosis lumbar, etc.) inducidas
con alta frecuencia por estos compuestos no se advirtieron en nuestro
estudio para las diferentes dosis y dias de administracién, excepto en el caso
del unico feto malformado, correspondiente a la dosis de 0,5 mgr/Kgr
aplicada el dia 9 de gestacion, con presencia de malformaciones del tipo de

palada: hendido, exencefalia y microftalmfa”.

Para finalizar J. BELON, 1.990, tras la administracién de
cisplatino depositado sobre membrana corioacantoideaen embriones de ave,

observa malformaciones del polo cefélico en el 97% de los casos, quedando

integrados por anoftalmfa bilateral (2%); anoftalmia unilateral (12%);




microftalmfa bilateral (16%); microftalmia unilateral (61%); encefalosquisis

(63%); alteraciones telencefilicas (67%); anomalias en la Golsa de Ratke

(51%); y alteraciones notocordales (42%).

Por Gltimo no pcdemos cerrar este capltulo sin hacer
mencién, aunque somera, a los hallazgos teratégenos de ios citostaticos en
la especie humana. La bibliografia en este punto, si bien no es muy
abundante, también presenta sus controversias. Asi, GSTOTTNER vy cols.,
1.978, describen el caso de un nifio nacido normal a cuya madre se
administr6 quimioterapia como terapéutica a una leucemia aguda
promilocitica. En 1.979, SCHAISON y cols. afirman: "En el hombre, el riesgo
teratégeno de las drogas es limitado. $6lc, el Metotrexato es realmente

peligroso y solamente durante el primer trimesire del embarazo".

JACOBS y cols., 1.980, publicanun articulo al respecto,
en el que podemos leer: "La paciente era una mujer, con un feto varén y
recibi6 un tratamiento de cisplatino (una sola dosis de 50 mg/Kg i.v.) antes
de la intervencién definitiva® "Contenidos dentro de la cavidad uterina,
observamos una placenta de 10 x 6 x 6 cm. con un feto varén que media
6 cm. de longitud. Todos los 06rganos fetales fueron estudiados

citolégicamente. El testiculo fetal demostré la presencia de células gigantes




posiblemente megacariocitos sin otras anormalidades. Los demés organos

fetales no tenian nada que destacar".

En 1.986, ARACENAY cols., presentanen su publicacién
un caso de recién nacido con multiples malformaciones, cuya madre, en los
primeros meses de gestacion recibié tratamiento con 5-Fluoruracilo y
ciclofosfamida: entre las malformaciones descritas leemos "a nivel de la cara
destaca frontal plano, puente nasal muy bajo, cejas espesas, blefarofimosis,
epicanto, opacidad corneal bilateral, paladar alto, micrognatia, orejas rotadas
bien conformadas”. "La ecoencefalografia confirma la impresién clinica de
hidrocefalia, mostrando escasa corteza cerebraly quistes en zona posterior”.
*E| cariograma de linfocitos periféricos con bandeo-G, resulté normal lo que
descarta la posible participacién de una cromosomopatia como responsable

de los errores morfolégicos del presente caso".




JUSTIFICACION




La realizacion de una Tesis Doctoral ha de poseer como

premisa condicionante el estudio y andlisis personal de un trabajo de

investigacién, con tematica y planteamiento légicamente ligado a la

trayectoria y al quehacer cotidiano en el que se desarrolla una labor.

El contabilizar dieciocho afios dedicado por entero al
campo ce la cirugia, hizo surgir en mi el anhelo de profundizar en mis
conocimientos, y en base a mi experiencia como facultativo clinico, aportar,
amén de satisfacer mi curiosidad innata, mi modesto y pequeiio grano de

arena al campo del saber médico.

Dado que mi especialidad, la cirugfa, abarca un amplio
sector de este saber, decidi concretar mi actuacién en una parcela en la que
con especial atencién dedico gran parte de mi labor diaria, !a sanacion o en
el peor de los casos la paliacién de los efectos del cancer de mama, Y
fundamentalmente de los compuestos que como apoyo a la cirugla

utilizamos en este cometido.

Obviamente este interés se concreté en la revision
bibliografica que se ha expuesto previamente, Y llam6 poderosamente mi

atencién el hecho de que un quimioterapico, el objeto de nuestro estudio, el




mitoxantrane 7Jue actualmente cosecha exitos casi a diatio en nuestra lucha

contra el cancer, adolezca de estudios basicos que aclaren su efecto en el
periodo embrionario, ante la posibilidad de su administracién a una mujer
gestante. Légicamente nos pusimos en contacto con los laboratorios que
suministran el citado compuesto, y tras confirmarnos la ausencia de estudios

al respecte decidimos orientar nuestra actuacién en rellenar, o al menos

intentarlo, ese vacio.

Tras nuestras primeras experiencias comprendimos que
nuestra aportacién podria ser mucho mas amplia, pues como pudimos
comprobar, aun se desconocen gran parte de los efectos de este
quimioterapico ;afecta por igual a todas las lineas celulares? jguarda
relacion la dosis administrada con el efecto conseguido?, estas y otras
preguntas nos hicieron en principio converger en ¢l presente trabajo de
investigacién, planteandonos la realizacién de una investigacion seria y

metédica, es decir, siguiendo paulatinamente los postulados basicos de toca

investigacion reglada:

Primero: Sefialar de antemano "el objeto" o finalidad
de la investigacion, es decir, un

planteamiento previo del problema.
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Establecer una "hip6tesis de trabaji"

Tercero: "Material". Seleccionar las muestras ei las

que importa mucho mas la calidad que la

cantidad.

Cuarto: "Método". Dependiendo siempre del

material a investigar.

Cuinto: Extraer una sintesis de nuestro estudio, y

la discusién y aplicacién de los resultados.
Estos cinco principios, que nos marcan la ruta a seguir
en una tematica de investigacién, son los que hemos pretendido aplicar en

nuestro trabajo de investigac.on.

Establecido e objetivo, nos allané francamente el camino

el seguir las palabras del Maestro Cajal: "Es frecuente la imposibilidad de

esclarecer la estructura y funcién de un 6rgano, porque .tacamos el
problema por su lado mas dificil, pretendiendo resolverio en el hombre 0

vertebrados superiores, en los que muestra gran complejidad, y no por medio
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de embriones, donde alcanza su méaxima sencillez". Pero, es maés, si

anadimos técnicas de experimentacién, Embriologia Experimental, la

panoramica de nuestro estudio es mucho mas amplia y precisa.

No obstante y dado que la experimentacion embrioniria
humana, por principios, queda fuera de nuestr~ ‘ntencién, decidimos seguir
una via que, si paralela, resulta factible de extrapolacion, nos referimos a la
embriologia comparada. Por ello, y por el aito volumen de sujetos de
experimentacion, decidimos inclinari.us por el embrién de ave, que entre l0s
vertebrados presenta una asequibilidad mayor, fiabilidad en sus resultados

y una manipulacion relativamente mas simple.




MATERIA!. Y METODOS




A.- MATERIAL:

Han sido ei.pleadas series de huevos de gallina raza

legorn blanca" empollados, remitidos de la granja para su incubacion.

Realizado un estudio porcentual a fin de detectar el estadio en que se
encontraban, para lo cual se han abierto 1 de cada 10, de modo constante
hemos observado la presencia de m_amcha blanca y en ningln caso inicio y
aGn menos diferenciacién de blastodisco, correspondiendo por tanto al
estadio O de "Hamburger-Hammilton" o preincubador de Ranver. En todas
las series se han dejado el 20% de huevos de ia misma recogida a fin de ser
tenidos como testigos. A los embriones testigos a su vez sé les ha dividido

en dos grupos:

La mitad fueron incubados segun el proceder
habitual del laboratorio, esto es, una vez realizada
la extraccién de 2 ccC. y Su ulterior cierre se

mantienen en incubacion idéntico tiempo que los

experimentales.

A la otra mitad de los huevos testigos, una vez

retirados los 2 cc. de albumina, se le ha colocado

62




unicamente agua destilada, en el mismo &rea o

lugar en que ha sido colocada en los embriones
experimentales, la misma cantidad de agua y

Mitoxantrone.

Los embriones experimentales han sido divididos en 4
series cada una de 100 huevos. De modo generai en todas las series la

técnica ha sido la siguiente:

A las 24 horas de ser introducidos en estufa de cultivos
"Selecta” a 37°C de temperatura, con control y grado de humedad
constante, se les extirpa a través del polo agudo y con micropipeia, 2cc.de
albimina; seguidamente y una vez cerrado el orificio con parafim, y
siguiendo el proceder de Lutz se practica en el culmen una apertura
rectangular de 1 X 2 cm., maniobra previa y necesaria para la visualizacion
del disco embrionario. Sobre los Dblastocitos observados y una vez
confrontado su estadio, se coloca la cantidad y proporcién de Mitoxantrone

que corresponde unitaria € independientemente a cada una de las series Y

grupos de huevos escogidos para la fase experimental.

Aunque es materialmente imposible la exacta




implantacion sobre el area embrionaria, practicamente la colocacién €s en

la mayoria de los casns similar, ya que han sido colocados tomando como

~entro el nudo de Hensen, y eje, la linea primitiva.

Ordenados segun dosis y criterio cronol6gico, se
catalogan las 4 series y grupos segun la dosis administrada de Mitoxantrone

previa dilucién al 5%:

Serie 1: Comprende un total de 100 embriones
inyectados a las 60 horas de incubacion,
cuando se encontraban en el estadio 10 de

H.H. y subdivididos en 5 grupos:

a) Grupo 1°: 20 embriones
inyectados con 2'5

mcl. de dilucion

b) Grupo 2°: 20 embriones
inyectados con 5 mcl.

de dilucion.




Serie 2:

c¢) Grupo 3°:

d) Grupc 4°:

e) Grupo 5°%

20 embriones
inyectados con 7'5

mcl. de dilucion.

20 embriones
inyectados con 10 mcl.

de dilucion.

20 embriones utilizados
como testigos. 10
embriones del grupo A
y 10 embriones del

grupo B.

Comprende un total de 100 embriones

inyectados a las 84 horas te incubacién,

cuando se encontraban en el estadio 14 de

H.H. y subdivididos en 5 grupos:




a) Grupo 1°:

b) Grupo 2°%

¢} Grupo 3%

d) Grupo 4°:

20 embriones

inyectados con 2'5

mcl. de dilucijn.

20 embriones
inyectados con 5 mcl.

de dilucion.

20 embriones
inyectados con 7'5

mc!. de dilucién.

20 embriones
inyectados con 10 mcl.
de dilucién.

20 embriones utilizados
como testigos. 10 em-
briones del grupo A Y
10 embriones del grupo

B.




Comprende un total de 100 embriones

inyeclwaaos a los cuatro dias de incubacién,

cuando se encontraban en el estadio 18 de

H.H. y subdivididos en 5 grupos:

a) Grupo 1°:

b) Grupo 2°:

¢) Grupo 3%

d) Grupo 4°:

20 embhriones
inyectados con 2'5

mcl. de dilucidn.

20 embriones
inyectados con 5 mcl.

de dilucion.

20 embriones
inyectados con 75

mcl. de dilucién.

20 embriones
inyectados con 10 mcl.

de dilucién.




Serie 4:

e) Grupo 5%

20 embriones utilizados

como testigos. 10
embriones del grupo A
y 10 embriones del

grupo B.

Comprende un total de 100 embriones

inyectados a los cinco dias y medio de

incubacién, cuando se encontraban en el

estadio 22 de H.H. y subdivididos en 5

Qrupos:

a) Grupo 1%

b) Grupo 2°

20 embriones
inyectados con 2'5

mcl. de dilucién.

20 embriones
inyectados con 5 mcl.

de dilucion.




¢) Grupo 3°: 20 embriones

inyectados con 7'

mcl. de dilucién.

d) Grupo 4°: 20 embriones
inyectados con 10 mcl.

de dilucién.

e) Grupo 5% 20 embriones utilizados
como testigos. 10
embriones del grupo A
y 10 embriones del

grupo B.

