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JUSTIFICA ClON



Justificación

Hoy dia, el desarrolloespectacularde la Biologia Molecular,

IngenieriaGenética,e InmunologiaClínica,hancondicionadola apari-

cióndeunosnuevosconocimientosy fármacosenla TerapéuticaMédica

Oncológica, que probablementeno sean más que el principio del

tratamientodefinitivo del Cáncer La Immunoterapia.

En los últimos40 años(1950-1990)de la historia de la quimiote-

rapiacontrael cáncer,sehanevalúadoentorno a los 500.000productos

químicosconeventualefectoantitumoral,de los cuales,tan sólounos40

fueron incorporadosíntegramentea la terapéuticamédica, y en los

últimos añosseha estancadoel progresode la quimioterapiacontrael

cáncer.

Porel contrario,en la últimadécada(1980-1990)hemosasistidoal

desarrollodeunanueva formade tratarel cáncer:los Modificadoresde

la RespuestaBiológica, término introducido por OLDHAM en 1982,

para denominara todos los agentescon capacidadpara alterar la

rcspuestabiológica en la interacciónHuésped- Tumor, con especial

accióndel sistemaimmunedel individuo.

Ante esta situación, los médicos, quienesen la práctica diaria

tratamosy vivimos la angustiadel pacientecanceroso,debemosestaren

la vanguardiade estosnuevosmedicamentosparaofrecérselosy tratar

de curar a nuestrospacientes,pero sin caer en la “presución de

inocencia’ detodoslos nuevosfármacosque enel mercadoaparezcan,

ya quealgunospor la rapidezdesuintroducciónen la Clinica Humana,

adolecende la investigaciónbásicasuficiente,sin conocersebien todos

los posiblesefectosadversosque,al alterarel sistemaimmune,pueden

producir.
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Justificación

El espíritudelJuramentoHipocrático “Primum nonnocere“, hace

del Médico la personaidónea para contrastar los beneficios y los

potencialesriesgosque estos nuevosmedicamentospuedenconllevar

parael paciente.

En la literatura mundial revisadaacercadel interferón-alfa-2b,

existenincontablesestudiosClínicosde tratamientoennumerosostipos

detumores,enalgunosde los cualesharesultadosermuyefectivo,como

sucedeen la Tricoleucemia.

La existenciade una revistainternacionalmonográficatitulada

Journal of Interferon Research ‘ publicadadesde 1981 en Estados

Unidos,da ideadelenormeesfuerzoqueinvestigadoresdetodoel mundo

han realizadopor depurary estudiarlas posibilidadesterapéuticasde

estefármaco.

Actualmente,enel ServiciodeUrologiadel HospitalVirgende las

Nieves de Granada,del que soy miembro como Adjunto, estamos

realizandoun estudiopara valorar los beneficiosdel tratamientocon

interferón-alfa-2ben el CarcinomaRenalMetastásico.

Motivados por el uso en nuestro Hospital de este producto,

profundizamosensuestudio,no sólodesuscualidadesy beneficiospara

tratarel cáncer,sino tambiende susefectosadversosy toxicidad. Nos

llamópoderosamentela atenciónla ausenciadeinformaciónacercade

su uso en el embarazohumano, existiendo tan sólo y de forma

anecdótica,trescartaseditorialespublicadasenel JournalAmericanof

HematologyporBAER, 1991,CRUMP, 1992,y PETIT, 1992,en la que

informande 3 casosde madresgestantesen tratamientocon interferon

altapor padeceruna leucemialinfoide crónica,lasdosprimeras,y por
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Justificación

una trombocitemiaesencial la tercera, cuyos embarazosllegaron a

término, siendonormaleslos reciénnacidos.

En el Prospectonormalizadoemitido por los laboratoriosque

comercializanel interferon alfa-2b (SHERING-PLOUGH,S.A.), se

publicaque: “ el interferon-alfapuedeser usadoen la mujer gestante

siemprequelos beneficiosparaéstasuperenlos riesgosquepuedetener

parael feto” , a lo que nosotrospreguntamos: ¿ Qué tipo de riesgos? ¿

Sonacasomalformacionesmayoreso menores?¿ Afectana un periodo

especialdel embarazo?¿ Afecta al desarrollode algúnórganoo tejido

en concreto?

Revisadala Bibliografia, y los archivosde los laboratoriosque lo

comercializan,no encontramosrespuestaa talescuestiones.

Llegadosa estepunto, nosplanteamosel problemade investigar,

por nosotrosmismos,los posiblesefectosteratógenosqueel interferon-

alfa-2b puedeocasionar.Y puesque la experimentaciónembrionaria

humanaqueda,por principios, fuerade nuestraintención,decidimos

seguirun via paralela:la EmbriologiaExperimentalComparada,en la

que la extrapolación de resultados,estaria en dependenciade la

específicaestructuraciónplacentaria-principalvía de aceptaciónen la

equiparidadteratológica-si bien, no puede usarsecomo concepto

definitorio, si al menos,nossirvecomo indicativo potencialdel factorde

agresióny por tanto,de la capacidadlesionalde formacionesenvias de

desarrollo.En estesentidoCAJAL afirmaba: “Es frecuentela imposi-

bilidad de esclarecerla estructura y función de un órgano porque

atacarnosel problemapor su lado másdificil, pretendiendoresolverlo

en el hombre o vertebradossuperiores,en los que muestragran

complejidad,y no por medio de embriones,dondealcanzasu máxima

4



Justificación

sencillez”.

Por lo expuesto,y por el elevadonúmerode sujetosde experimen-

tación necesarios,elegimos el embriónde ave, por ser de entre los

vertebrados,el quepresentaunamayor asequibilidad,fiabilidad en sus

resultadosy una manipulaciónrelativamentemássimple.

Por último, y como final de justificación de estaTesis Doctoral,

fueraconvenienterecordarlas palabrasde MIGUEL DE UNAMUNO,

puessegúnél, no esperemosla llegadadel genioquesirve depoco o no

sirvenada,si no esnúcleoen tornodel cualseagrupanlos cienhombres

de medianotalento,pero honradosy tenaces;estoshombrespuedena

menudoequivocarse,bien en los datosobtenidospor la observacióny

experimentación,bien en la interpretaciónde los mismos, entonces

debenreconocerlopero no abandonar,puesel que no intentano yerra,

pero tampocoacierta.
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Introducción

REVISION HISTORICA DEL INTERFERON
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Introducción

El interferónes una sustanciaexistenteen todos los organismos

vivos, cuyodescubrimientohaceahora35 años,seprodujograciasa la

capacidadde observacióndedosinvestigadores:ISAACS y LINDEN-

MANN, quienesen 1957, estudiandoel fenómenode la interferencia

viral, encontraronuna sustancianueva, que interferia la replicación

viral, cuyo estudioy desarrolloha supuestouna nueva modalidadde

tratamientodel Cánceren Medicina.

ISAACS y LINDENMANN, 1957, investigaronduranteañosel

fenómenode la interferenciaviral en célulasde embrión de pollo,

exponiendouncultivodedichascélulasal virus INFLUENZA inactivado

con calor;estosautoresobservaronque las célulassecretabanal medio

de cultivo una sustanciao factor que interferia la replicación viral

intracelular,a estasustancia,hastaentoncesdesconocida,la denomina-

ron Interferón.

La capacidadde estasustanciade interferir’ la replicaciónviral

intracelular,y por tanto, la infecciónviral en un organismo,despertóla

imaginaciónde los científicos de la décadade los 50, quienesla

consideraroncomoel fármacoconmayorfuturo enla terapéuticamédica

de cuantosseconocian.

A finales de la décadade los 50 , e inicio de los 60, los

investigadoresse encontraroncon la dificultad de obtenerinterferón

humano en cantidad significativa de cualquier secreccióno tejido

corporal.

Estainaccesibilidadal productorealen dosissuficiente,hizo que

que se le atribuyeran,de forma especulativa,propiedadesy cualidades

terapéuticas“magnificas”, con pocoriesgode sercomprobadasy por
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introducción

tanto rebatidas.

CANTELL, 1961, descubrióque las suspensionesde leucocitos

humanosestimulados,erancapacesdeproduciry secretaral medio unas

cantidadesde interferón 10 veces superioresa las conseguidasen

suspensionesde otrascélulashumanasde distintaestirpe.

CANTELL, 1961, desarrollóun método para la obtención y

purificación de interferón humano. Este autor estimuló leucocitos

humanosde sangreperifericaconvirus SENDAI, los cualessecretaban

interferónal mediode cultivo, y posteriormente,medianteprecipitación

conácido de tiocinato potásico,el interferóneraparcialmenteaisladoy

purificado.

El interferónobtenidoporel métododeCANTELL erapuroenun

1 %, precisabamucho tiempo, y las cantidadesobtenidaseran muy

pequeñas,por lo que resultabamuy costoso.

A pesarde estasdificultades,la investigaciónbásicay preclinica

continuódurantela décadade los 60, estudiandonosólosuspropiedades

como fármacoanti-viral en las enfermedadesinfecciosas,sino descu-

briendonuevaspropiedadescomo agenteantiproliferativo , y por tanto

útil en el tratamientocontrael Cáncer.

GRESSER,1970,observóquelos cánceresinducidosporvirusen

ratas,podianserprevenidoso retrasadosen su evolución,cuandose le

administrabainterferénal animal.

Múltiples estudioscon resultadossimilaresen animales,conduje-

rona STRANDER, 1971,a realizarenSueciael primerestudioclinico
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Introducción

en el hombreparaevaluarel efectoantitumoraldel interferónhumano.

STRANDER, 1971, utilizó el interferónhumanoobtenidoporel

método de CANTELL, en pacientesdiagnosticadosde osteosarcoma

avanzado; los resultadosquecomunicómostrabanqueel interferón,

aparentemente,aumentabala supervivenciade aquellospacientesa los

que se le administró.

Durantela décadade los 70, y sobretodo a partir de 1978 con el

apoyo económicode la SociedadAmericana Contra el Cáncer, se

realizaronnumerososensayospreclinicosy climcosparaevaluarel uso

terapéuticodel interferónhumanocontrael Cáncer.

Sin embargo,los resultadoserandedifícil interpretación,y no era

posible establecerconclusionesdefinitivas acercade las accionesdcl

¡nterferón, ya que los estudios no eran prospectivosy controlados, el

númerode pacienteseramuy pequeño,y generalmenteeran enfermos

con muymal pronóstico,muchosen faseterminal,en los habianfallado

otras formasde tratamientoanti-tumoral.

Además, el interferón utilizado era obtenido por el método

CANTELL, por lo quelasdosisadministradaseranpequeñasy el grado

de purezamuy bajo, con lo que pareciaimprobableconseguirdosis

eficacesparael tratamientodel Cáncer.