Dado que la dosis administrada en humanos adultos y
una vez extrapolada por peso a embriones de ave resulta ser de 6,25
miciolitros de Mitoxantrone dilvido al 5%, hemos considerado oportuno
establecer nuestra pauta de actuacion independientemente del estadio del

desarrollo embrionario en dos dosis de menor cuantia, 5 y 2,5 microlitros ¥ .

otras dos de mayor cuantfa, 7,5 y 10 microlitros, Y ello dado que la OMS en
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suinforme de 1967, sobre principios aplicables a la investigacion terat6gena

de los medicamentos, seiala que la posologia se debe de fijar basdndose en
el peso corporal de los animales, y siguiendo las citadas directrices hemos

extrapolado la dosis a tenor del peso a su correspondiente en la media en los

embriones de ave.

En todas las series y una vez cerrada la ventana con
parafilm se reintroduce en estufa durante 72 horas, a partir de las cuales se
interrumpe bruscamente la incubacion siendo extraidos e introducidos en

formo! neutro al 20%.

De todos los embriones supervivientes y en todas las
series se hace un estudio macroscépico asi como un control fotogréafico,
siendo escogidos para su estudio microscépico aquéllos que presentan un

mayor grado de malformacién.

En todas las series, se han despreciado los embriones
que aparecen tras las 72 horas de incubacién muertos, aunque presentaran
marcados grados de malformacion, ya que en estos £asos es imposible el

estudio y seriacion histolégica.




ve cada serie, y habida cuenta de la existencia de
malformaciones similares en todos los embriones supervivien‘es, hemos

elegido el espécimen mas caracteristico.

B.- METODO

Una vez alcanzado el estadio del desarrollo en cada una
de las series, hemos procedido a depositar sobre el embrién la cantidad

correspondiente de Mitoxantrone diluido al 5%.

La sustancia administrada, el Mitoxantrone, Y mas
concretamente el compuesto usado por nosotros, Cuyo nombre comercial

responde al de Novantrone, es elaborado por los laboratorios LEDERLE, S.A..

La administracion de la cantidad requerida segan la serie
y el grupo, se efectu6 con micropipeta semiautomatica de la marca BRADS,
utilizando en cada una de las series, capilares previamente ecterilizados,

proceso en el que sé procuré invertir un perfodo de tiempo no superior a 20

minutos por serie.

Tras la administracion del Mitoxantrone, en disolucién al

71




" .
5%, se procedié nuevamente a cerrar con parafilm la ventana efectuada en
el huevo y se reintroduce en la incubadora otras 72 horas, transcurridas las

cuales, procedimos a la extraccién y el aislamiento del embrion.

Una vez aislado el embrién, se procedié a su estudio
externo y tras ser fotografiado, medido, pesado y comprobado su volumen,

se introduce en formol neutro al 20%.

Los embriones, una vez fijados y previa seleccion, fueron

cortados, en cortes semifinos, y tefiidos segun la técnica de la Hematoxilina

de Harris, para su posterior estudio.

En el caso de los embriones testigo de cada estadio, se

tomaron en consideracion solamente los diez del grupo B, por presentar una

mayor similitud de técnica de laboratorio.

Los resultados obtenidos fueron procesados en un

se de datos de Base lli-plus. El

ador personai IBM utilizdndose la ba

orden
programa estadistico SPSS-PC.

analisis estadistico se efectu6 mediante el

Se realizé6 estudio descriptivo de los datos mediante
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medidas de tendencia central y dispersion para variables cuantitativas y
porcentajes para variables cualitativas, realizandose cuadros resumen de

dichas medidas e histogramas y diagramés de barras.

Para la comparacién de varias medidas se utilizo el

anélisis de varianza de una via utilizando la técnica de Student-Newman-

Keuls, para el anélisis de las diferencias.




RESULTADOS




Tras la administracion del mitoxantrone a los embriones

segun el método ya resenado, pasamos a analizar los efectos sobre dichos

embriones en cuanto a alteraciones morfolégicas, longitud, volurezn y pese.

Nos encontramos los siguientes resultados en los embriones supervivientes,
considerando que por estadio y dosis, el nimero total de embriones

inyestados fue de veinte, a excepcion de los testigos, donde se utilizaron

diez embriones para cada estadio.




ESTADIO 10 DE H.H.

Dosis 2,5 microlitros

Ne cm. S.C.
Embrién Longitud Volumen

. Malformacion

Normal
Normal
Tronco
Tronco
Normal
Tronco
Normal
Tronco
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Dosis 5 microlitros

N cm. c.C. -
Embrién Longitud Volumen Malformacién

Tronco en "“sS"
Tronco en "S"
Tronco en "s"
Normal

Tronco en "S"
Tronco en "S"
Normal

Tronco en "s"

..
R o

womw

-
o

oUW B WNP
HERERRRPER
coo0o0O0O00O

- M O ®™ ™| W s %




Dosis 7,5 microlitros

Ne
Embrién

1

8

9
10
11
12
13
14

cm.

Longitud

c.C
Volumen

-
=

00000 o
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O0O0OrFH

o ow
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Dosis 10 microlitros

Ne
Embridn

1l
2
3
4
5
6
7
8
9

cm.
Longitud

cooo000000002 009
00 000 W® oo o

OOV OUN®

- ®m W W s W n

e.Ch
Volumen

0,04

gr.
Peso

Ma ién

0,09

0,09
0,09
0,04
0,08
0,018

0,06

0,09
0,09
0,09
0,04
0,08
0,02

gr.
Peso

0,04
0,04
0,007

0,01
0,04
0,03
0,007
0,02
0.01
0,007
0,04
0,04
0,03
0,02
0,007
0,04

Fitrofia cardiaca, Atrofia de
cola y Tronco en "S"
Extrofia cardiaca, Tronco "S"

Extrofia cardiaca, Tronco "S"
Amorfo

Tronco en "S"

Agenesia de cola, microftalmia
bilateral

Microcefalia, Tronco "S",
Anoftalmia

Normal

Normal

Normal

Tronco en "S"

Normal

Tronco en "S", microcefalia
Tronco ¢ 'S8"

Malfo

Tronco en "S"
Nornal
Microftalmia izquierda,
Tronco en "S"
Tronco en S"
Normal
Tronco en “S"
Tronco en "S"
Tronco en "S"
Tronco en “S§"
Tronco en "S"
Normal
Normal
Tronco a8
Tronco o
Tronco Ry
Tronco o - i




STAD 14 DE H.H.

Dosis 2,5 microlitros

Ne cm. g.¢:
Embrién Longitud Volumen

Malformacién
1035 0,08

1
At
2 103 009 resia caudal

Microftalmia Izquierda,

Tronco en "S"

1,4 0,11 Tronco en "S"

1,45 0,16 Atresia caudal y atrofia unila-
teral de cristalino con microf-
talmia bilateral

Tronco en "S"

Normal

Microftalmia Izquierda

Tronco en "S"

Normal

Tronco en "S"

Normal

Normal

Normal

Tronco

-
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Dosis 5 microlitros

Ne cm. C.C. gr.
Embrién Longitud Volumen _Peso _Malformacibn

0,10 Tronco en "S"

0,12 Normal

0,14 Normal

0,11 Normal

0,15 Normal

0,11 Norfual

0,08 Tronco en "S" y Hemorragia
cefllica

0,06 Hemorragia cefélica

0,12 Normal

0,10 Normal

0,14 Normal

0,08 Tironco

0,15 Normal

0,12 Normal

0,06 Normal
Normal
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Douis 7,5 microlitros

Ne cm c.c, gr.

Embrién Longitud Volumen Peso Malformacién

0,1 0,12 Normal
0,03 0,06 Anoftalmia bilateral, Microce-
falia y atresia caudal

0,11 Anoftalmia bilateral y atresia
caudal

0,07 Anoftalmia bilateral
Anoftalmia bilateral
Normal
Anoftalmia bilateral
Normal
Normal
Atresia caudal
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Dosis 10 microlitros

Ne Ccm. c.C. gr.
Embrién Longitud Volumen Peso Malformacién

-J

Microftalmia bilateral
Normal

Anoftalmia bilateral
Anoftalmia bilateral
Microftalmia bilateral
Normal

Normal

Normal

Tronco

Normal

Normal

Tronco

Tronco

Normal
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ESTADIO 18 DE H.H.

Dosis 2,5 microlitros

Ne cm. c.c. gr.

Embrién Longitud Volumen Peso Malformacién

0,24 Normal
0,12 Normal
0,13 Normal
0,15 Atrofia de cola
0,21 Atrofia de cola
0,13 Normal
0,20 Normal
0,24 Normal
0,13 Normal
0,21 Normal
0,20 Normal
g,12 Normal
0,15 Normal
0,13 Normal
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Dosis 5 microlitros

Ne cm. c.C. gr.
Embrién Longitud Volumen _Peso _Malformacibn

0,19 Normal

0,18 Atresia caudal

0,08 microftalmia bilateral
0,15 Normal

0,21 Normal

0,10 Atresia caudal

0,08 microftalmia bilateral
0,16 Normal

0,16 Normal

0,19 Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal
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Dosis 7,5 microlitros

Ne Cm. c.C.
Embrién Longitud Volumen

Mal formacidén

1, 0,18

1,25 0,16

1,05 0,145
0,14
0,14
0,15
0,12

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Atresia caudal
0,14 Normal
0,12 Atresia caudal
0,15% Normal
0,14 Normal
0,14 Normal
0,13 Normal
0,14 Normal
0,15 Normal
0,14 Normal
0,14 Normal
0,14 Normal

VOOV S WN -

Dosis 10 microlitros

Ne Cm. c.C. Gr
Embrié.: ongitud Volumen _Peso __ Malformaciébn

0,13 0,14 Normal

0,13 0,13 Normal

0,14 0,15 Normal

0,14 0,15 Normal

0,12 0,11 Atresia de cola
0,14 0,13 Normal

0,14 0,15 Atresia de cola
0,18 0,17 Normal

0,14 0,15 Normal

0,16 0,17 Normal

0,14 0,15 Normal

0,14 0,15 Normal

0,12 0,11 Normal

0,11 0,11 Atresia de cola ¥y microftalmia

unilateral

0,14 0,15 Normal

0,14 0,16 Normal

0,14 0,15 Normal

0,14 0,15 Normal
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STADIO 22 DE H.H.

Dosis 2,5 microlitros

N? Cm. c.C. Gr
Embrién Longitud Volumen Peso

0,25 0,3

0,22 0,2

0,25 0,24
0,2 0,21
0,25 0,26
0,25 0,26
0'2 0;22
0,22 0,23
0,22 0,23
0,25 0,24
0,22 0,23
0022 0'23
0,21 0,23
0,25 0,26
0,25 0,25
0,25 0,26
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posis 5 microlitros

Ng& €.C. Gr

cm.
Embri6n Longitud Volumen _Peso

0,22 0,2
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0,25
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Dosis 7,5 microlitros

N® Cm. c.c. Gr

Embrién Longitud Volumen Peso Malformacién

-

0,20 Normal

0,22 Normal

0,18 Normal

0,25 Normal

0,16 Normal

0,18 Normal

0,18 Normal

0,15 Atresia caudal

0,14 Anoftalmia bilateral
Normal

0,2 Normal

0,2 Normal
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Dosis 10 microlitros

Ne Cm. C.C. Gr
Embrién Longitud Volumen Peso Mal . _macién

uwn

0,18 Normal
0,15 Atresia caudal
0,15 Atresia caudal
0,18 Atresia caudal
0,17 Normal
0,18 Normal
0,20 Normal
0,18 Normal
0,17 Normal
0,22 Normal
0,18 Normal
0,18 Normal
0,17 Normal
0,18 Normal
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i : :
o de supervivencia de embriones
dosis y estadios

120 11

A : ‘%‘-\\\\
o VIR B
estadio 10 estadio 14 estadio 18 estadio 22

\
\\
W\

B controles dosis 2,5 [] dosis 6
B2 dosis 7.5 # dosis 10




DATOS ESTADISTICOS DE LONGITUD

SBEGUN ESTADIOS Y DOSIS

Individualizando los distintos parametros, refiriéndonos

a la longitud de los embriones tratados y segun los estadios y dosis.