RUBINSTEIN y CoIs, 1978, obtuvieron interferón leucocitario

humanohomogéneo,consiguiendosupurificaciónporunnuevométodo,

el procesode cromatografialiquida de alta resolución.

RUBINSTEIN, 1979,logróaislar,purificary analizarla estructura
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Introducción

proteicadel interferónalfa y gamma,no obstanteseencontroconun

nuevoproblema:la existenciademúltiples subtiposde interferónalía,

de estructuraproteica similar pero no idéntica, y que presentaban

distintapotenciaen su actividad biológica antiviral. Distintashipótesis

trataron, sin éxito, de explicar estos hallazgos, que aumentabanla

complejidaddel ya denominadopor STEWART en 1979, “El Sistema

Interferón”

STEWART, 1979, en su libro “The InterferónSystem “, definió

a los interferonescomo “ una familia heterogéneade proteinascon

actividadantiviral inespecif¡ca,asicomoconactividadesantiproliferati-

vas e inmunorreguladoras,que se producenen el organismocomo

respuestaa una infección viral, o frente a inductores sintéticos o

biológicos

STEWART, 1980, estableció también la nomenclaturade los

distintos tipos de interferón existentesen la actualidad. Hizo una

clasificaciónbasadaen la antigenicidady secuenciadeaminoacidosde

cadainterferón,queesválidahoydia,asaber:Interferón-alfa,Interferón-

beta, e Interferón-gamma.

LLegadosa estepuntode la revisiónhistóricadel Interferón,nos

centraremosenel desarrollode la investigacióndel interferón-alfa,por

serésteel productoobjetode nuestroestudio.

Desdesu descubrimientoen 1957,el primer pasoimportanteen la

investigacióndel interferón, lo dieron NAGATA y Cols, 1980, y

GOEDDEL y CoIs, 1980,ambosgruposde investigadoresdescubrieron

de formasimultáneae independiente,la familiadegenesquecodificaban

el interferón-alfa leucocitariohumano.
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Introducción

Este hallazgo permitió explicar la existenciade los distintos

subtiposde interferón-alfadescritospor RUBINSTEIN, 1979,ya que

segúnqué genesde esafamilia géneticase expresaran,se obtendrian

distintasmoleculas(subtipos)de interferón-alfa.

El conocimientode los genesquecodificabanel interferón-alfa

leucocitario humano,junto con el desarrollocontemporáneode la

ingenieriagenéticay la tecnologiaDNA-recombinante,permitierona

GOEDDEL y Cois. llevar a caboen 1980, un interesanteexperimento

querevolucionariala obtención,comercializacióny aplicacionesclinicas

del interferón-alfa.

GOEDDELy CoIs, 1980,insertaronunplásmidocon losgenesque

codificaban el interferón-alfa leucocitario humano, en la bacteria

ESCHERICHIACOLI, la cual sintetizó y produjóen grandescantida-

desinterferón-alfade alto gradode pureza(superioral 99%).

GOEDDEL, 1980,demostróqueesteinterferón-alfa,producido

por la bacteriaE.COLI, erabiológicamenteactivoenel serhumano.A

partir de estemomentosepudodisponerdel suficienteinterfcrón-alt?a

puro, comopararealizarestudiospreclinicosy clinicos que valorasen

la auténticacapacidady potenciabiológicade esteproducto.

El interferón-alfanatural se producepor la estimulaciónviral o

bacterianade los leucocitos,y es el que agrupaun mayornúmerode

especiesdiferentes,HOROHOV, D.W., 1987. Hoy dia, seconocenunos

30 subtiposdiferentesde interferón-alfa,siendoel subtipo2 el demayor

importaciabiológica.

Las siglas “ni” y “Ztib” añadidasal interferén-alfahacen
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Introducción

referenciaal tipo de métodoutilizado para su obtención,asi el intert’e-

rón-alfa-nl se obtieneal estimularuna linea celular linfoblastoide “in

vitro”,la cualproduceunacombinacióndesubtiposdeinterferón-alfa

que luego se purifican por cromatografia(comercializadopor Wellco-

me).

Cuandoseobtieneutilizandola tecnologiamolecularrecombinante,

que permitela inserciónde secuenciasde DNA humanocodificadoras

del interferón-alla,medianteunplásmido,enla bacteriaESCEERICHIA

COLI, se denominainterferón-alfa-2a(comercializadopor Roche) o

interferón-aIfa-2b(comercializadopor Shering),siendoesteúltimo el

utilizado por nosotros

13
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FARMACOLOGíA DEL INTERFERON ALFA -21,
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Introducción

El interferón-alfa-2b es una proteina compuestapor 165
aminoácidos,y con un pesomolecularde 19.300daltons,STREULI,

M., 1980.

El genquecodificaesteinterferón-alfa-2bhumanofuedescritopor

STREULI, NAGATA y WEISSMAN, en 1980, en el Instituto de

Biologia MoleculardeZurich,Suiza. Estegenfueaisladodeleucocitos

estimuladospor virus, usandouna técnica de transcripción reversa

(RNA - DNA). Una vez obtenidoel gen, se introduceenun plásmido,

queseinyectaenunabacteria:ESCHERICHIACOLI. Posteriormente

secultivanlas bacteriashastaquecadaunade ellasforma un Clon, es

decir,unacoloniade célulasidénticas,las cualesproduciranel interfe-

rón comosi fueseunaproteinade su propiaconstitución.

GREEN y KIRKWOOD, 1985, en una monografiasobre el

ínterferón-alfa-2b,informaron acercade los estudiosfarmacológicos

realizadosen animales,en los que sesugierequeel ¡nterferón-alfa-2b

seriametabolizadoo degradadoprincipalmenteen el riñón. El aclara-

mientoen sangretras suadministraciónintravenosaesrápido, y puesto

que la excreciónde interferónen orinaesmuybaja,la mayorpartedel

producto(90%)debeserreabsorbidoen los tubulosdela nefronarenal.

Sehapostuladoqueel catabolismodel interferón-alfa-2bseproduceen

los lisosomasy enlosciliosdelbordeencepillodelepitelio tubularrenal,

GREEN, M., 1985.

FARMACOCINETICA

En 1987, RADWANSKI y Cois, estudiaronla famacocinéticadel

¡nterferén-alfa-2b; realizaronun ensayoclinico randomizadoen 12

15



Introducción

voluntariossanosenquienesseadministróel interferón-alfa-2badosis

de10millonesU.I. por las3 vias: intravenosa(i.v.), intramuscular(i.m.)

y subcutánea(s.c.); los resultadosobtenidosfueronlos siguientes:

1.- El interferón-alfa-2bfue absorbidopor completotanto por via

i.m. comoporvía s.c.,siendosubiodisponibilidadsuperioral 80%

2.- Lasconcentracionesplasmáticasmáximasfueronde 188 U.I.Iml.

por via iv., 47.6U.I./ml. por la vía í.m. a las 6horas, y de55.3

U.I./ml. por la via sc. a las 8 horas.

3.-El tiempo transcurridodesdela administraciónhastaalcanzarla

concentraciónplasmáticamáximafuede0.5 horasparala via i.v.,

6.7 horasparala vía í.m., y de 7.8 horasparala via s.c.

4.- El áreabajo la curvadeconcentraciónplasmática¡Tiempo,fue de

208 Ul/hora/mí. para la via i.v., de 518.7U.I./hora/ml.parala

vía í.m., y de 627.7 U.I./hora/ml. para la via sc.

5.-El hechodeque la biodisponibilidadabsolutapor vía í.m. o s.c. sea

superiora la via iv., hasidoatribuidoa la diferenciade captación

tisular que seproducesegúnla via utilizada.

6.- La semividadedistribucióntras la infusióni.v. esde0.1 horas.No

seapreciaacumulaciónde interferón-alfa-2benningúnórganoen

particular, si bien, la cavidad peritoneal puede actuar como

reservorio,permitiendoel mantenernivelesplasmáticosterapéuti-

cos durante,al menos,5 dias.

7.-Lasemividadeeliminaciónesde 1.7horasporvia i.v.,de2.2horas
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porvi i.m., y de 2.9 horaspor via s.c.

MECANISMOS DE ACCION

HOUGLUM, J.E.,en 1983, estudióel mecanismode accióndel

interferón-alfa,atribuyéndoleun efecto directosobreel metabolismo

celular,asi comootrosefectosindirectosa travésde la estimulacióndel

sistemainmunedel individuo.

Paraconseguirel efectodirectocelularesprecisoque la mélecula

de interferón-alfase una a receptoresespecíficosde la membrana

celular.Estauniónprovocaunaseriedereaccionesintracelulares,como

es la activaciónde 2 enzimas:una Protein-Kinasa,y unaNucleótido-

Polimerasa(llamada 2’5’A Polimerasa).

LaenzimaProtein-Kinasaactivada,a su vez, inactivael Factorde

Iniciación de la cadenaprotéica, necesariopara la síntesisprotéica

inducida por los virus parasu multiplicación ; por estemecanismoel

interferón-alfainhibe la replicación viral intracelular, HOUGLUM,

J.E., 1983.

Porotro lado, la enzimaNucícótido-Polimerasa(25’ A Polimerasa)

activada,a su vez activaunaEndoribonucleasaque rompey divide el

RNA viral y el RNA mensajerode la propiacélula.La transcripcióny

replicación de los virus RNA y DNA, es de esta forma inhibida,

HOUGLUM, LE., 1983.

La rupturadel RNA mensajerocelular por la Endoribonucleasa

activada, tiene como consecuenciala inhibición de la síntesis de
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proteinasnecesariasparala propiacélula,por lo queseafectaráel ritmo

de crecimientoy¡o división celular.

BORDEN y BALL, en 1981 analizaronlaspropiedadesy efectos

biológicosdel interferón-alfa,por los cualesdesarrollasu actividad

antitumoral, de un modo totalmentediferentea los demás agentes

citotóxicosy quimioterápicosconocidos.

BORDEN y BALL, 1981, concluyeronque el interferón-alfa

ejerciasu acciónantitumoralpor uno o másde los siguientesmecanis-

mos:

1.- EFECTO ANTIPROLIFERATIVO, estoes, inhibición directa de

la división de la célulatumoral.

El interferón-alfainhibe la división tanto de las célulasnormales

como de las tumorales,actuandoen todoslos estadiosdel ciclo celular

(GO, 61, 62, 63). Duranteel periodopostmitótico(61), el interferón-

alfa inhibe o reducela síntesisdeRNA y otrasproteinasesencialespara

la sintesisde DNA, conlo que la célulaquedaen faseGO o enlenteceel

ritmo del ciclo celular. Esteefectoseinicia al unirseel interferón-alfa

a los receptoresdemembranacelular, y esreversiblesi el interferón-alfa

esretirado. Dicho efectohasido demostrado“in vitro” e “in vivo” por

EVINGER y CoIs., 1981, y TROTTA, 1985.

TROTTA, 1985, comprobócomo el interferán-alfa-2b inhibia el

crecimientodelineascelularesde tumoressólidoshumanos(cultivosde

xenoinjertos de osteosarcoma,adenocarcinomarenal y carcinoma

gástrico).
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2.- INHIBICION DE LA EXPRESION DE ONCOGENES.

El Oncogen,existenteen todaslascélulashumanas,esunasección

específicade DNA, que cuandose expresaadecuadamente,regulala

proliferación celular duranteel desarrolloy crecimiento normales,

BISHOP, J.M., 1985.

La alteraciónen la expresiónde los oncogenes,sobre todo por

exceso,secree,estaríaimplicadaen la transformaciónneoplásicade la

célula huésped,BISHOP, J.M., 1985.

CLEMENS, en1985estudióla relaciónexistenteentreel interferón-

alfa y los oncogenes;esteautor comunicóqueel interferónmuestraun

efectosupresorde la expresiónde los oncogenes,resultandode ello una

inhibición de la proliferacióncelular.

Actualmentese investiganotras vias de actuacióndel interferón-

alfa como inhibidor de la expresiónde otros genesesenciales,como

aquéllosquecodifican las mitocondriasde la propia célula, SUAN y

Cols, 1990.

3.- EFECTOIMMUNO-MODUILADOR.

HERBERMANyCoIs,1979, SILVAyCoIs, 1980, HOUGLUM,

1983, PETERSy Cols, 1986, handemostradoen numerososestudios

que el interferón-altaposeeuna fuerte actividad inductora de la

capacidadcitotóxicade lascélulasasesinaso “Natural Killer”. Simultá-

neamenteel interferén-alfaincrementala actividad fagocíticade los

macrófagos,aumentala citotoxicidadcelulardependientedeanticuerpos,

y estirnulala síntesisde immunoglobulinasde los linfocitos E.
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Porotro lado,el interferón-alfaincrementala expresiónantigénica

de la membranade la célula tumoral, (antígenosHLA y antígenos

tumoralesdesuperficie)haciendoqueel tumorseamejorreconocidopor

el sistemade defensaimmunitarioanteriormentecitado, OLDHAM y

SMALLEY, 1983.

4.- EFECTOSOBREEL FENOTIPOCELULAR.

El interferén-alfapuedeinducir la reversióndel fenotipomaligno

de la célula tumoral. Esto fué demostrado por HICKS, MORRIS y

BURK.Een1981,yporTUREKyCols.en1982. Estosautorespiensan

que la reversiónfenotípicade las célulastumoralesconseguidapor el

interferón “in vitro” puede estar asociadacon el reestablecimiento

parcial de los mecanismosde controldel crecimientodesaparecidosen

las célulascancerosas.

Enconclusión,el efectoantitumoraldel interferón-alfasedebeasu

accióncitostáticay citotóxicadirectasobrela célulatumoral,combinada

con un aumentode la actividaddel sistemaimmunitario, inducido por

él, TROTTA, 1985.

ACTIVIDAD CLíNICA E INDICACIONES

La actividadantiviraldel interferón-alfa,hacede él un agenteútil

en el tratamientode las infeccionesvirales, sin embargo,dado su alto

costeeconómico,ha sidosuactividadantitumorale immunomoduladora

la quehapolarizadoel uso clinico del interferón-alfa.
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El interferón-ajfa ha sido aceptadopor la “Food and Drug

Administration” (F.D.A.) de Norte-Américapara el tratamientode la

leucemiade célulaspilosaso Tricoleucemia,a dosisde 3 millones de

Ul., administradospor via intramuscularo subcutánea,diariamente

durante16 a 24 semanas,seguidode unadosisde mantenimientotres

vecespor semana,QUESADA y CoIs, 1984 y 1986.

En el resto de tumores sólidos, la dosis y régimenterapéutico

óptimodel interferón-alfano estándefinitivamenteestablecidos,habién-

doserealizadodiversosensayosclinicos aleatoriosy prospectivospara

valorarla respuestade los tumoresen funciónde la dosisy frecuencia

de administración,LEGHA, 1986, NEIDHART, 1986, QUESADA y

CoIs., 1985, KROWN, 1987.

En los tumores sólidos humanos,es válida la conclusión de

CORTES-FUNES,1990, quiénafirma lo siguiente: “De los diferentes

estudiospublicadossepuedededucirquela mayortasade respuestascon

una toxicidad moderadase ha obtenido con la utilización de dosis

intermediasdeinterferón-altá: 18 -20millonesde U.1./metrocuadrado

de superficiecorporaldel paciente”, estosupondriaunadosisaproxi-

madade 36-40millonesdeUl. enun adultodeconstituciónfenotípica

normal.

Basándonosen el índicede respuestasconseguidastras el trata-

mientocon interferén-alfa,podemosestablecerunaclasificaciónde los

tumoreshumanosen los queestariaindicadoy en los queno, aunquelos

protocolosc]ínicos en estudioesténaún sin conclusionesdefinitivas

respectoa la dosis, via de administración,duracióndel tratamiento,

criteriosde respuestaclínica, etc.

21



Introducción

Los Tumoresen los que el interferón-alfamuestraunaactividad

clínica significativa, conun índicederespuestassuperioral 30% sonlos

siguientes:

- Tricoleucemiao Leucemiade célulaspilosas.

- Leucémiamielógenacrónica.

- Linfoma no Hodgkin de bajo grado.

- Linfoma cutáneode célulasT.

- Trombocitemiaesencial.

- Sarcomade Kaposi (asociadoa SIDA).

- Tumor Carcinoide.

- Tumoresvesicalessuperficiales(Terapialocal).

- Micosis Fungoide.

El interferón-alfaha demostradotener una actividad clinica

menor,conunatasaderespuestasentreel 10% y el 30% en los siguientes

tumores:

- Mieloma Múltiple.

- Leucemialinfocítica crónica

- Melanoma.

- CarcinomaRenal.

- Carcinomade Ovario.

Por último, existenotros tumoresen los que se ha probadoel

tratamientoconinterferón-alfa sinobtenerunarespuestaquejustifique

su indicación (Tasade respuestasinferior al 10%), asi sucedióen los

cánceresde mama,colon, pulmón, y próstata.
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EFECTOSSECUNDARIOSY TOXICIDAD CLíNICA

.

La mayoriade los pacientestratadoscon interferón-alfaexperi-

mentan,al inicio del mismo, uno o más de los siguientessignos y

síntomas: escalofrios, fiebre, flitiga, mialgias y artralgias, cetálea,

sudoración,lo cual recuerdael cuadrode un resfriadoo gripe. Estos

efectossecundariosagudossuelenaparecerde2 a 4 horasdespuésde la

administración,y son completamentereversibles, si bien se pueden

tratardeunmodoefectivoconparacetamol,LINDER-CICCOLUNGHI,

1985, RADWANSKI y Cols, 1987, RAMS PLA y CoIs, 1990.

Los efectossecundariospublicadoscon mayor frecuenciaen los

pacientesque recibenun tratamientoprolongado,han sido fatiga (un

80% delos pacientes),anorexia(un65%), náuseasy vómitos(un45%),

diarrea(un35%) y enun 18 % los enfermossufrieronpérdidadepeso.

Otrosefectossecundariosmenosfrecuentesfueronlos vértigos(en

un 20% de los pacientes),mareos(un 12%), confusión (un 8%), y

depresión(un 5%), aunquetambiénsehanpublicadocasosdeaparición

de parestesiasy entumecimientosporneuropatiaperiférica,trastornos

del sentidodelgusto,impotenciatransitoria,y alteracionesdermátológicas

como rash,prurito o alopecia,

Si bien no se han identificadoefectoscardiotóxicosdirectos, si

pueclepresentarsehipotensiónarterial(enel 5% deloscasos),taquicardia,

y cianosisperiferica(en un 1 %), siendoestosefectoscardiovasculares

másfrecuentesen ancianos,JONESe ITRI, 1986, SPIEGEL, 1987,

FAUCI y Cois, 1987.

SPIEGEL, 1987, comunicóque muchosde los efectosadversos

23



Introducción

observadoserandosis-dependientes.

JONES e ITRI, en 1986 demostraronque la incidencia de los

trastornosnerviososcentralesy periféricos,asi como las alteraciones

del aparatodigestivoy cardiovascular,aumentabande manerapropor-

cional al volumen de la dosisde interferón-alfaadministrada.

Las alteracionesanalíticasquesehanobservadoen los pacientes

sometidos a tratamiento con interferón-alf’a, han sido leucopenia,

anemia,trombopenia,elevacióndelastransaminasasy de la bilirrubina,

que regresarona la normalidadrápidamentetrasdisminuir la dosis o

retirar el interferón-alfa,JONESe ITRI, 1986.

Respectoal uso del interferón-alfaen el embarazo,no existe

suficienteinformaciónen la literatura revisada,no obstante,dadassus

actividadesantiproliferativasanteriormentedescritas,debeconsiderar-

se la posibilidaddequedañeal embrióno al feto humano.En estudios
realizadosen primatesde la especieMacaca(MacacusRhesus)seha

comprobadoque el ¡nterferón-alfaprodujoun abortoa] principiode la

gestación e irregularidadestransitorias en los ciclos menstruales,

cuandoseadministrabaa razón de 20 a 500 vecesla dosisutilizadaen

el hombre,HOFFMAN, 1986.

BAER, 1991, en una carta editorial publicada en la revista

“American Journalof Hematology’,en Mayode 199],informóescue-

tamenteacercade unapacienteembarazadadiagnosticadade leucemia

mieloide crónica, en tratamientocon interferón-alfa,que consiguió

llevar a término su gestación,no detectándosemalformacionesen el

reciénnacido.
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CRUMPy Cols.,1992,comunicaronmedianteotra cartaeditorial

en la mismarevistaotrocasosimilarde tratamientoconinterferón-alfa

en gestantediagnosticadade leucemiamieloide crónica. El embarazo

llegó a términosin señalarmalformacionesen el neonato.

PETIT y CoIs., 1992, informaronde otro casode embarazoa

término normal, en una pacienteque estabaen tratamientode una

trombocitemiaesencialconinterferón-alfa-2b.