ESTAGIO 10

Estadisticos de V&
por niveles de V3

Variable valor var.
Para poblacién global
V3 2.50

V3 5.00

Vi 7.50

v3 10.00

controles
Total Casos =

ESTADIO 14

gstadisticos de V4
por niveles de V3

Variable Valor var.
para poblacién global
V3 2.50

Vi 5.00

V3 7.50

v3 10.00

controles
Total Casos =




ESTADIO 18

ESTADIO 22

Estadisticos de V4
por niveles de V3

Variable Valor var.

pPara poblacién global

V3 2.50
v3 5.00
V3 7.50
V3 10.00

controler

Total Casos =

Estadisticos de V&
por niveles de V3

Variabie valer var.
Para poblacién global
V3 2.50

v3 5.00

V3 7.50

Vi 10.00
controles

Total Casos = 58

{ongitud
dosis




DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LA LOKGITUD

ESTADIO 10 DOSIS 2,5

Vélido Acumulado
Valor recuencia % % x
12.5 12.5
12.5 25.0
12.5 37.5
12.5 50.0
62.5
87.5

T, -
ol
JASRS&HES G

P

ESTADIO 10 DOSIS 5

vélido

Valor Frecuencia %

1.40 1 12.5

1.50

1.55

1.60

1.65

1.70

TOTAL
ESTAD1O 10 DOSIS 7,5

valor Frecuencia
.60
.70

1.00

1.10

1.35

TOTAL

ESTADIO 10 DOSIS 10

vélido Acumulado

valor Frecuencia x %

. g 125 12.5
:egu :"}g 6.3 18.8

Minimo -80 s
Méximo . -90




ESTADIO 14 DOSIS 2,5

: Valor Frecuencia
Media 1.343 1.20

D.E. .068 1.30
Minimo 1.200 1.35
Méximo 1.450 1.40

1.45

TOTAL

ESTADIO 14 DOSIS 5

Acumulado
valor Frecuencia
Hedia .80

D.E. .95
Minimo 1.00
Maximo 1.05
1.10
1.15
1.30

e .
NG?‘NN
it H
(V. X BT R

N‘O:I':ﬂ
wn oo

‘1OTAL

S
o

ESTADIO 14 DOSIS 7,5

Media .960
D.E. .158
Minimo .800
Méximo 1.300

ESTADIO 14 DOSIS 10

valor Frecuencia
.929
193
.700
1.200




ESTADIO 18 DOSIS 2,5

_ Valor Frecuencia
Media 1.00

D.E. 1.10
Minimo 1.15
Méximo 1.30

1.40
1.50

TOTAL

ESTADIO 18 DOSIS 5

Valor Frecu
Mce ia .80
D.E. : .90
Minimo 1.10
Méximo 1.15
1.20
1.2%
1.30
1.35
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TOTAL
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ESTADIO 18 DOSIS 7,5

valor Frecuencia X%

1.047
27
.800
1.400
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ESTADIO 18 DOSIS 10

valor Frecuencia1 %

888

289
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Vélido
%
5.0
20.0
10.0
15.0
15.0
5.0
15.0
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VI AN = = O W

e, o w A
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o
o

Acumulado
%

14.3

28.6

42.9

71.4

85.7

Acumul ado
%

5.0
25.0
35.0
50.0
65.0
70.0
85.0
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ESTAD1O 22 DOSIS 2,5

ESTADIO 22 DOSIS S

ESTAD:O 22 DOSIS 7,5

ESTADIO 22 DOSIS 10

1.219

.048
1.150
1.350

valor
1.15
1.20
1.25
1.27
1.35

TOTAL

Valido Acumulado
Frecuencia X%
43.8
50.0
75.0
81.3
93.8

Valido Acumulado
Frecuencia %
23.5
29.4
58.8
70.6
76.5
82.4

Vi

vélido Acumulado
% 3

a
Frecuenc! 71
7.4

85.7

92.9




LONGITUD EMBRIONES
por dosis y estadios

[22ciaiss
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estadio 1©
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- controles
B dosis 7.5

\
\

estadio 14

M dosis 2,6
] dosis 10

| N

estadio 18

estadio 22

[:j dosis 5




DATOS ESTADISTICOS DE VOLUMEN
SEGUN ESTADIOS Y DOSIS

En cuanto al volumen de los embriones tratados y segiun los estadfos y

dosis.

ESTADIO 10

Estadisticos de V5
por niveles de V3

Variable Valor var.
Para poblacién global
V3 2.50

V3 5.00

V3 7.50

v3 10.00

controles

Total Casos =

ESTADIO 14

Estadisticos de V5
por niveles de V3

Variable Yalor var.
Para poblacion global
V3 2.50

V3 5.00

V3 7.50

V3 1¢.00
controles

Total Casos = 56




ESTADIO 18

ESTADIO 22

Estadisticos de V5
por niveles de V3

Variable Valor var.

Para poblacién global

v3 2.50
v3 5.50
v3 7.50
v 10.00
controles

Total Casos = 70

Estadfsticos de V5
por niveles de V3

Variatle Valor var.
para poblacién global
V3 2.50

V3 5.00

Vi 7.50

Vi 10.00

controles
Total Casos = 58




DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DEL VOLUMEM

ESTADIO 10 DOSIS 2,5

Vélido Acumulado
X

: Valor Frecuencia %
Media 5 12. 12.5 12.5
D.E. ° : g 25.0
M{nimo F

Méximo s . g;g

871.5

ESTADIO 10 DOSIH &

Vélido Acumulado
Media .‘_IZG valor Frecuencia % %

D.E. Ce® .10 4 . 50.0 50.0
Minimo w .13 . 25.0 7.0
Maximo .150 .15

TOTAL
ESTADIO 10 DOSIS 7,5

Media
D.E.
Minimo
Méximo

ESTADIO 10 DOSIS 10

Media 034
D.E. 009
Minimo .020
néximo .040




ESTADIO 14 DOSIS 2,5

vVilido Acumulado
% X

Valor i
i v Frecuencia %
D.E. : .05
Minimo .08
Méximo . .09
.10
.15
.16

r.1
14.3
35.7
42.9
57.1
92.9

~n
_.-q.-u

w -
~jui s~

TOTAL

-
(=}
(=]
.

ESTADIO 14 DOSIS 5

vélido Acumulade
Valor Frecuencia % %
.09 .05 6.3
o021 07 . 12.5
.050 .08 18.8
.120 .10 31.5
12

TOTAL

ESTADIO 14 DOSIS 7,5

vélido Acumulado
Valor Frecuencia % x
- 1 10.0 10.0
"017 10.0 20.0
050 10.0

.100 g

ESTADIO 14 DOSIS 10
vélido

Media .076 .
D.E. .022 o
Minimo .050 -

.120 09
Méximo ’ .10

A2

TOTAL




ESTAD1O 18 DOSIS 2,5

ESTADIO 18 DOSIS 5

ESTADIO 18 DOSIS 7,5

Media
D.E.
Minimo
Méximo

ESTADIO 18 DOSIS 10

.138

valor

10
.12
.15
.20

TOTAL

Valor
.06
.07
.09
.10
.15
.20

TOTAL

vélido
Frecuencia % %
21.4 2.4
14.3 14.3
21.4 21.4

valido
Frecuencia % %

5.0

Valor Frecuencia

A2
.13
14
.15
16
.18

TOTAL

valor

)
A2
A3
A6
.16
.18

TOTAL

Frecuencia %

1 5.6
1.1
1.4
61.1

Acumul ado

%
5.0
10.0
15.0
25.0
55.0

SPBES
oro~N~N~-

-

vélido Acumulado
% %

5.6




ESTADIO 22 DOSIS 2,5

Vélido
valor Frecuencia % %
.20 2 . 12.5
.21 % 6.3

122 _ -
.25 n.3

TOTAL

ESTADIO 22 DOSIS 5

vélido Acumulado
%
11.8
17.6
5.9
11.8

ESTAD1O 22 DOSIS 7,5

Media .204 A3
D.E. 054 15
Kinimo .130 16
Méximo .300 12'2

230
TOTAL

ESTADIO 22 DOSIS 10

-
L
—
-
g

valor Frecuencia %
Media 97 16 2 1%.3
D.E. .039 A7
Minimo ;gg ;:
Méximo -
.25
.30

w~ -

e
P .

TOTAL




VOLUMEN EMBRIONES
por dosis y estadios

Bl controles N dosis 2,5 [ ] dosis 6
B dosis 7.5 dosis 10




DATOS ESTADISTICOS DE PESO
SEGUN ESTADIOS Y DOSIS

Asimismo, respecto al peso de los embriones y segin los estadfos y dosis.

ESTADIO 10

Estadisticos de V6
por niveles de V3

Variable Valor var.
Para poblacién global
V3 2.50

V3 5.00

V3 7.50

V3 10.00

controles

Total Casos =

ESTADIO 14

Estadisticos de Vb
po~ niveles de V3

Variable Valor var.
para poblacién global
V3 2.50

V3 5.00

V3 7.50

V3 10.00
controles

Total Casos = 54

ESTADIO 18

Estadisticos de V6
por niveles de

Variable Va'or var.
para poblacién global
v3 2.50

3 5.00

V3 7.50

Vi 10.00
controles

Total Casos = 70




ESTADIO 22

Estadisticos de V6
por niveles de V3

Variable Valor var.

Para poblacién global
V3 2.50
V3 5.00
V3 7.50
Vi 16.00

controles

Total Casos =

D.E.
.0358

.0241
0270
0314
L0176

Casos
58
16
17
1"
14

10




DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DEL PESO

ESTADIO 10 DOSIS 2,5

Acumul ado
Valor Frecuencia % ‘ %
37.5 i 37.5
12.5 ‘ 50.0
12.5 4 62.5
25.0 g 87.5
100.0

ESTADIO 10 DOSIS 5

vilido Acumulado

Valor frecuencia x %
21463 A2 % 25.0 25.0
.023 13 2 - 5.0 50.0
.120 i 1 . 12.5 62.5
.180 .15 . 12.5 75.0

A7 87.5

.18 100.0

TOTAL

ESTADIO 10 DOSIS 7,5

valor Frecuencia %

14.3
14.3
14.3
14.3

e » @
W

- b
R ol

5~
"d!\-l-l"

.-n-vo:olbl

ESTADIO 10 DOSIS 10
vélido

valor frecuencia X %
Media 025 01 37.5 g:
0.E. 014 .02 12.5 : 12.5
Minimo .010 .03 A
Méximo .040 .04 .




ESTADIO 14 DOSIS 2,5

Vélido Acumulado
valor Frecuencia X

01 . . 7.1
.06 . . 14.3
.08 35.7
.09 42.9
1 . . 57.1
.12 . g 7.4

A4 E 85.7
16 .

TOTAL

ESTADIO 14 DOSIS 5

valor Frecuencia X
.02
.06
.08
.10
1
A2
A4
.15

Vélido Acumulado
% X

6.3 6.3
12.5 18.8
12.5 3.3
12.5 43.8

62.5
18.8 81.3
93.8

nN O
P
o

—h ah
- . .
W

-l b -
.

S NHWNNNN =
NN

TOTAL

8
o

ESTADIO 14 DOSIS 7,5

vé'.ido Acumulado
valor Frecuenciaw% 1'30 %
; .05 .
_gg’_;‘ o7 10.0
e 09 10.0
.10
.1
A2

TOTAL

ESTADIO 14 DOSIS

]

Media
D.E.
K{nimo
Méximo

- P\ s = P = W
N
P e i
e e S T

[Pr ey A

.
- L] - -




ESTADIO 18 DOSIS 2,5

Vélido Acumulado
Valor Frecuencia % % ¥
.12 14. 14.3 14.3
A3 4 : 28.6 42.9
.15 . 14.3 57.1
-20 ; 4.3 7.4

.21 ; 14.3 85.7
.26

TOTAL

ESTADIO 18 DOSIS 5

valido Acumulado
%
15.0

.

- Valor Frecuercia
.08
.10
14
15
16
.18
.19
.20
.26

20.9

- -
o WO W
“« »ow
o009
pry
owno
. s
[~R=N=]

g g N ]
woowno
s s
o0

.

.

-.NNH“‘N—‘NII‘
Y

coo

woowno
wilh it
oocooco

TOTAL

o
(=]
o

ESTADID 18 DOSIS 7,5

Valido Acumuladc
Vawr Frecuencia % %

.10
1
13
A4
15
16
A7
.18

_LNN-Q-.-A.--
- i A

Wi = =2 DA
pgnat T T

Lo
- b SV

== OV

ot Tl T T

hmm OO

> N = s

-t wilh e e

orHNN~N—-O

-
(=)
o
.

o
8
.

o

TOTAL

gSTADIO 18 pOsSIS 10

vélido Acumulado
% %

143 vfzgr " 16.7 16.7
.018 .13 Mny o 2a.8
.10 14 . .
.70 A5

.16
A7

TOTAL




ESTADIO 22 DOSIS 2,5

ESTADIO 22 DOSIS 5

ESTADIO 22 DOSIS 7,5

181
.031
.140
.250

ESTADIO 22 DOSIS 10

Valor
.20
.21
.22
.23
.2h
.25
.26
.30

TOTAL

valor
.18
A9
.20
.21
.22
.23
.24
.30

TOTAL

Valor
4
.15
.16
.18
.20
.25

TOTAL

valor
.15
A7
.18
.20
.22

TOTAL

Frecuencia %

- L
VO OO O
« 8 e

. s 0 ®
WO WWMWWWW

frecuencia %

-y N (¥}
wm—.wmmm\.ﬂ
A R
ComnowWwoo

(=]

Frecuencia

frecuencia %

Vélide Acumulado

%
6.3
12.5
18.8
50.0
62.5
68.8
93.8

valido Acumulado
%

5.9
11.8
471
52.9
76.5

i

Wi
)
0 0

.

Lominoin

-
Wi = WU

88.
9%.
00.

valido Acumulado
%
9.

1
3
b
.6
9

0

Valido Acumulado
% %
14.3
21.4
50.0




peso embriones
dosis y estadios

‘-:".:’ \\ :..t:'

L

estadio 10 estadio 14 estadio 18 estadio 22

Bl controles dosis 2,5 [] dosis &

g/ dosis 7,5




ANAL:SIS ESTADISTICO DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LOS

EMBRIONES SUPERVIVIENTES.

Procedemos a realizar nuestro estudio utilizando un

paquete estadistico SPSS-PC, realizando andlisis descriptivo de los datos
(medias y desviaciones tipicas en las variables cuantitativas y porcentajes
en las cualitativas) agrupando los resultados por fases de desarrollo
embrionario y dosis de Mitoxantrone utilizadas. Dicho andlisis se representa

graficamente utilizando diagramas de barras (realizados con el programa

Harvard Graphics).

Para comparar los efectos de las distintas dosis de
Mitoxantrone sobre variables analizadas se emplea el anélisis de la varia‘nza
de un factor (también denominado de una via). Dicha prueba es una
generalizacion de la prueba de la t de Student para datos independientes,
pero apropiada para cualquier nimero de grupos; en nuestro estudio nos
permitird conocer si las medias de peso, longitud y volumen de los

embriones difieren segun las cuatro dosis de Mitoxantrone empleadas.
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As{, para cada una de las variables de peso, longitud y

V —
olumen tenemos r ( =4) grupos de observaciones dependiendo de la dosis
utilizada, por tanto podemos obtener una media global (independiente de la

dosis uti!izada_) y una media en cada uno de los grupos (definidos de acuerdo

a la dosis empleada).

La desviacién de cada una de las observaciones respecto

a la media global podemos separarla en dos partes:
Y;-Y = y; - Vi) + vi-¥)
El primer término de ia derecha es la desviacion de una

observacion (y;) respect~ Su media de grupo, Y Y el segundo término es

la desviacién de la media del grupo respecto a la media general.

La idea base es que la variabilidad total de los datos es

. gnma de dos variabilidades: 12 variabilidad de los datos "dentro” de cada

muestray la variabilidad existente "entre" las muestras. Si la hip6tesis nula
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fuera cierta, las dos varianzas que ocasionan coincidirian, siendo distintas

en otro caso.

Si elevamos al cuadrado estas desviaciones y hacemos
el sumatorio de todas las observaciones, obtenemos la suma de cuadrados

total, que, al igual que antes, puede ser dividida en dos partes:

la suma de cuadrados de las desviaciones de cada

lectura alrededor de la media de su grupo de dosis

correspondiente.

cuadrados de las desviaciones de cada media

la suma de

de grupo alrededor de la media general (contdndose una

vez para cada observacion).

Es decir SCT total = SCD dentro del grupo + SCE entre

grupos.




Si existen grandes diferencias entre las medias de los

grupos, es probable que la SC entre grupos sea mayor que la SC

intragrupos. Si por otra parte, todas las medias de grupos son casi iguales

y aun existe una considerable variacién intragrupos, es probable que suceda
lo contrario. Por tanto, los tamafos relativos de las SC entregrupos e
intragrupos ofrecen una oportunidad para valorar la variacién entre las

medias de los grupos en comparacion con la variacién intragrupos.

La variabilidad total de los datos se mide por la cantidad
de SCT (suma de cuadrados total), siendo el numerador de la varianza de
todos los datos como si fueran una sola muestra, por tanto, sus grados de
libertad son N - 1 (N = el numero total de embriones en cada fase,

independiente de la dosis de Mitoxantrone empleada).

La variabilidad entre las muestras se mide por la
cantidad, SCE (suma de cuadrados entre). Como se calcula en base a r

muestras, sus grados de libertad sonr - 1 (en nuestro caso, 4-1=3).




La variabilidad dentro de las muestras se mide por la

cantidad de SCD (suma de cuadrados dentro), y se obtendréa por diferencia

de la "total" a la "entre" (pues como hemos visto, la SCT era la suma de la

SCE + SCD). Sus grados de libertad también se obtienen por diferencia o,

equivalentemente, como N - r.

Las sumas de cuadrados anteriores son variabilidades
brutas totales. Para obtener variabilidad promedio es preciso dividir cada SC
por sus grados de libertar, obteniendo asl las medias cuadradas; estas

medias cuadradas son la varianza "entre" y la varianza "dentro"”.

Como la varianza "dentro es mezcla de las varianzas de
todas las muestras S? sera una estimacion de la varianza con independencia
de la H, sea cierta 0 no. Si la H, es cierta, la variabilidad "entre™ solo

dependera del azar, ¥ asf estimaré también a la varianza.

El test de analisis de |a varianza consiste en comparar

ambas varianzas (entre y dentro) por el procedimiento clasico de la F de
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Snedecor. La cantidad experimental es el cociente de las dos varianzas, la

cantidad teérica es una F de las tablas de Snedecor; los grados de libertad

son los de las dos varianzas divididas.

Si la razén de varianzas no es significativa o, incluso, si

lo es ligeramente, tiene poco sentido examinar las diferencias entre pares de

medias.

Si F es significativo, contamos con una evidencia razonable de
que existen diferencias reales entre medias y que son lo suficientemente
grandes para mostrarse por encima de la variacién al azar. En este caso,
conviene examinar las diferencias entre grupos al objeto de estudiar a qué

se debe la significacion encontrada.

De entre los diferentes métodos de estudio hemos
seleccionado el de Student-Newman-Keuls. Este método -denominado
secuencial- comienza ordenando las r medias de los grupos en orden

ascendente y compara en primer lugar las dos medias extremas de entre las
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r, luego las dos medias extremas de entre cada uno de los dos grupos de (r-

1) medias consecutivas, y asi sucesivamente con grupos de (r-2). (r-3), ..

y 2 medias consecutivas. La ventaja del procedimiento es evidente: en cada

paso el nimerc 1e medias comparadas va disminuyendo, el valor de K

también y, consecuentemente, el de t , siendo por tanto, mas probable

encontrar una significacion.

A tenor de lo anteriormente expuesto procedemos
seguidamente a reflejar los datos del estudio estadistico por nosotros
efectuado para los embriones supervivientes en nuestro trabajo de

investigacion.




ANALISIS DE LA VARIANZA DE UNA Via

ESTADIO 10

LONGITUD

DOSIS

Andlisis de la varianza
. Suma de Media F

Fuente . cuadrados cuadrados experim.
Egtgg grupos 4.737117 1.5792 34.9540
.00

Dentro del grupo 42 1.8976 .0452
Total 45 6.6353
Baisqueda de significacibn: COMPARACIONES MOLTIPLES POR EL METODO DE
STUDENT-NEWMAN-KEULS
Rangos para un nivel de significacién de .050 -
2.86 3.43 3.78
Loe rangos anteriores son la tabla de rangos.

El valor realmente comparado con la Media(J)-Media(I) es..
.1503 * Rango * sqrt (1/N(I) + 1/N(J))

(*) Denota pares de grupos significativamente diferentes a un nivel de
.050




ANALISIS DE LA VARIANZA DE UNA ViIa

ESTADIO 14

LONGITUD

DOSIS

Analisis de la varianza
Suma de Media F

Fuente cuadrados cuadrados experim.

Entre grupos 1.4371 .4790 22.3986
.0000

Dentro del grupo 50 1.0694 .0214
Total : 53 2.5065
Blisqueda de significacién: COMPARACIONES MOLTIPLES POR EL METODO DE
STUDENT-NEWMAN-KEULS
Rangos para un nivel de significacidn de .080 =
2.85 3.41 3.76
Los rangos anteriores son la tabla de rangos.

El valor realmente comparado con la Media(J)-Media(I) es..
.1034 * Rango * sqrt(1/N(I) + 1/N(J))

(*) Denota pares de grupos significativamente diferentes a un nivel de

.050
GGG




ANALISIS DE LA VARIANZA DE UNA via
ESTADIO 18

LONGITUD

DOSIS

Andlisis de la varianza

Suma de Media F P
Fuente . cuadrados cuadrados experim.

Entre grupos .5120 .1707 7.2662
.0003

Dentro del grupo 66 1.5501 , .0235
Total 69 2.0621
Basqueda de significacibn: COMPARACIONES MOLTIPLES POR EL METODO DE
STUDENT-NEWMAN-KEULS :
Rangos para un nivel de significacién de .050 -
2.83 3.39 3.73
Los rangos anteriores son la tabla de rangos.

El valor realmente comparado con la Media(J)-Media(I) es..
.1084 * Rango * Sqrt(1l/N(I) + 1/N(J))

{*) Denota pares de grupos significativamente diferentes a un nivel de
.050

»




ANALISIS DE LA VALIANZA DE UNA Via
ESTADIO 22

LONGITUD

DOSIS

Andlisis de la varianza

Suma de Media F
Fuente cuadrados cuadrados experim.

Entre grupos .674%

.2248 27.8213
.0000

Dentro del grupo 53 .4364 .0081

Total 57 1.1109

Bisqueda de significacién: COMPARACIONES MOLTIPLES POR E. METODO DE
STUDENT-NEWMAN-KEULS

Rangos para un nivel de significe ~i6n de .050 -

2.84 3.41 3.75

Los rangos anteriores son la tabla de rangos. :
El valor realmente cowparado con la Media(J)-Media(l) es..
.0636 * Rango * Sqrt(1/N(I) + 1/N(J))

(*) Denota pares de grupc~ significativamente diferentes a un nivel de
.0590 .

r
P
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ANALISIS DE
ESTADIO 10
JOLUMEN

DOSIS

Fuente

Entre grupos
.0000

Dentro del gr O

Total 45

VARIANZA DE UNA Vvia

Andlisis de la varianza

Suma d
cuadrados

Media F P
cuadrados experim.

.1085 .0362 53.7912

.0282 .0007

1367

Bisqueda de significacién: COMPARACIONES MULTIPLES POR EL METODC DE

STUDENT-NEWMAN-KEULS

Rangos para un nivel de significecién de

3.78

.050 -

Los rangos a...eriores son la tabla de rangos.

El valor realmente comparado con la

Media{J)-Media(I) es..

.D183 * Rango * sqrt (1/N(I) + 1/N(J))

{*) Denota
.050

G

r

P

ires de grupos signif;cativamente diferentes a un nivel de




ANALISIS DE “A VARIANZA DE UNA via
ESTADIO 14

VOLUMEN

DOSIS

Analisis de la varianza
Suma de Media F

cuadrados cuadrados experim.

Entre grupos .0075 .0025 2.9005
.0440

Dentro del grupo 50 .0429 .0009
Total 53 .0503

Bisqueda de significacién: COMPARACIONES MOLTIPLES POR EL METODO DE
STUDENT-NEWMAN-KEULS
Rangos para un nivel de significacién de .050 -
2.85 3.41 3.76
Los rangos anteriores son la tabla de rangos.