A pesarde estoscasosclinicos, existe un vacio de investigación

sobre los potencialesefectos que el interferón-alfapuedetener en

organismosendesarrolloy crecimiento,comolo esel embriónhumano,

por lo que los Laboratoriosquelo comercializan(Shering-PloughSA.,

y Roche,S.A.),aconsejanen el prospectonormalizadodel producto,

evitarsuusoen la mujergestante,y profundizaren la investigaciónsobre

susposiblesefectosteratógenos.
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TERATOGENESISEXPERIMENTAL CON
AGENTES ANTIPROLIFERL4TIVOS
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Es a finales de siglo XIX cuandola Embriologia Experimental

empiezaa considerarsecomounaCienciapropia,LAIN ENTRALGO,

1963. El progresode lastécnicasenestesiglo, aportannuevosmétodos

de estudioparala investigación. Esnotablecomo el análisiscausalde

los fenómenosenel desarrollo,basadosenla experimentación,danlugar

a un conocimientomásprecisode los hechosnaturales.

La gran mayoria de los estudiosrealizadosen el campo de la

Embriologia, han sido realizadosinterrumpiendoel desarrollodel

embrión, con lo que esta interrupciónsólo permite observarlo que

ocurrióenesemomento.Puesbien,La EmbriologiaExperimentalabre

nuevoshorizontes,y nosva apermitir el poneren teladejuicio y desana

crítica,una seriede fenómenosque eranconsideradoscomodogmáti-

cos,y queno sontales. Enestesentido,es la TeratogénesisExperimen-

tal, campoextremadamenteinteresante,dondedeseamoscompletary

perfeccionarnuestrosconocimientosactuales.

Los fundadoresdela TeratologiaExperimental,SAINT-HILAIRE,

1820,DARESTE, 1855,GERLACHYKOCH, 1884, establecierondos

principios básicos,completamenteválidos en la teratogénesisexperi-

mental actual:

1.- Un mismo agenteteratógenopuedeproducirdiversasanomalias

del desarrollodependiendodel momentode su actuación.

2.- Las másprofundasalteracionesde la organogénesistienenlugar

cuandoel agenteteratógenoactúaenel estadioenquesedeterminan

los territoriosprospectivosy camposmorfogenéticosde los dife-

rentesórganos,es decir, durantela topogénesisembrionariay al

comienzodel periodoorganogenéticoque la sigue.
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Sin embargo,los distintosresultadosobtenidosen la teratogénesis

experimental con el mismo agente, por ejemplo la talidomida, en

embrionesde ratas, PLIES y KETELS-HARKER, 1962, ratones,

GIROUDyCoIs.1962, conejos,SELLER, 1962,CHRISTIE, 1962,y

enel pollo, KEMPER, 1962, YANG, 1963,RUANO, 1964, a pesarde

queestuvieranen un estadiosimilardel desarrollo,llevó a la deducción

de que,ademásde los principiosenunciados,debiaexistir un factorde

especie.

Efectivamente,JIMENEZ COLLADO, en 1966, estableciólos

Factoresde la TeratogénesisExperimental, que son aquellos que

condicionanla respuestaante un agenteteratógenoque seadministraa

la totalidaddel embrión, a saber:

1.- El estadioo momentodel desarrolloen que se añadeo actúael

agente.

II.- La sensibilidadespecificade cadaespeciea esteagente.

Conestaspremisasy deacuerdoconJIMENEZCOLLADO, 1966,

cuando afirma “ La acción de los agentesteratégenoscapacesde

provocaro inducir anomaliasmáso menosespecíficases difícil de

estudiar,porquesólopuedenserpuestasen evidenciapor la experimen-

tación “, a continuacióncentraremosnuestraexposiciónen los trabajos

experimentalesmás representativosllevados a cabo con agentes

antiproliferativos,por serésteel principal efectobiológicodel fármaco

objeto de nuestroestudio: el interferón-alfa-2b.

Tras una exhaustabúsquedabibliográfica, hemos encontrado

pocostrabajosexperimentalesen animales,queestudienla capacidad
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teratógenadel interferón.HOFFMAN, 1986,administróaltasdosisde

interferón-alfa-2ba una primate de la especieMacaca Rhesus,al
principiode la gestación,provocandounainterrupciónde la misma,sin

quecomunicarala existenciade malformacionesen el feto abortado.

KATO y CoIs, 1990, estudiaron los efectos de otro tipo de

interferón:el interferón-gamma-recombinantemurinoenratasgestantes,

administrandoel productoentrelos dias6-15de la gestación.Condosis

muy altas (20 millonesU./Kg./dia), se produjeronabortosa los 13-17

dias del embarazo. A dosismenores(4 millones U.¡Kg./dia) los fetos

no mostraron malformacionesexternas,pero tuvieron un aumento

significativo del pesodel corazón,pulmón,higado,riñonesy bazo,por

un aumentode la hematopoyesisextramedular,y con un descensoen

sangrede las plaquetasy hematies(disminucióndel hematocritoy

hemoglobina).

ROBERTS,1991,estudióen el Departamentode CienciasAnima-

les y Bioquimicade la Universidadde Missouri, USA, el papelde los

interferonesenel embarazodealgunosanimalescomola oveja. Observó

que el trofoblasto del embrión recién implantado produce grandes

cantidades,sólo por unos dias, de un interferón tipo 1, relaccionado

estructuralmentecon la moléculadel interferón-alfa,que podria tener

unaacciónanti-lúteolitica, manteniendola produccióndeprogesterona

porel cuerpolúteo, lo que favorecela implantacióndel huevofecundado.

ROBERTSy CoIs, 1992, hanatribuidoa esteinterferónendógenode los

animalesmamiferos,un papel en el reconocimientoinmunitario del

embarazopor partede la madre.

Dada la ausenciade estudiosde teratogénesisexperimentalen

ampliasseriesde animalescon interferon-alt’a-2b, y por serésteun
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agenteANTIPROLIFERATIVO CELULAR, revisaremosa continua-

ción algunos de los trabajos más representativosde teratogenesis

experimentalrealizadoscon otros fármacosAntiproliferativos.

ADAMNS, en 1949, analizó y estudió experimentalmentela

capacidadteratógenadel Tiouracilo y la Tioureaen diferentesestadios

del embriónde poíío. Sus resultadosmostraronque ambosfármacos

retrasabanla fecha de nacimiento,produciandisminucióndel pesodel

embrión,y éstospresentabanun tiroideshipertróficocon alteraciónde

los foliculos tiroideos.

KINGSBURY, en1955,realizóunexperimentosimilaren embrio-

nes de poíío en diferentesestadios, iniciando la administraciónde

Tioureaa los 8-10diasde incubación,condosisde2 a 10 mgrs.Entodos

ellos se produjo un retrasodel crecimientode entre3 a 10 dias, y la

mortalidadaumentóde forma proporcionala la dosis; entrelos super-

vivientesobservómalformacionestalescomohipertrofia del tiroides y

de la cortical adrenal,disminucióndcl pesodel higado y ovarios, asi

como un aumentodel porcentajede agua en todos los órganosdel

embrión.

BOLLAG, en 1953, administró un conocido y potente agente

antitumoralalquilante,el Busulfán, a ratasgestantes,obteniendoen su

descendenciaun90% decriasconmalformaciones,entrelasquedestacó

como más frecuentesla anencefalia,la espinabífida, microftalmiasy

anoftalmias.

Estosmismosresultadosy tipo de malformacionesfueron produ-

cidasen ratas,utilizando el Clorambucil, cuyo mecanismode acción

teratógenoseriasimilar al del Busulfán, MURPHY, 1960.
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La teratogénesisexperimentalde los agentesalquilantesen el

embrióndepollo fuebienestudiadaporBLATTNER y CoIs,quienesen

1958, administraronMostazasNitrogenadasy Trietilenmelamínaa

embrionesde pollo en estadiostempranosdel desarrollo,encontrando

que provocabanlas siguientes anomalias: retraso o diferenciación

anormaldel encéfalo,retrasoen el desarrollode la vesiculaóptica,del

cristalinoo deambos,diferenciaciónanormalde los miembros,anomalias

del esbozoauditivo, y un grandeteriorode la estructuradelos somitos.

JURAND, 1959, inyectó la Trietilenmelaminaa ratonesduranteel

embarazo,provocandoun grannúmerodeabortos,y en lascriasnacidas

malformacionesoculares,del sistemanerviosoy del esqueleto.

TUCHMANN-DUPLESISy MERCIER-PAROT,1960,inyectan-

do otro agenteantitumoral alquilante, la Trietilenmelamina,a ratas

gestantes,observaronque era una sustanciamás bien abortiva que

teratógena,queproduciaun grannúmerode abortos,si bien en lascrias

supervivientesaparecianmalformacionesdel sistemanervioso,de los

esbozosocularesy alteracionesdel esqueleto,asi como una acción

inhibidorasobrela lineagerminal;raramenteseobservaronmalforma-

cionesvisceralesy cardiacas.

MARVIN, 1962,provocónumerosasy variadasmalformacionesen

el embriónde poíío tras la inyección de distintosagentesalquilantes

comolaTrietilenmelamina,la Ciclofosfamida,el SulfatodeActínoboline,

la 0-Fenilenediamina,y el Uniracil-D.

SALZBERGER, 1962, también demostró que las Mostazas

Nitrogenadaserancausantesdemalformacionesen el embrióndepoíío.
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En 1964,FERM consiguióproducirmalformacionesocularesen el

embrión de hamster con Coichicina, Vimblastina y Vincristina,

demostrantola actividad antimitóticade las tres sustancias.

TUCHMANN-DUPLESIS y MERCIER-PAROT, 1966, estudia-

ron la capacidadteratógenade otras sustanciasalquilantescomo el

Natulán,el cual inyectadoenratasgestantesproducia,adosispequeñas,

un alto porcentajede abortos y malformacionesoculares,y a dosis

mayoresprovocabanumerosasmalformacionesen los miembrosde los

embriones.

Tambiénanalizaronel efectodeasociardistintosagentesteratógenos,

fisicosy quin-iicos, asi administraronActinomicina-Da ratasgestantes,

a la vez que las radiaron,produciendogravesmalformacionescomo

anoftalmia, microftalmia, anencefalia, espina bífida, alteraciones

cardiovascularesy esqueléticas.

BARBOSA AYUCAR, 1969,ensuTesisDoctoralestudióla acción

de la Puromicinasobreel desarrollode] embriónde poílo deestadios8

al 14 de H.H.. Esteautor intentóestablecerlas correlaccionesentre la

síntesisprotéica, inhibida por estefármaco,y la morfogénesisde los

diferentesesbozosembrionarios.

Los embrionesinyectadosconPuromicina,a dosisde 16 gammas,

presentaronun retrasoo bloqueodesu desarrollo,asicomoun conjunto

de alteracionesque se localizaron en el extremocefálico (sobretodo

microcefalia, y mala diferenciaciónde las vesiculas encefálicas)y

somitos(disminuciónde su tamañoy número).

Las alteracionesde los derivadosectodérmicosencontradaspor

BARBOSA, 1969,variaronen funcióndel estadioy esbozoembrionario:

las lesionesde las vesiculasencefálicasfueronmuy intensascuandola

Puromicinase inyectó en los estadios8 y 9 de H.I-I., por el contrario,
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en los tratados a partir del estadio 10 de H.H., las lesionesfueron

minimas;En cambio, el esbozomedularpresentólasmayoresalteracio-

nescuandolosembrionesfuerontratadosapartir del estadio10deH.H.

Respectoa las alteracionescordo-mesodérmicasdel embrión, la

notocordafue la que mayor resistenciapresentóa la accion de la

Puromicina,y por tanto a la inhibición de la síntesisprotéica,persis-

tiendo incluso cuandoel embriónse redujo a dos epitelios, el ecto y

endodermo,rellenosdedetrituscelulares. No obstante,seobservóque

la notocordaen la mayoriade los casosperdiasu posiciónaxil, y se

desplazabadel esbozoneural.

Los resultadosobtenidosporBARBOSA, 1969,permitendeducir

quelos embrionesdepoííoenestadios8 al 9 deH.H. sonmuysensibles

a los fármacosque inhiben la síntesisprotéica,y a partir del estadio10

de H.H. las alteracionesproducidassereducenen intensidady exten-

sión, indicandounamodificaciónde la permeabilidaddel ectodermoal

fármacoen cuestión,fenómenoobservadocon otras sustanciasen el

embriónde poíío, WILT, 1965.

BARBOSA, 1969, establecióuna escalade sensibilidadde los

diferentesesbozosdel embriónde poíío a la inhibición de la síntesis

protéica,queenordendecreciente,seria:vesículasencefálicas,somitos,

esbozo medular, y notocorda; los esbozoscardiacos no presentan

modificaciones,continuandosudesarrollo;el ectodermodelquederivan

las placadasno requiereuna sístesisprotéica muy intensapara su

constitucióna partir del estadio8 deH.H. enel casode la placodaótica,

y del estadio10 de H.H. en el casode la placadaóptica, formándose

ambasa pesarde estarinhibida la misma.

MORALES ESPERT,1969,realizó un trabajoexperimentalsobre

la patologiafetal en animalesprovocadacon distintos quimioterápicos
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antitumorales.En el hámster dorado y en la rata winstar encontró

profundasalteracionesen los embarazostratadoscon estosagentes:La

Etilhidrazidadel ácidoPodofilínico,un antimitótico,administradaa las

rataswinstardesdeel 60 al 160 dia de la gestación,afectaseveramente

a su fertilidad, llegando a término sólo un 44% de los embarazos,

mientrasque el 25% abortan,y el 31% restantepresentancrias muy

escasas.En el hámstersólo el 10% de los embarazosllegan a término

normal, el 20% de embrionespresentanretraso del desarrolloy

Microsomia,y el 70% abortaron.

Otro antimitótico, la 2-amino-D-Glucopodo-filotoxina,produjo

resultadossimilares en la rata, y fué menos abortivaen el hámster,

obteniéndoseen ésteun 60% de embarazosa términonormales.

El Natulánes un derivadode la Metil-hidrazida, que impide la

incorporacióndeTimidina al DNA, inhibiendola síntesisdel mismo,asi

comoformandoradicales-OHy peróxidodeoxígenoquedespolimerizan

el DNA. Las rataswinstar tratadascon esteagentedel 60 al 160 dias

de gestación,presentaronun 60% de abortos, y sólo un 15% de

embarazosa término; ningunode los hámsterdoradossirios tratados

conesteagentellegarona finalizarel embarazo,MORALES ESPERT,

1969.

En esteestudiollamó la atenciónel hechode que las ratasque no

abortaban,y sus crias llegaban a nacer, aunquefueran de pequeño

tamaño,no presentabanningunamalformaciónaparente,y queMORA-

LES ESPERTintentó explicar asi: “ No debemosolvidar la distinta

respuestade las especiesanimalesde experimentaciónanteel mismo

quimioterápico,y asi, mientrasunasreaccionansiemprecon interrup-

cion de la gestación,otras, probablementemenossensiblesal mismo
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tratamiento,prosiguenel embarazo,aunqueel desarrollode los fetosse

encuentremás o menosalterado”.

Otrosautoreshanintentadoexplicarel mecanismodeacciónporel

cual un determinadocitostático produce las malfomaciones.Asi,

CLAVERT, 1970,estudióla producciónde microftalmiasen el embrión

de conejo por la Ciclofosfamida,observandoque los efectosdependen

del momentode la organogénesisen que actúael fármaco,asi afirma:

“Podemosconcluir que la cúpula óptica pasapor dos periodos de

sensibilidad(a la accióndel agente),uno es el periododel 60 al 80 dias

esdecir, durantela gastrulacióny comienzode la neurulación,el otro

se sitúa alrededordel 110 - 120 dia, es decir, durantela formación y

cierre de la hendiduracolobómica”

ROS TRENCHSy DOMENECH,en 1975 estudiaronexperimen-

talmentela acciónteratógenade la Ciclofosfamida(Genoxal) sobreel

embriónde polío, paralo que inyectarondosisqueoscilabanentre0.03

a 10mgrs.en 132embrionesdeestadios2 al 19deHamilton-Hamburger.

Susresultadosfueronqueun 60.6% fallecierony un 39.4% sobrevivie-

ron, de los cualesel 100% estabanmalformados. Entre lasmalforma-

cionespresentadasdestacaronlasMicrosomiasy torsionesdetroncocon

un 63% y 55% respectivamente,en el sistemanerviosocentral encon-

traronunafaltadecierredelcanalneuralconencefalosquisisenun 15%,

y mielosquisisen un 7%; a nivel del tronco encontraroncelosomiaen

el 23% de los casos,exocardiasenun30%, y atrofiatotal del troncoen

un 9 %,tambiéndestacóla alta frecuenciademicroftalmias(53%), sobre

todobilaterales.

Respectoal mecanismopatogénicode estasnumerosasmal-

formaciones,ROSTRENCHSy DOMENECI-1, 1975,opinanque: “la
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Ciclofosfamida,comoagentealquilante,al produciralteracionesnuclea-

resy cromosómicasprovocandola desnaturalizacióny precipitacióndel

DNA, dificulta y altera la evolución de los procesosmorfogenéticos,

conduciendoa la apariciónde las malformacionesobtenidas”.

En 1975 WILSON y Cois, estudiaronlos efectosantimitóticosde

los alcaloidesde la Vinca en el embriónde pollo, observaronque la

Vimblastina, Vincristina, y la Dexacetilvinblastina,destruyen los

microtúbulosque intervienenen la mitosis,produciendoun bloqueode

la división celular en metafase.

SIEBER, 1978, describió la actividad teratógenade 3 nuevos

fármacos antitumorales la Mainterina, el VP-16, y la VM-26,

comparandoloscon los efectosde la Vincristina y la Coichicina en

embrionesde ratonesalbinos.

ZIRVI y CoIs, 1985, compararonla teratogenicidadde la

Doxorrubicinay la AD-32, sobreel embrióndepollo. En los embriones

inyectadosel dia 1, la Doxorrubicinaprovocóun 96% de embriones

malformados,frente a un 38% para la AD-32, mientrasque en los

embrionesinyectadosen el dia 2, la Doxorrubicinaprovocóun 20% de

sujetosmalformadosy la AD-32 un 40% La anomaliamásfrecuente

fue ocular, variandodesdela microftalmia uni o bilateral, hasta la

anoftalmia.

NOVOTNA y JELINEK, 1986, produjerontambién anomalias

oculares en embriones de poílo, inyectando 10 microgramosde

Ciclofosfamidaal tercerdia de incubación.

NARBAITZ y MARINO, 1988, observaronla inducción experi-

36



Introducción

mentaldemicroftalmiasenel embriónde poíio tras la inyecciónde una

soladosisde Cisplatinoa los 5 diasde incubación.Comprobaronqueel

Cisplatinolesionabala zonaciliar a los 2-3 diasdespuésde la inyección,

posteriormentese observabantambién alteracionesretinianas. El

mecanismoteratogénicode la microftalmiaproducidapor el Cisplatino,

segúnNARBAITZ y MARINO “seriadebidoa unareduccióndel ritmo

de secrecciónde liquidos por el epitelio ciliar, y no por el escapeo

trasvasedehumorvitreo; Loscambiosy alteracionesde la retinaserian

secundariosa estamicroftalmia”.

Asimismoestosautoresafirmanque: “ El indice de crecimiento

de la capaneurales reguladointrinsecamentey no dependedel tamaño

totaldelojo ni tampocodel indicedecrecimientode la capapigmentada.

Unainterpretaciónsimilarprobablementeexplicariael hipercrecimiento
y replieguede la capa neural observadosen nuestrosexperimentos

presentes. Los cambiosretinales,por tanto, serian secundariosa la

microftalmia y no seriancausade esedefecto

BELON, 1991,ensu TesisDoctoralrealizóun estudioexperimen-

tal parainvestigarla capacidadteratógenadel Cis-Platinoen embriones

de poíío. Administró Cisplatino a distintasdosis sobre la membrana

corioalantoideadel embrión de poílo, y en distintos estadios del

desarrollo,provocómalformacionesdel poíocefálico en el 97% de los

casos,siendoéstaslas siguientes:anoftalmiabilateral(2%), anoftalmia

unilateral(12%), microftalmiabilateral(16%), microftalmiaunilateral

(61 %), encefalosquisis(63%), alteracionestelencefálicas (67%),

anomaliasde la bolsadeRatke(51 %) y alteracionesnotocordales(42%).

DUENAS, 1992, ensuTesisDoctoraldemostróexperimentalmen-

te en embriones de pollo que el Mitoxantrone, un nuevo agente

antitumoral,produceunaembrioletalidadsignificativacuandoseinyecta
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enestadiosprecocesdel desarrollo(10 y 14deH.H.), siendola muerte

de los embrionesmenory no significativaenlos estadios18 y 22 dell.H.

Ademásdemostróqueel Mitoxantroneposeeunapotentecapacidad

como inhibidordel desarrollo,provocandoMicrosomiasen el 100%de

los embrionesestudiados.