El valor realmente comparado con la Media(J)-Media(I) es..
.0207 * Rango * Sqrt(1l/H(I) + 1/N(J))

(*' Denota pares de grupos significativamente diferentes a un nivel de

G
r
p
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ANALISIS DE LA VARIANZA DE UNA VIA

ESTADIO 18

VOLUMEN

DOSIS

Analisis de la varianza
Suma de Media F

cuadrados cuadrados experim.

Entre grupos u39 .0013 1.1090
.3518

Dentro del grupo 66 .0769 .0012
Total 69 .0807
Basqueda de significaciédn: COMPARACIONES MOLTIPLES POR EL METODO DE
STUDENT-NEWMAN-KEULS
Rangos para un nivel de significacién de .050 -
2.83 3.39 3.73
Los rangos anteriores son la tabla de rangos.

El valor realmente comparado con la Media(J)-Media(I) es..
.0241 * Rango * Squt(1l/N(I) + 1/N(J))

No existen dos grupos significativamente diferentes a un nivel de .050




ANALISIS DE LA VARIANZA DE UNA via
ESTADIO 22

VOLUMEN

DOSIS

Analisis de la varianza

Suma de Media F

cuadrados cuadrados experim.

Entre grupos .0214 .0071
i 6.7742

Dentro del grupo 54 .0567 .0011

Total 57 .0781

Baisqueda de significacién: COMPARACIONES MOLTIPLES POR EL METODO DE
STUDENT-NEWMAN-KEULS

Student-Newman-Keuls Procedure
Rangos para un nivel de significacién de .050 -

2.84 3.41 3.75
Los rangos anteriores son la tabla de rangos.

El valor realmente comparado con la Media(J)-Media(I) es..
.0229 * Rango * Sqrt(1/N(I) + 1/N(J))

(*) Denota pares de grupos significativamente diferentes a un nivel de
.050




ANALISIS DE LA VARIANZA DE UNA via

ESTADIO 10

PESO

DOSIS

Analisis de la varianza
Suma de Media F

Fuente . cuadrados cuadrados experim.

Entre grupos .2397 .0779 117.2451
.0000 :

Dentro del grupo 42 .0286 .0007

Total 45 .2683

Bisqueda de significacién: COMPARACIONES MOLTIPLES POR EL METODO DE
STUDENT-NEWMAN-KEULS

5Student-Newman-Keuls Procedure
Rangos para un nivel de significacién de .050 -

2.86 3.43 3.78

Los rangos anteriores son la takla de rangos. '
El valor realmente comparado con la Media(J)-Media(I) es..
_0185 * Rangoc * Sgrt(1/N(I) + 1/N{J))

(*) Denota pares de grupos aignificativamente diferentes a un nivel de

.050
GGG
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ANALISIS DE LA VARIANZA DE UNA VIA
ESTADIO 14

Andlisis de la varianza

Suma de Media F

Fuente . cuadrados cuadrados  experim.

Entre grupos .0045 .0015 1.3023
.2840

Dentro del grupo 50 .0570 .0011
Total 53 .0614
Basqueda de significacién: COMPARACIONES MOLTIPLES POR EL METODO DE
STUDENT-NEWMAN-KEULS
s.udent-Newman-Keuls Procedure
Rangos para un nivel de significacién de .050 -
2.85 3.41 3.76
Los rangcs anteriores son la tabla de rangos.

El valor realmente comparado con la Media(J)-Media(I) es..
.0239 * Rango * Sgrt(1/N(I) + 1/N(J))

No existen dos grupos significativamente diferentes a un nivel de .050




ANALISIS DE LA VARIANZA DE UNA VIA
ESTADIO 18

Andlisis de la varianza
Suma de Media F
Fuente cuadrados cuadrados experim.

Entre grupos .0258 .0086 1.2255
.3074

Dentro del grupo .4640 .0070
Total 69 .4899

Basqueda de significacién: COMPARACIONES MOLTIPLES POR EL METODO DE
STUDENT-NEWMAN-KEULS

Rangos para un nivel de significacién de .050 -

2.83 3.39 3.73

Los rangos anteriores son la tabla de rangns. .
El valor realmente comparado con la Media(J)-Media(Il) es..
.0593 * Rango * Sqrt(1/N(I) + 1/M(J))

No existen dos grupos significativamente diferentes a un nivel de .050




ANALISIS DE LA VARIANZA DE UNA Via
ESTADIO 22

por

Analisis de la varianza

Suma de Media F P
Fuente . cuadrados cuadrados experim.

Entre grupos .0386 .0129 20.3074
. 0000

Dentro del grupo 54 .0342 .0006
Total ‘ 57 .0729
Bisqueda de significacién: COMPARACIONES MOLTIPLES POR EL METODO DE
STUDENT-NEWMAN-KEULS
Rangos para un nivel de .050 -
2.84 3.41 3.7%
Los rangos anteviores son la tabla de rangos.

El valor realmente comparado con la Media{J)-Media(I) es..
.0178 * Rango * sqrt(1/N(I} + 1/N(J))

(*) Denota pares de grupos significativamente diferentes a un nivel de
.050




ANALISIS DE LA VARIANZA DE UNA

LONGITUD

ESTADIO

Analisis de la varianza
g Suma de Media F

Fuente cuadrados cuadrados experim.

Entre grupos 2.3119 0.7706 14.0175
.0000

Dentro del grupo 224 12.3148 0.0550
Total 2217 14.6267
Basqueda de significacién: COMPARACIONES MOLTIPLES POR EL METODO DE
STUDENT-NEWMAN-KEULS
Rangos para un nivel de significacién de .050 -
2.81 3.34 3.67
Los rangos anteriores son la tabla de rangos.

El valor realmente comparado con la Media(J)-Media(I) es..
.1658 * Rango * Sqrt(1/N(I) + 1/N(J))

(*) Denota pares de grupos significativamente diferentes a un nivel de
.050




ANALISIS DE LA VARIANZA DE UNA

VOLUMEN

ESTADIO

Analisis de la varianza
Suma de Media F

Fuente cuadrados cuadrados experim.

Entre grupos 0.6494 0.2165 140.1884
.0000

Dentro del grupo 224 0.3459 0.0015

Total 227 0.9953

Biisqueda de significacién: COMPARACIONES MOLTIPLES POR EL METODO DE
STUDENT-NEWMAN-KEULS
Rangos para un nivel de significacién de .050 -~
2.81 3.34 3.67
Los rangos anteriores son la tabla de rangos.

El valor realmente comparado con la Media(J)-Media(I) es..
1034 * Rango * Sgrt(1/N(I) * 1/N(J))

(*) Denota pares de grupos significativamente diferentes a un nivel de
.050




ANALISIS DE LA VARIANZA DE UNA Via

PESO

ESTADIO

Analisis de la varianza

: Suma de Media F P
Fuente ' cuadrados cuadrados experim-

Entre grupos .4958 2 653 41.4820
.0000

Dentro del grupo 224 .8925 .0040
Total 227 1.3884
Bisqueda de significacidn: COMPARACIONES MOLTIPLES POR EL METODO DE
STUDENT-NEWMAN-KEULS
Rangos para un nivel de significacién de .050 -
2.81 3.34 3.67
Los rangos anteriores son la tabla de rangos.

El valor realmente comparado con la Media(J)-Media(I) es..
.0446* Rango * Sqrt (1/N(I) + 1/N(J))

(*) Denota pares de grupos gsignificativamente diferentes a un nivel de

.050
G




RESULTADOS DEL ANALISIS DE LA VARIANZA DE UNA VIA

Una vez aplicado el andlisis de la varianza en los datos
de  longitud, volimen y peso en los embriones supervivientes tras la
administracion de las dosis referidas de 2,5, 5, 7,5 y 10 microlitros hemos

obtenido los siguientes resultados:

En relacion a la longitud, y cuando dichos embriones se

encontraban en el estadio 10 de H.H., el analisis de la varianza denota pares
de grupos significativamente diferentes a un nivel de 050 entre los
embriones tratados con dosis de 2,5 mcl. respecto a los tratados con dosis
de 7.5y 10 mcl., y los tratados con dosis de 5 mcl. respecto a los tratados

con dosis de 7,5 y 10 mcl.

Cuando los embriones se encontraban en el estadio 14
de H.H., el anélisis de la varianza denota pares de grupos significativamente
diferentes a un nivel de 050 entre los embriones tratados con dosis de 2,5

mcl. respecto a los tratados con dosis de5, 7,5y 10mcl., y los tratados
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con dosis de 5 mcl. respecto a los tratados con dosis de 10 mcl.

Cuando los embriones se encontraban en 2| estadio 18
de H.H., el anéalisis de la varianza denota pares de grupos significativamente
diferentes a un nivel de 050 _.ire los embriones tratados con dosis de 2,5
mcl. respecto a los tratados con dosis de 5, 7,5 y 10 mcl., y los tratc1os

con dosis de 5 mcl. respecto a los tratados con dosis de 10 mcl.

Cuando los embriones se encontraban en el estadio 22

de H.H., el anélisis de la varianza denota pares de grupos significativamente
diferentes a un nivel de 050 entre ios embriones tratados con dosis de 2,5
mcl. respecto a los tratados con dosis de 5, 7,5y 10 mcl., y los tratados

con dosis de 5 mcl., respecto a los tratados con dosis de 7,5 ¥ 10 mcl.

En relacién al volumen Yy cuando los embriones se
encontraban en el estadio ‘0 de H.H., el andlisis de la varianza denota pares
de grupos significativamente diferentes a un nivel de 050 entre los

embriones tratados con dosis de 2,5 mcl. respectu a l0s +ratados con dosis




de 5, 7,5y 10 mcl.; los tratados con dosis de 5 mcl. respecto a los tratados

con dosis de 7,5 y 10 mcl. y los tratados con dcsis de 7,5 re.specto a los

tratados con dosis de 10 mcl.

Cuando los embrior’ 5 se encontraban en el estadio 14
de H.H. el analisis de la varianza denota pares de grupos significativamente
diferentes a un nivel de 050 entre los embriones tratados con dosis de 2,%

mcl. respecto a los tratades con dosis de 10 mcl.

Cuando los embriones se encontraban en el estadio 18
ge H.H. en el anélisis de la varianza no existen grupos significativamente

diferentes a un nivel de 050.

Cuando los embriones sé encontraban en el estadio 22
de H.H. el anélisis de |a varianza denota pares de grupos significativamente
diferentes a un nivel de 050 entre los embridnes trataros con dosis de 2,5

mcl. respecto a los tratadbs con dosis de 7,5 ¥ 10 mcl, y los tratados con
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dosis de 5 mcl. respecto a los ratados con dosis de 7,5 y 10 mcl

Por tiltimo v en relacian al peso y cuando los embriones

. encontraban en e! estadio 10 de H.H. el andlisis de la varianza denota
pares de grupos significati-vamente uiterentes a un nivel de 050 entre los
em' ricnes tratadcs con dosis ce 2,5 mcl. respecto a los tratados con dosis
de 5, 7,5 y 10 mcl; los tratados con dosis de % mcl. respecto a los tratados
cor josis de 7,5 y 10 mel v los . .dos con dosis de 7,5 respecto a los

tratados con dosis de 10 mcl.

Cuando los emuriones se encontraban en los etadics 14
y 18 de H.H., no existieron en el andlisis de la varianza gQrupos

significativamente difere..tes Ut nivel de 050.

Cuando los embriones se encontraban en el estadio 22
de P H. el anélisis de la varianza denota pares de grupos sigrificativamente
diferentes a un nivel de 050 entre los embriones tratados con dosis de 2.5
mcl. respecto a los tratados con dosis de 5, 7,5y 10mcl, ¥ los tratados con

dosis de 5 mcl. respecto @ los tratados con dosis de 7,5 y 10 mcl.
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ESTUDIO DE LAS MALFORMACIONES

Tal y con'o se refleja en el cuadro general de resultacos,

en nuestro trabajo de investigacién hemos comprobado la produccién, por

parte del citostatico objeto de nuestro estudio, el mitoxantrone, de una serie

de alteraciones morfol6gicas en el desarrollo embrionario.