En su trabajo,DUEÑAS, 1992,encontróque las malformaciones

sepresentaronconuna mayorfrecuenciaen los estadiostempranosdel

desarrollo,esto es, los estadios10 y 14 de U.U., con respectoa las

producidasen los estadiosmástardíos,18 y 22 de H.H. Con respecto

al tipo de anomaliasprovocadasobservóque las más frecuentesfueros

las alteracionesencefálicas y oculares (anoftalmia uni y bilateral,

microftalmiauni y bilateral), torsionesde tronco, y agenesiade cola,

existiendouna relacióndosis/efectosignificativa en el estadio10 de

Hamilton-Hamburger.
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Material y Métodos

A.- MATERIAL:

Han sido empleadasseriesde huevosde gallina raza “ Legorn
Blanca ‘ empollados,remitidosdesdela granjaparasu incubación.

Serealizóun estudioporcentualafin dedetectarel estadioenel que
seencontraban,paralo cualseabrieron1 decada10 huevos; Constan-

tementehemosobservadola presenciade manchablanca,y en ningún

casoel inicio o diferenciacióndel blastodisco,correspondiendopor

tanto, todoslos huevosal estadioO deHAMBURGER-HAMILTON, o

pre-incubatorde RANVER.

En todaslas seriessehan dejadoel 20% de huevosde la misma

recogida,para serutilizados comotestigos, los cualesdividimos en 2

grupos:

GRUPOA
La mitaddeellos fueronincubadossegúnel procederhabitual

del laboratorio,esdecir,unavezrealizadala extracciónde2 cc. de

albúmina,y su posteriorcierre con parafina,semantuvieronen

incubación a la misma temperaturay el mismo tiempo que los

huevosexperimentales.

GRUPOE.-

La otra mitad de huevostestigos, tras extraerleslos 2 cc. de

albúmina,se lesadministróúnicamenteaguadestiladaen la misma

cantidady enel mismo lugaren el quea los embrionesexperimen-

talesse les colocó el interferón-alfadiluido en aguadestilada.
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Losembrionesexperimentaleshansidodivididos en4 series,cada

unade ellascon 100 huevos.

En todaslas seriessehautilizado la mismatécnicade trabajo,que

ha sidola siguiente:

A las 24 horasde ser introducidosen la incubadora“ Selecta”,a

una temperaturacontroladade 370C, y con un grado de humedad

constante,fueronextraidostodos los huevos,y abiertosmínimamente

por su poíoagudo,extrayendolescon micropipeta2 cc. de albúmina;a

continuaciónse cerróel orificio conparafilm. Siguiendoel proceder

de LUTZ, seles practicóen el culmenunaaperturarectangularde 1 x

2 cms.,para a travésde ella visualizarel disco embrionarioy poder

establecerel estadiodel desarrolloen que se encuentran.

Sobrelos blastocistosobservados,y unavezconfrontadosuestadio,

se colocacon micropipetala dosis de interferon-alfa-2bcalculadade

forma unitaria e independienteparacadaunade las seriesy gruposde

huevosescogidosparala faseexperimental.

Aunquees materialmenteimposibleunaexactaimplantaciónsobre

el áreaembrionariaen todosy cadauno de los huevos,en la prácticala

colocacióndel productofué en todosellos similar, ya quesecolocó la

dosistomandocomocentroel nudo de HENSEN y como eje la Linea

primitiva.

El productosediluyóenaguadestiladahastaconseguirunadilución

de 10 Ul de interferón-alfa-2ben cadamcl.

Ordenadoslos huevosexperimentalessegúndosisdel productoy
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criterio cronológico, se establecen4 series,cadauna de ellas con 5

grupos,tal y como se detallana continuación:

SERIE 1:
Comprendeun total de 100 embrionesinyectadosa las 60

horasde incubación,cuandose encontrabanen el estadio10 de

H.H., y quesubdividimosen 5 grupos:

a) Grupo 1.- 20 embrionesinyectadoscon5 mcl. de dilución

(50 U.I.interferón-alfa-2b).

b) Grupo2.- 20 embrionesinyectadoscon 10 mcl dedilución.

(100 U.I.interferón-alfa-2b).

c) Grupo3.- 20 embrionesinyectadoscon 15 mcl dedilución.

(150 Ul. interferón-alfa-2b).

d) Grupo4.- 20 embrionesinyectadoscon20 mcl dedilución.

(200U.I.interferán-alfa-2b).

e) Grupo5.- 20 embrionesTestigos: 10 embrionessin dosis

y 10 inyectadoscon aguabidestilada.
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SERIE 2:

Comprendeun total de 100 embrionesinyectadosa las 72

horasde incubación,cuandose encontrabanen el estadio14 de

H.H., y quesubdividimosen 5 grupos:

a) Grupo 1.- 20 embrionesinyectadoscon5 mcl. de dilución

(50 U.I.interferón-alfa-2b).

b) Grupo2.-20 embrionesinyectadoscon10 mcl dedilución.

(100 U.I.interferón-alfa-2b).

c) Grupo3.- 20 embrionesinyectadoscon 15 mcl dedilución.

(150 U.I.interferón-alfa-2b).

d) Grupo4.-20 embrionesinyectadoscon20 mcl dedilución.

(200 U. I.interferón-alfa-2b).

e) Grupo5.- 20 embrionesTestigos: 10 embrionessin dosis

y 10 inyectadoscon aguabidestilada.

43



Material y Métodos

SERIE 3:

Comprendeun total de 100 embrionesinyectadosa las 90

horasde incubación,cuandose encontrabanen el estadio 18 de

H.H., y quesubdividimosen 5 grupos:

a) Grupo 1.- 20 embrionesinyectadoscon5 mcl. dedilución

(50 U.I.interferón-alfa-2b).

b) Grupo2.- 20 embrionesinyectadoscon 10 mcl dedilución.

(100 U.I.interferón-alfa-2b).

c) Grupo3.- 20embrionesinyectadoscon 15 mcl dedilución.

(150 U.I.interferón-alfa-2b).

d) Grupo4.- 20 embrionesinyectadoscon20 mcl dedilución.

(200 U.I.interferón-alfa-2b).

e) Grupo5.- 20 embrionesTestigos: 10 embrionessin dosis

y 10 inyectadoscon aguabidestilada.
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SERIE 4:

Comprendeun total de 100 embrionesinyectadosa las 105

horas de incubación,cuandose encontrabanen el estadio22 de

H.H., y quesubdividimosen 5 grupos:

a) Grupo 1.- 20 embrionesinyectadoscon5 mcl. dedilución

(50 U.1.interferón-alfa-2b).

b) Grupo2.-20 embrionesinyectadoscon10 mcl dedilución.

(100U.I. interferón-alfa-2b)

c) Grupo3.- 20embrionesinyectadoscon 15 mcl dedilución.

(150 U. 1.interferón-alfa-2b)

d) Grupo4.- 20 embrionesinyectadoscon20 mcl dedilución.

(200 U. 1.interferón-alfa-2b)

e) Grupo5.- 20 embrionesTestigos:10 embrionessin dosis

y 10 inyectadoscon aguabidestilada.

La O.M.S. en su informe, 1967, sobrelos principios aplicablesa

la investigaciónteratógenade los medicamentos,señalaquela dosifica-

ción a administrarse debe fijar basándoseen el pesocorporalde los

animales; nosotros,siguiendoestasdirectriceshemosextrapoladola

dosisutilizadaenadultoshumanos,al embriónde ave segúnel pesode

éste,de lo que resultaunadosisaproximadade 100 U.I. de interferón-

al fa-2b.
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Hemosconsideradooportunoestablecernuestrapautadeactuación

independientementedel estadiodel desarrolloembrionario,utilizando2

dosisde menoro igual cuantia,estoes,50 U.I. y 100 U.I., y otras2 de

mayor cuantia: 150 U.I. y 200 U.I. Dado que la dilución del fármaco

conseguidacon aguadestiladafue de 10 Ul. ¡ mcl., las cantidadesa

administrarseriandeS, 10, 15 y 20 mcl. respectivamente.

En todas las series, una vez administrado el producto a los

embriones,o el aguabidestiladaen los testigos,secierrala ventanacon

parafilm, y se reintroducenlos huevosen la estufadurante72 horas,a

partir de las cualesse interrumpe la incubación, se extraen los

embrionesy seintroducenen formol neutroal 20%

De todoslos embrionessupervivientesy en todaslasseriessehace

un estudiomacroscópico,asicomoun controlfotográfico,escogiéndose

parasu posteriorestudiomicroscópicoaquellosembrionesquepresen-

ten un mayorgradode malformación.

En todaslas seriessehandespreciadolosembrionesqueaparecen

muertos tras las 72 horas de incubación, aún cuando presentaran

marcadossignosdemalformación,yaqueenéstoses imposiblerealizar

un estudioy seriaciónhistológica.

De cadaserie,y dadoque existianmalformacionessimilaresen los

embrionessupervivientes,hemoselegidoel especimenmáscaracteristico.
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B.-METODO

:

Unavezalcanzadoel estadiodel desarrollodeseadoencadaunade

las series, hemos procedidoa depositarsobre el embrión la dosis

correspondientedel ¡nterferón-alfa-2hdiluido.

El interferón-alt’a-2butilizado por nosotrosha sidoel comercia-

lizadoporlos laboratoriosfarmacéuticosdeSheringh-Plough,S.A., con

el nombrede INTRON A.

La administraciónde la dosis requeridasegúnla seriey el grupo,

se realizó con precisiónmediantela micropipetasemiautomáticade la

marca BRADS, utilizando en cadauna de las seriesunos capilares

previamenteesterilizados,procesoen el que se procuró invertir un

tiempo no superiora 20 minutos por serie.

Trasadministrarel ¡nterferón-alfa-2bal embrión, seprocedióa

cerrarla ventanadelhuevomedianteparafilm,reintroduciendodenuevo

a ésteen la incubadoraduranteotras 72 horasmás, al términode las

cuales,hemosextraidolos huevosbruscamente,paraaislar el embrion

vivo.

Aislado el embriónpor micro-disección,seprocedióa su estudio

macroscópicocualitativo y cuantitativo, fotografiándolo con cámara

incorporadaal microscopioy fuente de luz fria, y posteriormente

hallandolos parámetrosde su peso en miligramos (mgs.), su medida

longitudinalenmilimetros(mms.)y su volumenen centimetroscúbicos

(cc.)

Finalizadoesteestudio,losembrionesfueronintroduciendosesuce-
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sívamenteen formol neutro al 20%, ordenadospor serie y grupo.

Los embriones,unavezestuvieronfijados, y previa seleccióndel

especimenmáscaracteristicode cadagrupo, fueroncortados,en cortes

semifinos,y teñidossegúnla técnicadela Hematoxilinade Harris,para

su ulterior estudiomicroscópico.

Igualmenteseprocediócon los embrionestestigosde cadaserie.

Los datosobtenidosde cadaembriónfueron introducidosen un

ordenadorIBM PC compatible,e integradosen una basede datos,

concretamenteel programaDBASEIII PLUS. El análisisestadísticode

los resultados,se efectuómedianteel programaestadísticoR-SIGMA,

y el programade cálculo LOTUS 123; y los gráficos medianteel

programaHARVARD GRAFICS.
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~
9~99
006

MicroftaIm~a Unilateral
0.50 0.05

U 1 00 0,07 Siadrame Regresión Caudal
0,68 0,06 Torsión Truncal
0,85 0,08 ,2J2~

2L2L

Mioroflalmia Unilateral
$4 o,so 0,05 Síndrome 2egresi&a Caudal
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fMERIQN LONQZTUVflZMI VOL UMEJWCC) Ft4PíX2E!
• . . •...•4.4.t. -,

• .

1,60 0120 0,20

•4<
170 023 0,22

• ;<:3V§... re
1 ~

~-Th
022 0,20
020 020

1,65 0,23 0,22
• .... kk6Ák~. 1345 048 0 IG
• . 1,5$ 0,20 0,20

<•1 1.50
1,70

0,18
0,2.5 0~23’

1,60 0,22

:11
170 025 0,25
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fl<WY LONOrn’D~na VOL OMU<(CCI 115040 1 MALFORMACIONES

Resultados

1,20 3 15 0 15 Miorofta]mia U5ilatpral
1,10 0,11 QJj.

9~4~
0 16

Síndrome RegresiónCaudal
3 1,30 0,16
4- 1,45 0.20 Mioroftalmia Unilateral
$ 1.10 0,14 ....ÉA±

010135 0.10
r

1.10 0.14 ,91jj
0 111,00 0,11

1,3$ 0.19 ..Q~iL
Qjfl.~
Q~9

1.00 0.10 6.RegresiónCaudal+MicroWUnil
II 1,45 0.25 Micraftalmia Untlat.+Hemorragia

120 014
lB 1,20 0,16 QJL

9J~%
019

1,2$ 0.20

2

2SL

ESTADIO 1414.11

130 020
1,20 0,19

DOSIS 10 ujcri,Ikrns

flJWZIVN LONG! TUC’WI ~ L~~~LAM ¿FORMt&CA2h
1 110 0 14 QJj Microltalmia Unilateral
2. 1.00 SJ.Q 0 11 Síndrome RegresiónCaxidal
3 1.30 0,20 flfl
4’ 1,00 0 10 0 10 Torsión Truncal

—

1,15 0.19 0 18 Torsión Tnjnoal + Remar-ra ¡a

1.10 0,15 ~JIL
0J97
~
017

Máczoftalzn¡a Unilateral
0.90 0.07 SindromeEegresíánCaudal

0 0,80 0 08 SíndromeRegresiónCaudal
1.15 0.18
1.05 0.10 %49

U 1.30 0.20
$2- 1,00 0.08 J~9~
la 0,18

1.10 0,18 Q4~
%93
9dL

SS 0.80 0.07 SitdromeRegresiónCaudal
tE 1,00 0,15
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ESTADIO 14 ILH.
DOSIS 15 .ícnuIkros

W~!ON LONCIfl’bt’O.tJ t~L vu~trj FES~~> WÁLFQRWAC’1N £4.
1,10 0. iS ,,,,,,,,,Q~fl,,,

9~L
MÉofoftalmia Unilateral

• 0.75 0.OE Síndrome Regresi¿n Caudal
• 3 0,90 0,09 2~.I2~

009—-A—
,~J%

015-~-
Q>~L
014~ ~JQ
009

~

• 4’ 0.90—
5 0 90

008—~
~
012

—~-
.Q~j.

010—~¿~
0.09

SíndromeRegresiónCaudal
Microflalmia Unilateral

1,00
0.80 SíndromeRegresiónCavdal

0 0,90—9. 0,90 Mkroftalmia Unilateral
t~. 0.90 0 08

~J
Torsián Trunoal

1,00 94~
~

010-~- 0 07~~—1-9~98

1.10 .Q~fl
012-~-0 07—~,,9Z9[

12 1,00—
0,70 Torsión Truncal
0,80 Mioroflalmia Unilateral

ESTADIO 14 H H
DOSIS 20 mitrol±tros

LONOITUDr2U ~L UMfl%~J MALFORMACIONES
0.80 0,08 ,,%9~

,...2~iL
fiQj,
%~L

Síndrome Regresión Caudal
2 1,10 0,10 Anoftalmia Unilateral

0,70 0,05 S.Regresi¿aCaudal + Exocardias
0,EO 0.OS Síndrome Regresión Caudal

5 0,80 007
& 1,00 0,10 ~9

fiAI
006

MioroftaI.mia Unilateral
7 1.00 0.12 MicroftalmiaUnilateral
8 0,80 0,07

0,70 0.07 ,Q~9j
0,10

Microflalmia Unilateral
0,90 949

fl49
o os

1,00 9J~j
o os

Microftalmia Unilateral
Torsión T.uncal52. 0.60—

0,80 jJ~~
24 0,50 0 05 0 04 Mioroftalmia Unilateral— —~ -~-

0.70 Q4j, .....2.JZ Torsión Truncal
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5<MIiZW LoN~2IruD,tM) VOL VMD&IXI PE$2A2R>
1,60 0,20

0,2.0

1,70 9,23 0 22
1,65 0,22 0,20

• 1,80 0,27 0,25
1 65 0 23 0 22

.:•: J.I.ZL
1,55

0,25 02S
• . 020 020

1,75 ~A=
0

0,27

170
9,23

1,80 0 28 0,28
1,70 0,2S 025

0,24 0,24

165 024 0,22
• :.:&~1¿&.. 1 85 Q27 0,25
• ~ h

165 020 9,20
• . . SI~&5:L:.:. 1,70 0,26 0,24.

1,70 0~25 0,22
.4

1,60
0,24 0,21

• • :Yl9Ñk..•. 1,65 0,25 0,23
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ESTADIO 18 }LH
DOSIS 5 aAcfoBhmos

fMVS¿ N2N L¿WOITUOA~M3 ~LU&wq ~ PESO4flRI £~1LPQRMAC1O&ES

Resultados

1 1,50 0.22 ~ Mioroflalmia Unilateral
2. 1.15 0,12
3 145 0.22

1,60 0,28 ..2L?L
0 125 1 00 0,12 Torsi& Tn>ncaI

$ 1,4.0 0,15
1.50 0,27

fi 1,55 0.25
1,45 0.25
1,40 0,24

11 1,15 0,15 ,QJjj. Mioroftalmia Unilateral
£2- 100 012

o,so—__
1,30

cío oía
0,22

1.25 020
1,70 0,30 ~2L

1•7 1,70 0.30

ESTADIO 18 H.hI.
DOSIS 10 micfdhhrns

~5fl2N ~ ¡,f~~¿ MALFORMACIONES
1 20 0,19 9Jfl

2- 110 0,25
3 0,90—
4- 1.35

0.06 0 06 Microftalmta Unilateial
0,28

1,30 0,28 0
010090 0,10

7 0,80—__
0 1,15

010 010
025 025

9’ 1,25 0,20
1,30 0.28

£1 0,90 0,07 ~L
0 10

Torsión Ttuac&l
£2- 0.90 0 09 Microftalmia ‘inilateral
la 1,10 0,15

1,20 0,20
15 1,15 0,18 0 20
$6- 1,SS 0 30 0 25 Microftalmia Unilateral
17 i,10 0,22 ,QJ~
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ESTADIO 18 H.M.
DOSIS iS minralitras

n¿m,o±v LONQrrUmcld> vixw<flv>cri Prsoxmi 3C41F0RM4ClONES’
0 17 Torssnn Truncal

17 Micrcftaimia Unilateral
3 1,05 0.14
4 1.00 0.14
5 1,00 0.14
6- 110 015 016
‘1 0.12 ~J4,

9J3~
Skdrome Re~cesión Caudal

1.10 0,25

1,00 0.14
1,00 0.14

11 1,00 0.13 pJ Microftalmía Unilateral
t2. 1,05 0,14
i3 105 020 020

0,141,00 0,14 Q¿Q Mácroflalmia Unilateral —-____
- . ¶5:§:<: 1 15 0 20 0 20 Síndrome RePrESIón Caudal~a- —~----

Y 1,00 0110 ~~~2IIL

iS 1114.
f~;~~t>z>inu:tohtrts

£MZRAYf W?~ZTU VOL UMCN MAL FORMACIaN
0,13 0 14 Micrcflalm¡a Unilateral
O 13 0 15 MieroItalmia Unilateral

0 12 0 12 Siftdrolne Retresián Caudal
& 1.06 014 QJj

2~
MicroflaImia Unilateral

0.25

0 14 0 15 Torsión Truncal

0 09
—3--

~JjQ~,

010

~MroReresiónCau4fl,,,
008

I~OO .%it
%9%
0 08

0,13
14- 0,95
» 0.80 0 08 Torsión Trunoal
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Resultados

LQNO¡TUDIS3O VOL UMENi’CC> PZ5OÉ~RI

• •

1~

• .