De manera general y iras agrupar el porcen*aje global de

embriones malformados por dosis y estadios hemos obtenido los siguientes
resultados, que en aras de un mejor estudio comparado los representamos

en diagrama de barras.

En el estudio de estos resultados hemos de hacer constar
que no se han incluido aquellos embriones que transcurridas 48 horas de la
administracién, se encontraban muertos, por lo que estas cifras reflejan
exclusivamente el estudio de las malformaciones acaecidas en !os embriones

supervivientes.




% de malformaciones
dosis y estadios

z £

es.adio 10 estadio 14 estadio 18 estadio 22

Bl dosis 2,5 dosis 5

[ ] dosis 7,5 ¢ dosis 10




DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LAS MALFORMACIONES OBTENIDAS

ESTADIO 10 DOSIS 2,5

MALFORMACION 1

Vélido Acumul ado
Valor Frecuencia x % %

normal 0.0 4 50.0 50.0 50.0
tronco en “S" 1.00 50.0 100.0

TOTAL

ESTADIO 10 DOSIS 5

MALFORMACION 1

Vilido Acumulado
Frecuencia % % X

normal 25.0 25.0 25.0
tronco en “S" ‘ 7.0 100.0

ESTADIO 10 DOSIS 7,5

MALFORMACION 1
Vilido Acumulado
Frecuencia x %
normal 4 28.6 28.6
tronco en "S" 57.1 85.7
atrofia cola 7.1
amorfo

MALFORMACION 2

normal

extrofia cardfaca
microcefalia
microftalmia bilat

MALFORMACION 3

vélido Acumulado
% %

Frecuencia
i 8.7 8.7

normal 7.1 92.9

atrofia cola
anoftalmia




ESTADIO 10 DOSIS 10

MALFORMACION 1

normal
tronco en "“s»

MALFORMACION 2

normal
microftalmia izqda

ESTADIO 14 DOSIS 2,5
MALFORMACION 1
normal
tronco en “s"

atrofia cola
microftalmia izqda

MALFORMACION 2

normal it
microftalmia izqda

ESTADIO 14 DOSIS 5

MALFORMACION 1

normatl
tronco en "S"
hemorragia cefélica

MALFORMACION 2

normal .
hemorragia cefélica

Valor Frecuencia %

0.0 4 25.0

1.00 12
TOTAL

Valor Frecuencia %
0.0 15 93.8
8.00

TOTAL

Valor Frecuencia %
0.0 35.7
1.00 42.9
3.00

8.00

TOTAL

Valor Ffrecuencia X
0.0 13 92.9
8.00

TOTAL

Frecuencia %

12 75.0
3 18.8

Frecuencia %

15 93.8

Vélido Acumulado
X %
25.0 5.0
100.0

Vélido Acumulado
% X

93.8 93.8
6.3 100.0

valido Acumulado

35.7 35.7
42.9 78.6
14.3 92.9

741 100.0

vélido Acumulado

% %

92.9 92.9
7.1 100.0

vilido Acumulado
% x

75.0 7.0
18.8 93.8
6.3 100.0

vélido Acumulado

% X

93.8 93.8
6.3 100.0

cemmme=

100.0




ESTADIO 14 DOSIS 7,5

MALFORMACION 1

normal
atrofia cola
anoftalmia

MALFORMACION 2

normal
anoftalmia

MALFORMACION 3

normal
microcetalia

ESTADIO 14 DOSIS 10
MALFORMACION 1

normal

tronco en “s"
microftalmia bilat
anoftalmia

ESTADIO 18 DOSIS 2,5

MALFORMACION 1

normal
atrofia cola

Frecuencia %
4 40.0
3 30.0

Valor Frecuencia X

0.0 80.0
7.00

TOTAL

Frecuencia %
9 0.0

Frecuencia %

Valor Frecuencia X

0.0 12 85.7

3.00

TOTAL

Vélido Acumulado
* %
40.0 40.0
30.0 70.0
30.0 100.0

Vélido Acumulado
% %
80.0 80.0
20.0 100.0

Vélido Acumulado
% %
90.0 90.0
10.0 100.0

Valido Acumulado
% %
50.0 50.0
21.4 Ti.6
14.3 85.7
100.0




ESTADIO 18 DOSIS S5

MALFORMACION 1

normal
atrofia cola
microftalmia bilat.

ESTADIO 18 DOSIS 7,5

MALFORMACION 1

normal
atrofia cola

ESTADIO 18 DOSIS 10

MALFORMACION 1

normal
atrofia cola

MALFORMACION 2

normal :
microftalmia unilat.

ESTADIO 22 DOSIS 2,5
MALFORMACION 1

normal

Valor
0.0
3.00
7.00

TOTAL

Valor
0.0
3.00

TOTAL

valor
0.0
3.00

TOTAL

Frecuencia %
80.0
10.0

Frecuencia %
16 88.9

frecuencia %
15 83.3

Frecuencia %
17 94 .45

Frecuencia %
100.0

Véalido Acumulado
% %
80.0 80.0
10.0 90.0
10.0 100.0

Vvélido Acumulado

88.9 88.9
1.4 100.0

Vélido Acumulado

83.3 83.3
100.0

Valido Acumulado
% %
94,45
5.55 100.0

94.45

valido Acumulado

% %
100.0 100.0




ESTADIO 22 DOSIS §

MALFORMACION 1

Vélido Acumulado
Valor Frecuencia ¥% % %

normal 0.0 100.0 100.0
TOTAL

ESTADIO 22 DOSIS 7.5

MALFORMACION 1
Vélido Acumulado
Frecuencia %

normal A 4 81.8 81.8
atrofia cola t i 9.1 90.9

anoftaimia 5 : 9.1 100.0

ESTADIO 22 DOSIS 10
MALFORMACION 1

Valido Acumulado
Frecuencia %

normal 1 78.6 78.6 78.6
atrofia cola 21.4  100.0

Como se puede apreciar el mayor porcentaje de
malformaciones apareci6 en el estadio 10 de H.H. y e! estadio 14 de H.H

disminuyendo considerablemente en el estadio 18 de H.H. y llegando a

desaparecer para |a dosis de 2,5 y 5 en el estadio 22 de H.H.




Tras esta vision general del porcentaje de malformaciones

encontrado, pasemos al estudio individualizado de las malformaciones
obtenidas.

Obviamente reflejar en nuestraiconografia la totalidad de
los embriones, por nosotros estudiados, supondria adjuntar un volimen de
fotografias que completaria varios albumes, lo cual resultaria excesivamente
gravoso por lo innecesario; dado que las malformaciones por nosotros
obtenidas se han repetido en las diferentes dosis y estadios, en ocasiones
aisladas en otras asociadas de forma variable, hemos considerado efectuar
una seleccion de los embriones cuyas malformaciones resultan
representativas de las encontradas en el conjunto de las diversas dosis y

estadios que han constituido nuestro trabajo de investigacion.

Asimismo hemos de hacer cdnstar que la malformacion
més frecuente y que apareci6 en la practica totalidad de los embriones
corresponde & la microsomia, pero no cabe duda que esta queda claramente
puesta de manifiesto en la comparacién de las cifras de peso, volumen y

longitud de las tablas de resultados, @ ser comparagas con las de los
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embriones testigos, por elio en este apartado no incluimos iconografia

comparada.




Embrion al que se le administraron 10 mel de mitoxantrone

cuando se encontraba en el estadio 10 de H.H. de desarrollo.

En la figura 1, se aprecia la fuerte inflexion que presenta a
nivel del tronco, lo que hemos dado en denominar “Tronco en S", anomalia esta
que se presenté con una elevada frecuencia en los estadios 10y 14de H.H., no

asi en los estadios 18 y 22 de H.H. donde no aparecio ningun caso.

En la figura 1a, perteneciente al lado izquierdo del mismo
embrién comprobamos la existencia de una discreta microftalmia unilateral en
este lado, y que pudimos observar que sé verifica a expensas de un menor
crecimiento de la cupula retiniana, no asi de la placoda cristaliniana que
mantenia un diametro similar en ambos lados hecho este que pudimos compro-
bar en la generalidad de los casos de microftalmia unilateral, como el que
observamos. Asimismo hemos de hacer constar que los casos de niicroftaimia
por nosotros obtenidos aparecieron en el estadio 10 6 14 de H.H., solo un caso
en el estadio 18deH.H.y ningunc en el estadio 22 de H.H., y siempre en ellado

izquierdo.







Embrién al que se le administraron 10 mcl de mitoxantrone

cuando se encoritraba en el estadio 14 de H.H. de desarrollo.

Enla figura 2 observamos el embrién completo, yafijado en
s--=n| al 15%, inmediatamente antes de ser incluido en parafina, y en el que se

aprecia claramente la fuerte inflexion del Tronco, “Tronco en S".

La figura 2a, corresponde a un plano de seccion pertene-

ciente a este mismo a@mbrién, que interesa a la zona de inflexién truncal y en el

que se apreciala doble imagen medilar, letras My \z'doble imagen notocordal,

letras N, asimismo apreciamos una otocorda arrosariada con evidentes signos

de lisis lo que concuerda con urd clara afectacién mesodérmica.







Corresponden estas figuras a dos embriones a quienes se

administrd 7,5 mcl de mitoxantrone cuando se encontraban en ei estadio 10 de

H.H. dedesarrollo, y representan dos tipos diferentes de asociacion malformativa

que incluye la inflexion del tronco.

En la figura 3, observamos el Gnico caso de inflexién truncal
a nivel cervical asociado a una microcefalia y anoftalmia bilateral por una grave

alteracion en el desarrollo de las vesiculas encefalicas.

En la figura 4, se aprecia una ieve inflexion truncal en este

caso asociada a una agenesia de colay ligera despigmentacion retiniana.







Ambas figuras corresponden al mismo embrién, al que se

administraron 7,5 mcl de mitoxantrone cuando se encontraba en el estadio 14

de H.H. de desarrollo.

En este embridn se aprecié ' .2 marcada microsomia, y se
observa una discreta inflexion del tronco acompanada de agenesia de cola, n0
obstante la mayor alteracién corresponde al polo ceidlico donde podemos
apreciar una microcefaliacon agenesiabilateral de vesiculas dpticas, anoftalmia,
alteracion esta Gltima que encontramos casi exclusivamente en el estadio 14de

H.H. de desarrollo y para las dosis de 7,5 mcl y 10 mcl.







Corresponden ambas iméagenes a un embrion al que se

administré 2,5 mcl cuando se encontraba en el estadio 14 de H.H. de desarrollo.

En el que se observa la existencia de una agenesia de cola

con una morfologia normal a nivel del tronco.

A nivel ocular se aprecia una ligera microftaimia bilateral,
pero llama la atencién en la figura 6a correspondiente al lado izquierdo del
embrion, la existencia de una ligera atrofia del cristalino de este lado en

comparacion con el del lado derecho que presenta un diametro mayor.







Ambas imagenes corresponden al mismo embri6n al que se

administraron 10 mcl cuando se encontraba en el estadio 18 de H.H. de
desarrollo.

Este embrién constituye una clara representacion de las
dos malformaciones que aparecieron en los embriones de los estadios 18y 22

de H.H., la atrofia caudal y la microftaimia uni o bilateral.

En el caso que nos ocupa coinciden ambas malformacio-
nes, |a atrofia de cola y la microftalmia concretamente unilateral y que afecta al
globo ocular del lado izquierdo, la comparacién con el del lado derecho pone de

manifiesto esta marcada microftalmia.







Amén de las malformaciones anteriormente expuestasen
el presente trabajo de investigacién hemos obtenido una alteracién del

desarrollo que se ha evidenciado en la practica totalidad de los embriones
supervivientes, nos referimos a la microsomia que de forma general ha
aparecido en todos los estadios y para todas las dosis, encontrando un
menor volimen y un menor peso en los embriones tratados que en los
embriones testigos, por ello les mostramos seguidamente i0s cuadros de
medias y porcentajes de volimen y pesos seguin estadios y Josis y que

consideramos suficientemente aclarativos de dicha alteracion en el
desarrollo:

VOLUMENI(enc.c.)

Estadio Testigos 2.5 mcl 5 mcl

10 0.18 0.169
14 0.22 0.107
18 0.25 0.157
22 0.29 0.232

n

5 mel 7.5 mcl 10 mcl

0.143 0.080 0.025
0.101 0.099 0.081
0.153 0.148 0.143
0.215 0.181 0.178
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Para una mejor comprensién de la pérdida de peso y

volumen de los embriones tratados con Mitoxantrone en relacién con los

testigos les presentamos los cuadros comparativos de la media de los

porcentajes de volimen y peso considerando el 100% a la media obtenida

en los testigos:

VOLUMEN

5mcl 7.5 mel 10 mcl

66.6% 43.8% 18.8%
42.7% 38.6% 33.6%
62.4% 57.2% 55.2%
75.8% 70.3% 67.9%




DISCUSION




Como reflejamos en el capitulo de introduccién, no
hemos encontrado articulos o publicaciones de investigadores interesados
en el efecto que la sustancia objeto de nuestro estudio, el Mitoxantrone,
ejerce en el desarrollo del embrién de ave, por ello carecemos de datos con
los que cotejer los resultados por nosotros obtenidos. No obstante,
trataremos de efectuar un andlisis, no solo del efecto global del
Mitoxantrone, sino de las malformaciones por nosotros obtenidas en nuestro
trabajo de investigaciéon. Como se indica en la monografia del Novantrone
que los Laboratorios Lederle, sintetizadores y distribuidores de esta

sustancia, facilitan a los profesionales de la Medicina, el Novantrone ejerce

efectos profundos sobre la célula que en ultima inctancia provocan su

destruccién. Sin embargo, esté todavia pendiente de determinar cudl es con
precision el "suceso letal”, si es que efectivamente se produce uno solo de

tales sucesos, y qué sucede cronolégicamente antes de la citolisis.

Seguin esta afirmacion, el Mitoxantrone produciria la

| destruccion del 100% de las células, y porcentajes inferiores solo se podrian

achacar a la escasez en la dosis administrada, es decir que partiendo de una
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dosis, todo aumento de ésta conlleva un aumento de la citolisis, lo que en

teoria resulta bastante légico.

Pues bien, nosotros no podemos desmentir que asi
suceda en cultivos celulares aislados, pero no podemos estar de acuerdo en
cuanto a organismo en desarrollo se refiere, a tenor del andlisis de los
resultados obtenidos en nuestro trabajo de investigacién. Veamos el cuadro
de supervivenéia de embriones por dosis y estadios, de ser cierta, en
embriones, esta afirmacion, al aumentar la dosis en un mismo estadio el
porcentaje de supervivencia disminuiria y obviamente esto no sucede en
ninguno de los cuatro estadios por nosotros estudiados. Pero como dic?
TUCHMANN-DUPLESSIS, 1984, la toxicidad de Gh compuesto para el
embrién puede manifestarse por la muerte de la camada o por la aparicién
de malformaciones, si bien estos dos efectos no siempre van unidos. Si
observamos el cuadro global del porcentaje de embriones malformados,
tampoco podemos afirmar que un aumento de dosis conlleve un aumento de
las malformaciones, dado que esta relacién solo existe en los estadfos 10 v

22 de H.H., pero no en los estadios 14 y 18 de H.H.
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Pero entonces cabe preguntarse: ;Es el Mitoxantrone el

responsable de la toxicidad en los embriones por nosotros estudiados?,

consideramos que si, y la aclaracién creemos haberla hallado en el
mecanismo intimo de su efecto celular. Segin BOWDEN y cols., 1985 "El
Mitoxantrone se fija intensamente al DNA, segun los diagramas de
Scatchard éste presenta dos ligares de fijacién: Se cree que el lugar mas
fuerte representa la intercalacion y que el lugar méas débil representa la
fijacion electrostatica de los grupos NH y OH de la cadena lateral del
Mitoxantrone a la columna vertebral fosfética de la espiral del DNA", si esta
fijacion fuese tan intensa, toda célula en contacto con Mitoxantrone
indefectiblemente llegaria a la citolisis y obviamente creemos que no es asl,
y en este sentido consideramos .mas acertados los trabajos de LOWN y
cols., 1985, que comprobaron que el Mitoxantrone solo se fija intensamente
cuando la hendidura principal es bloqueada pero menos efectivamente
cuando la solucién recaia en la hendidura secundaria, en Cuyo Caso la unién
resultaria labil y reversible. El factor determinante de ia unién a la hendidura
principal, secundaria, o simultdneamente en ambas, no ha sido aclarado por

ningtn autor de los por nosotros consultados. Ahora bien, si consideramos
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a la célula de forma aislada, por ejemplo en cultivos celulares, las

.afnrmacsones de Bowden, seran ciertas puesto que dependerfan en principic,

exclusivamente de la dosis administrada, pero en nuestro caso, cuando
actuamos sobre 6rganos en formacién e incluso cuando se actia sobre
estructuras celulares complejas, estas afirmaciones resultan inciertas, y

creemos que esto es asi por dos motivos fundamentalmente:

El primero lo constituiria los factores de induccion del
desarrollo embrionario, los cuales obviamente han de influir por modificacién
en la accién o por competencia en el efecto que un téxico celular, en nuestro

caso el Mitoxantrone, ejerce.

Y en segundo lugar no hemos de olvidar que las células
poseen mecanismos de regeneracién enzimatica, especialmente durante el
periodo organogenético son capaces de regenerar los segmentos danados
o inmovilizados del DNA, es decir que ante la lesion de las cadenas de DNA
se oponen los Mecanismos de regeneracion énzimética, DE VITA, 1.978,

que indudablemente condicionan el efecto citostéatico, y que constituyen uno

159




de los factores, quizds el mas importante, de los que conforman la

suceptibilidad del individuo al f&rmaco.

De manera general dos tendencias engioban el efecto de

las sustancias citostaticas en el desarrollo embrionario, para unos como
KELLER y cols. 1.983, producirian embriotoxicidad al considerar que "sélo
condicionan muerte, ya que alteran en su practica totalidad los mecanismos
vitales", mientras que otros, KOPF-MAIER y cols., 1.985, interpretan que su
accién altera iniciales mecanismos morfogénicos que condicionan e incluso
destruyen el patrén de desarrcllo, aunque no el vital; esto es, son

teratégenos.

En nuestro trabajo el Mitoxantrone ha mostrado producir
lo que STAPLES y WILSON, 1.979, llaman toxicidad sobre el desarrollo,
manifestada por la produccién de letalidad embrionaria, pues ha producido
la muerte de un namero significativo de embriones, y de toxicidad

embrionaria, y. jue ha sido muy frecuente y casi general encontrar un

tamafio muy reducido, microsomia, en los embriones supervivientes.
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Ademés coincidiendo con JONHSON, 1 .984, el cociente entre toxicidad en
el animal adulto y la toxicidad del desarrolio (A/D) resulta ser > 1, por lo que
el embridn se daiia a unos niveles inferiores a los que resuitan téxicos para

el adulto, nosotros hemos podido confirmar este extremo, dado que el

porcentaje de embriones malformados ha disminuide progresivamente para

las mismas dosis al aumentar el estadio de aplicacion.

Se puede comprobar que dentro de un mismo grupo de
embrionzs, igual dosis, igual estadio, y en las mismas condiciones de
incubacién, ha sido muy frecuente la produccién de distintos tipos de
efectos, asi practicamente todos los grupos de embriones tratados con
Mitoxantrone tenfar embriones vivos normales y embriones muertos, a
veces en distinto estadio de degeneracion, y embriones cun diferentes tipo<
de malformacién. En relacion a esto podriamos considerar que el
Mitoxantrone sea un agente fase-especifico, por lo que su accién teratégena
dependerfa de un umbral determinado por el nimero de céluias que entran
en la fase sens:L e durante el tiempo en que el agente esté presente. Si esto

ocurre al comienzo de la ola de multiplicacién de un estadio de
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organogeénesis, es facil imaginar c6mo una pequeina diferencia en el

comienzo de la ola en los embriones de un mismo grupo puede modificar los

efectos citostaticos del agente TUCHMANN-DUPLESSIS, 1.984.

Asimismo hemos de tener en cuenta que el ritmo de replicacién
del DNA no es constante en las diferentes etapas del desarrollo, segun
NRUBERT y cols., 1.980, el ritmo de réplica del DNA en el embrién aumenta
mil veces sobre el mecanismo genético durante los dos o tres primeros dias
del comienzo de la organogénesis, para mantenerse hasta el estadio de
diferenciacién organogénica y decrecer nicamente a partir de la fase de
crecimiento. En nuestra investigacion hemos comprobado c¢cémo
efectivamente el Mitoxantrone ha provocado la mayor tasa de
embrioletalidad en los estadios 10 y 14 de H.H., para disminuir y' en una
dosis desaparecer en los estadios 18 y 22 de H.H. Idénticos resultados, y
considerameos que por idéntico motivo, se comprueban tras el estudio del
porcentaje de embriones malformados, cuya méaxima incidencia se aprecio
en el estadio 10 de H.H., disminuy6 en el estadio 14 de H.H. y llega a

practicamente desaparecer en el estadio 22 donde la préctica totalidad de
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los embriones supervivientes presentaban una morfologia normal.

No obstante, el andlisis global del efecto del

Mitoxantrone en el embrién de ave, no se puede considerar tan puntual en
el tiempo ni tan especifico de la sustancia, habida cuenta que las
malformaciones observadas se localizan y son dependientes en estructuras
con diferente patrén organogenético: Extrofia cardiaca, Tronco en "S",
Atrofia de cola, Microftalmia, Anoftalmia, Microcefalia.... etc.; mas bien
podria provocar una alteracién en fases iniciales del desarrolio de un grupo
celular, posiblemente diferenciado especificamente de una 1dmina, y la
posible alteracién no sélo de los derivados de ella, sino de los inducidos y
reactores a la misma. Tal.vez, este sea uno de los mecanismos causales ue
la accién teratogénica del Mitoxantrone, ya que el posible bloqueo del
metabolismo del DNA alteraria o modificaria el patrén de aquellas éreas con
un mayor indice de crecimiento y diferenciacion, presentando en este

sentido una aparente selectividad al »critical time" organogenético.

Aun asf, no hemos de olvidar que el efecto citotéxico del
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Mitoxantrone, como agente bloqueante de la duplicaci6n de las cadenas de

DNA, ha de estar intimamente relacionado con la fase del ciclo de
multiplicacion celular en el momento preciso de su aplicaciéon. En este
sentido, KOHLER, 1.979, realiz6 unos interesantes estudios sobre la cinética
celular embrionaria y comprobé que la velocidad del ciclo generativo de la
céluia varia con considerable rapidez en el curso de la vida del embrién. En
ratas, por ~jemplo, comprobé que entre el dia 11 y 12 la célula tiene un
crecimiento exponencial y la duracién del ciclo completo es de 8 horas (tres
generaciones celulares en 24 horas). Durante este periodo la fase G, estéd
probablemente ausente, mientras que la mayor parte de las células estan en
fase G, y S tardia. Seguin los trabajos de KAPUSCINSKI y cols., 1.981, las
células bloqueadas en la fase G, contienen mayores cantidades de RNA en
comparacion con las normales. Dado que el Mitoxantrone se une por
intercalacién entre pares de bases al DNA y al RNA de espiral simple y de
doble espiral, y puesto que por estas fechas, como hemos visto, la mayor
parte de las células se encuentran en fase G, (de maxima concentracién de
RNA), no es de extrafiar que la unién del Mitoxantrone se efectde con el

RNA o al menos en un mayor por.cntaje, con lo que la célula podria
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funcionar y producir sus proteinas vitales, mientras persistieran sus

existencias de RNA, con lo que la célula estaria abocada bien a la
recuperacion del RNA danado mediante los procesos de regeneracién
enzimatica o bien se abocaria a la muerte celular, en ambos casos, podria
tener lugar un blogueo del ciclo celular antes de que puedan ser evidentes
efectos del farmaco sobre el DNA. Este podria constituir otro de los
mecanismos de produccién de alteraciones embrionarias, concretamente
podria explicar el altisimo porcentaje de aparicién de microsomias, sin otras

malformaciones asociadas, que en nuestro trabajo de investigacion hemos

encontrado.

En definitiva, hemos de estar de acuerdo con autores
como UNDERWOOD vy cols., 1.970 o TUCHMANN-DUPLESSIS., 1.984,
“cuando afirman que cualquiera que sea el mecanismo general que produce
é| efecto nocivo sobre el producto de la concepcién, la accién teratogénica
resulta en un deterioro de los procesos normales de desarrolloy la respuesta
final depende principalmente de la suceptibilidad del animal, que es muy

variable. Algunas especies son muy resistentes a un factor y sensibles a
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otro, igual ocurre con las razas de la misma especie, incluso dentro de una

misma camada se producen estas diferencias, y asi unos embriones son
normales, otros estdan muertos y otros presentan malformaciones. Esto
puede ser explicado, al menos parcialmente, sobre la base de diferencias

genéticas y seguin el momento en que el factor actia mediante un particular

tipo de interaccion.




ANALISIS DE LAS MALFORMACIONES OBTENIDAS

Las alteraciones por nosotros observadas en nuestro

trabaio de investigacion, vienen, de modo general, a agruparse en dos, en

dependencia a su posible mecanismo teratogénico:

a) Detencion en el crecimiento

b) Destruccion de estructuras ya formadas.

El exacto conocimiento y dependencia de una u otra
posibilidad en un nimero determinado de casos ofrece gran dificuitad, no
obstante en la mayoria de las malformaciones la hip6tesis sefialada como
detencion del crecimiento, parece ser que para determinadas sustancias
tiene una mayor validez, lo que erréneamente podria considerarla como
causa mediata e incluso directa de malformaciones. Tal criterio, como indica
BELON, J., 1.990, sin embargo no es cierto y no puede ser aceptado
plenamente ya que el proceso de »afectacién unica y primaria” condiciona

necesariamente bloqueos en los mecanismos de diferenciacién, crecimiento
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e Interacciones morfol6égicas, & la vez que alteraciones, siempre

condicionantes, en el metabolismo tisular y enzimético de estructuras

celulares en fases de determinacion.

No obstante, esta primera hipétesis, independientemente

del mecanismo Intimo de su produccién, coincide plenamente con la
alteraci6n del desarrollo que mayor incidencia ha tenido, con diferencia, en
los embriones por nosotros tratados con Mitoxantrone, y nos referimos a la
aparicién prééticamente generalizada de microsomias, es decir la detenéidn
global del embrién, en ocasiones, concretamente en los estadios 10y 14 de
H.H. asociada a otras malformaciones, en otros casos como sucede en‘os

estadios 18 y 22 de H.H., como alteracién Unica.

Otros investigadores obtuvieron microsomias al estudiar
el efecto de las drogas citostéticas en el desarrollo embrionario, RUANO GIL,
1.964, en sus trabajos con la Talidomida en embrién de pollo, obtiene un
tipo de malformacién general y no especifica, que es la microsomia y que

aparecfa indistintamente tanto en embriones intervenidos en estadios
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precoces como en emb_riones inyectados més tardios. Cree, por lo tanto, que

el agente teratgeno puede actuar selectivamente en cierta regi6n inhibiendo
la induccion del desarrolio de ciertos érganos segun el estadio y también,,
de forma general, inhibiendo el desarrollo global del embrién y produciendo
como consecuencia un retraso del crecimiento. ROS TRENCHS Y
DOMENECH RATTO, 1.975, en su trabajo del Genoxal en el embrién de
pollo, obtienen gran nimero de microsomias y torsién patolégica del tronco
con la mencionada droga, dado que la ciclofosfamida (Genoxal} dentro del
grupo de las sustancias citostaticas, actia como un agente alquilante,
consideraron este efecto como el resultado del bloque generalizado de las
cadenas de DNA, con lo cual produciria alteraciones nucleares y

cromosémicas, provocando la desnaturalizacion y precipitacion del DNA.

KONG SUN, C., 1.976, en su estudio de Tesis Doctoral
del efecto de la Daunomicina sobre el embrién de pollo, obtuvo en 8 casos
una detencién global del crecimiento del embrién (microsomia), dos
inyectados en el estadio 5 de H.H., 4 en el estadfo 10 de H.H. y otros 2 en

el estadio 12 de H.H., explicando su aparicién como e: resultado de la unién
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de la Daunomicina a las cadenas de DNA, con la consecuente inhibicién de

la sintesis de RNA.

Hemos de hacer constar que en ninguno de estos
trabajos se realizé la medicion de volimen y peso sistemé&tica de los
embriones estudiados, 0 al menos no se refleja en las pub'icaciones. En
nuestro trabajo de investigacién, sistematicamente, como se muestra en el
capitulo de resultados, hemos medido, pesado, y obtenido el volimen de
todos los especimenes supervivientes, y as/ hemos podido comprobar la
disminucién d_el peso y el volimen de los embriones tratados con

Mitoxantrone con respecto a los embriones testigos.

El estudio de las tablas de porcentaje de volimen y peso
de los embriones tratados con respecto 2 los testigos, nos demuestra ésta
pérdida por estadios y dosis. Obviamente no hemos considerado la longitud,

dada la incidencia de alteraciones, tipo torsién de tronco.

Dos hechos llaman poderosamente la atenci6n: primero
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que en el estadio 10 de H.H. la microsomia resulta ser altamente dosis

dependiente, obsérvese que con la dosis de «,5 microlitros el volimen medio

es del 93,8% del de los testigos y el peso del 88,5% del de los testigos,

mientras que para la dosis de 10 microlitros el porcentaje desciende
vertiginosamente y se sitda en el 18,8% para el volimen y el 9,8% para el
peso; sin embargo en el resto de estadios 14, 18 y 22 de H.H. la
disminucién del porcentaje de volimen y peso con respecto a los testigos,
al aumentar la dosis en un mismo estadio no fue tan intensa, e incluso para
los estadios 14 y 18, no significativa. El segundo hecho que nos llama la
atencién, lo comprobamos al analizar estos porcer.tajes por dosis en los
cuatro estadios estudiados, y observamos que para la dosis de 2.5
microlitros en el estadic 10 de H.H. la disminucién de peso y volimen
respecin a los testigos fue minima y casi inapreciable, no obstante la misma
dosis aplicada a los embriones del estadio 14 de H.H. provoco en ellos una
pérdida de volimen y peso superior al 50% con relacion a los testigos; un

hecho similar se aprecia en !a dosis de 5 microlitros aunque en menor

cuantia.




Para nosotros la explicacién a estos hechos no tiene una

respuesta facil, no obstante hemos de recordar que la accién del

Mitoxantrone radica en la uni6n de su molécula por intercalacién entre pares

de bases al DNA y al RNA de espiral simple y de doble espiral, por lo que
creemos, que la alteracion en la relacién estadio/dosis y efecto, sélo podria
deberse a la diferente suceptibilidad del embribn a la accién del
Mitoxantrone, y esta estaria, en principio, en intima relacién al cociente
nimero de moléculas intercaladas/disponibilidad de los mecanismos de

regeneracién enzimatica.

Mencion aparte merece la torsion patolégica del tronco
por nosotros encontrada en 19 ejemplares inyectados en el estadio 10 de
H.H. y en 11 ejemplares inyectados en el estadio 14 de H.H., no guardando
su aparicion relacion significativa con la dosis administrada, el estudio de los
coites seriados efectuados en algunos de estos especimenes, pone de
manifiesto la clara afectacién mesodermal. Siendo el mecanismo intimo de
la normodiferenciacién notocordal un aumento selectivo del DNA, resulta

evidente que el Mitoxantrone ha alterado o modificado el gradiente
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morfogénico de la notocorda provocando la existencia de inflexiones o
irregularidades, que a su vez, inciden en el patr6n y disposicién del esclero-

mesénquima a partir del que se origina y da lugar a las formaciones

vertebrales.

Respecto de la agenesia de cola ha aparecido en dos
ocasiones en los ejemplares del estadid 10 de H.H. asociada a otras
alteraciones en ambos casos; 5 casos aparecieron en los ejemplares
inyectados en el esta..v 14 de H.H., en dos de ellos apareci6 como
malfc macién aislada; 9 embriones presentaron esta malformacién de los
inyectados en el estadio 18 de H.H. y s6lo en 1 caso se presentd asociada
a una microftalmia unilateral; y finalmente aparecié, siempre de forma
a'slada, en cuatro ejemplares del estadio 22 de H.H. Estamos totalmente de
acuerdo con JIMENEZ COLLADO, J., 1969, cuando incluye a este tipo de
malformacién en el grupo cuyo mecanismo teratogénico es el de la
destruccioén de estructuras ya formadas, en el que podemos incluir los casos

de anoftalmia por nosotros obtenidos. Asi este autor defiende la importancia

del incremento anormal y atipico de procesos destructivos O degenerativos
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de éiganos normalmente desarrollados, ya que observa un aumento en el

- proceso de "muerte celular" que a su vez condiciona y da origen a
desestructurecion de areas normal y previamente establecidas. Un ejemplo
de este proceso es el sindrome de regresién caudal que en ocasiones,
incluso, sobrepasa la desaparicién de la cola dando lugar a fusiones en
miembros inferiores. Obviamente, sea cual sea el mecanismo teratogénico
podemos afirmar que en la produccién de la malformacién caudai, interviene
el efecto resultante del Mitoxantrone sobre el desarrollo de la notocorda, si
bien no descartamos la intervencién secundaria de otros factores como el
nutritivo y/o de oxigenacién, agravando a las lesiones primitivas y a
continuacion causando degeneracién de las estructuras de la parte caudal

del embrién.

La microftalmia se observé en 9 ejemplares del total de
los especimenes a los que se administrd Mitoxantrone, dada la afectacion,
anteriormente comentada, que el Mitoxantrone provoca en el mesodermo,
estamos plenamente de acuerdo con BELON, J., 1.990, al considerar que el

posibie factor causal o integrado en el proceso inductor anémalo que
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condiciona la malformacién, es la alteracién del mesodermo precordal, y el

mecanismo patogénico seria la detencién de la invaginacion de la vesicula

optica, y al no establecer contacto la retina con el tapetum, detencion de la

diferenciacion y crecimiento retiniano.

Finalmente hemos de mencionar la aparicién en nuestros
ejemplares de tres casos de microcefalia: dos en los embriones inyectados en
el estadio 10 de H.H. con ladosis de 7,5 microlitros y uno en el estadio 14 de H.H.
en la dosis de 7,5 mcl. Otros dos ejemplares presentaron areas hemorragicas
y tres mas tenian extrofia cardiaca. Como es|6gico la escasa incidenciade estas
rﬁalformaciones en nuestra casuistica, anulan su posible relacin etiolégica con
el Mitoxantrone al no poseer valores de relacion significativos, por lo gue

obviaremos su analisis.




CONCLUSIONES




1%. El Mitoxantrone en nuestro trabajo de investigacién,

se ha mostrado, en el embrién de ave, como un agente embriotéxico,

quedando reflejada su toxicidad embrionaria pbr:

Produccién de embrioletalidad, que alcanzé
porcentajes significativos en los cos
primeros estadios por nosotros estudiados:
10 de H.H. y 14 de H.H. Y niveles no
significativos en los estadios 18 de H.H. y

22 de H.H.

Produccién de malformaciones de especial
incidencia en los estadios tempranos Yy
practicamente inexistentes en los estadios

tardios.

28 La Gnica alteracién del desarrollo que aparecia en la
totalidad de los embriones a los que se administré Mitoxantrone, fue el

retraso en el crecimiento de los embriones en desarrollo.
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3%. Tras estudio de los embriones que presentaban
malformaciones asociadas a la microsomia, hemos podido corprobar que

provoca una clara afectacior mesodermal.

4°. Del estudio estadistico se desprende que el
Mitoxantrone provocd, en la totalidad de los grupos por dosis y estadios, la
alteracién del desarrollo de mayor incidencia significativa en la dosis de 10
microlitros aplicada en el estadio 10 de H.H., y la de menor incidencia

significativa en la dosis de 2,5 microlitros aplicada en el estadio 10 de H.H.

52. El estudio de la varianza refleja que en el estadio 10

de H.H. el incremento de la dosis ha sido significativamente proporcional al

incremento del efecio provocado por el Mitoxantrone, esta relacion

dosis/efecto no ha resultado significativa para los estadios 14 y 18 de H.H.

~y resulta relativamente significativa para el estadio 22 de H.H.
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