• ...~.fl•fl

0,28

1,95 0135

1170 0,25
Y4~M 1,90 0,30

0225
• ‘->iY1~:.~•:’ 035

• , 0,30

0,22
0,~2S• 1.
026

• .:::Xt:::.s:. 1,80 0,28
1~70
1,65 0,23
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ESTADIO fl H.H
DOSIS 5 macrolitros

D¿S~t2N LG~TQZTUDIt~O I$~L ?IMflTji~J FES\~«J MAL FCMCL2ES

-1:2:::;::: 0 30 Mkroftalmia Uoil¡t~raI
0 20 Mi~rnftalmia UMhuural

1,50 Q
Q¿94’ 140 021 Sitd es<ónCá’4a1

ESTAWO22HIL
DOSIS LO mrnrnlhnE

LONG! nfVID<J ~ ~ A&ILFCWMACFZWES
• . .kSWkk< 1,+0

-ILSO 0,25 0 24. Microflalmia Unilat,ril
a . 1,50
4 ¡AS ~ 0 22 Microftalmia ‘J~ilatna1

.5
1,20 0

0
02S

1,30
0-- •- 125 022

120 0,2C
1,20 9.~39

~
..~......2¿&

020

~9~4SitKroae Rezres¡óa Cai¿d~I
U 1,20

¡ so ..221.
%fl
020

13 130
t4- 1.30 024

0.23 211___
0221,40 ~

47 1,30 9~3% 022
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nTiÁrno u H14.
DOSIS 15 UICrDIIt±OS

D<SncW L01c17U14a0VO¿M<U<~J PflOt*~!
1,20 0.2%
1,35 0.23 j~j• MkraflaImia tJftiJatnal

3 1,25 0,25 MioroñaLmia tJbiLaWtal
4- 1.40 .21A2

0,205 1,20 ~j
Qjj
~4j
0 15--3-0 15

1,20 0,20 Sándroms Regr~sián Caudal
1~2S 0,20
1,15 0.11

—

1.20 0,15
¶ 20

—-3-
1,25

043 0 14

025 020
1.30 0,25 ffi3f~

‘—

- - ,i4¿-:: Y

1 0’ Sindrnme Regresión Caudal

0,70. 0,05
-•;:: 1,00 0.08 0 08

1 10 0,12 0 12 Micrnftalmia Unilateral~— ~

¡ESTAIMOfl UIt
rflQ~Is 20 utirroUum

~p> MÁLFORMaC’nvrs
—

1,15 C~22 P~!I
1.10 0.16 .9~3L
1.0~ 0,16

9JJ~ Skdrome RegreuiótCaudal
-.1.15 0.20 0 18--3—
1.20 0.18 0,17 Tnr;ióa Truncat-tC.~osomia

....:&~<:kkV ~4J4~
1.20

222
0.30

94±
2~39.7. Microfttinia Unilateral

1,20 0.2.0
1.16 0,20 9Jj

0 22
Microftalmi¡ Unílmisual

lOL

—

1.22 0,25
1,15 0,17 0 18

--3-
Q¡fl
0 17

--3-
1.15 0.IR
1.10 0,17

1,20 0,17
1,10 0.11 9~Q

j~45
SíndromeRegresiónCau~a1

1,16 0,1S
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fl~’&¿fi2« LONt2!TUr413<> VOL u&<iw,irj PESt~12I~J
2,00 0,35 0,32

0,30 0,30
1,95 0,35 0 35

035 035
0,2$ 0,26
Olas 0 30
0,30 0,30

I$3
0,32. Q32’
0,30’ 030
0,30 0,28
0,32 0,32

• :::.42.:..,. 1,95 0,35 0,32
• 1,90 0,30 0,30

1~8S
2,00

0,27 0,30
0,35 0,.35

• 1,90 0,30 0,30
1,90 0130 0 32
1 85 0,34 0 32

1 1’ 195 0,31 0,30
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SUPERVIVENCIA DE LOS EMBRIONES

Aunque las Tablas de resultadosencierrantoda la información

disponible,esnecesariotraducirlaaun gráficopararealizarunasíntesis

visual.

El principio de la representacióngráficade variableso caracteres

mediantediagramasde barrases la proporcionalidadde las áreasa las

frecuenciasabsolutas,MARTIN, 1977.

Con los resultadosobtenidosennuestrainvestigación,y enárasde

unamejorvisiónglobal de los mismos,hemosconfeccionadounGráfico

deSupervivenciade los embrionesexperimentalesy testigos,represen-

tadosenun diagramadebarrasquetienenunabaseidénticay unaaltura

proporcionala la frecuenciaabsolutacorrespondiente,siendosusáreas

o superficiesproporcionalesa la frecuencia.
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SUPERVIVENCIA
POR ESTADIOS Y DOSIS

20

15

10

5

o

DOSIS 5mcl.~

DOSIS lOmcl. ¡IDI

DOSIS lSmcl.M

DOSIS 2Omcl.M

TESTIGOSLi

16

16

14

14

18

14 EST. 18 EST. 22
17

17

16

15

19

117

17

16

16

19

EST. 10 EST

.

16

16

15

15

19
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ANALISIS ESTADíSTICO DESCRIPTIVO DE LOS DATOS

OBTENIDOS

La estadísticadescriptivaesun métododedescripciónnúmericade

conjuntosnumerosos,estoes,un métododedescripcióncuantitativaque

utiliza al númerocomosoporteobjeto,asipuesal lenguajede lasletras,

la estadísticadescriptivaoponeel lenguajede los números.

Los conjuntosde datosobjeto de nuestroestudio,anteriormente

expuestosen tablas,estánperfectamentedefinidos,de formaqueen todo

momentopodemossabersi un dato o resultadoperteneceo no a unode

los conjuntos.

En nuestroestudiohemosrealizadoun análisisdescriptivode los

datosobtenidosmediantelos siguientesprogramasdecálculoy estadís-

tica: LUPUS y R-SIGMA, agrupandolos resultadospor estadiosdel

desarrolloembrionario(10,14,18y 22 deHamilton-Hamburger)enque

fueroninyectados,y dosisde interferón-alfa-2bque seutilizaron (5, 10,

15, y 20 microlitros).

ANÁLISIS ESTADíSTICO DE LOS DATOS DE LONGITUD

.

VOLUMEN Y PESOOBTENIDOS EN LOS EMBRIONES EXPE-ET
1 w
472 288 m
513 288 l
S
BT


RIMENTALES

.

De las variablescuantitativas,a saber,la longitud, el volumeny el

pesode los embriones,sedeterminaronlasmedias,desviacionestípicas,

valoresmáximosy mínimos,y varianzade cadamuestra.

Lo realmenteimportantedeestetratamientoestadísticoesconocer

los verdaderosefectosquetienenlasdistintasdosisde interferón-alfa-2b
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utilizadassobrecadaunode los estadiosdel desarrollodel embriónde

ave en que seemplearon,paraasí deducirobjetivamentela capacidad

teratógenade estefármaco.

Paracomparardichosefectos,y sabersi la longitud, volumeny peso

de los embriones varian según las diferentes dosis utilizadas del

producto,seutilizaun métodoestadísticoqueesel análisisdela varianza

deun factor o unavia, queconsisteenunageneralizaciónde la prueba

de la t” de Studentparadatosindependientes.

Así paracadauna de las variablesde peso,longitud y volumen,

tendremos4 gruposdeobservacionesdependiendode la dosisutilizada

(5,10, 15 o 20 mcl.), y podremosobtenerunamediaencadauno de los

gruposresultantes(definidospor la dosisempleada),y unamediaglobal

independientede la dosis utilizadaen cadaestadio.

La desviaciónde cadauna de las observacionesrespectoa esta

mediaglobal será:

Yij-Y=(Yij-Yi)+(Yi-Y)

El primertérminode la derechaesla desviacióndeunaobservación

(Yij) respectode su mediade grupo(Yi), y el segundotérmino es la

desviaciónde la mediadel grupo respectode la mediageneral.

El conceptoclaveesquela variabilidadtotalde los datosesla suma

de 2 variabilidades,a saber, la variabilidadde los datosdentrode cada

muestra,y la variabilidadexistenteentrelas distintasmuestras.

Si denominamosporUi al valor mediodeunavariableobtenidacon

la dosisde un tratamientoi (mediapoblacional),entoncesla Hipótesis
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a contrastares:

Hipótesisnula:

Ho = UI= U2 == U3 = U4

contra la Hipótesis alternativa Hl de que alguna de las anteriores

igualdadesno seacierta. Asi pues,el Análisis de la Varianzaes una

pruebaGlobal quenos indica si todas las mediassonigualeso no.

Si estasdesviacionesson elevadasal cuadradoy realizamosel

sumatoriodetodas las observaciones,resultarála sumade cuadrados

total, quepuedeserdividida en 2 partes:

a) La sumadecuadradosde las desviacionesde cadalectura

alrededorde la mediade su grupode dosiscorrespondiente.

b) La sumade cuadradosde las desviacionesde cadamedia

de grupoalrededorde la mediageneral.

Resumiendo,la sumade cuadradostotal, es igual a la suma de

cuadradosde las desviacionesdentrode cadagrupo, más la sumade

cuadradosde las desviacionesentregrupos.

Si la Hipótesisnula fuera cierta,las dosvarianzasqueseoriginan

coincidirian, y de no sercierta,ambasvarianzasseriandistintas.

Cuandoexistengrandesdiferenciasentrelas mediasde los grupos,

esprobablequela sumasecuadradosentregruposseamayorquela suma

decuadradosintragrupos.Deotra forma, si todaslasmediasdegrupos

soncasiigualesy aúnexisteunaconsiderablevariaciónintragrupos,es

probablequesucedalo contrario,estoes,quela sumadecuadradosentre

gruposseamenorque la sumade cuadradosintragrupos.Por tanto, los
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tamañosrelativosde lassumasdecuadradosentregrupose intragrupos
ofrecenla oportunidadde valorar la variación entrelas mediasde los

gruposen comparacióncon la variación intragrupos.

Engeneral,pararmuestrasy cualquiertamañoNi de cadamuestra

(no necesariamenteiguales), un estimador “entre muestras” de la

varianzacuandola Hipótesisnula es cierta, seria (5E2):

Ni. (Xi-X~
52 =

E
r- 1

La varianza‘dentro de las muestras”parar grupos,cadauno de

tamañoNi seria:

rNi . ~(Xi -

52 =
D

N-r

El subíndiceD serefierea que esunaestimaciónobtenidaa partir

delasvarianzasestimadasdecadamuestra,y de ahi que a estafórmula

se le denominevarianzadentrode muestras”(5D2).

En estepuntoes interesantehacernotarqueSD2esestimadorde

la varianza® con independenciade que la hipótesisnula (Ho) sea

verdaderao falsa,sinembargoSE2esunestimadorde la varianza@ solo

cuandola Ho es cierta,puesde esahipótesissepartió. De todoello se

deduceque cuandola Ho es falsa,entoncesSE2no solo no estimala

varianza@, sino que tiende a dar valoresmásaltos.

Asi pues, un modo apropiadode contrastarla Ho es comparar
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ambasvarianzas,cuandoseaceptela igualdadde varianzas,seaceptara

Ho, y encasocontrarioseaceptarala Hipótesisalternativa. Con ello el

testconsistiriaen calcularla cantidad:

Fexp. =

2
sf5

y compararlacon la F& buscadaen las tablasde la F de Snedecorcon

(r - 1) y (n - r) gradosde libertad,

Entonces:

* Si Fexp. < F& (r - 1, n - r) ----> Lasvarianzassoniguales

> seaceptala Ho, y por tantotodaslasmediasde lasmuestras

son iguales.

*Sipexp > F&(r- 1, n-r)----> Lasvarianzassondistintas-

> se rechazala Ho, y por tanto algunade las mediasde las

muestrases distintade las demasconerror &.

Los gradosdelibertadde la P& hansido (r - 1) y (n - r) puesellos

son los denominadoresde 5E2 y 5D2

TIPOS DE VARIABILIDAD A ESTUDIAR:

1.- La variabilidad total de los datos: semidepor la cantidadde

la sumadecuadradostotal, siendoel numeradordela varianzade todos

los datos, como si fuera una sola muestra,por tanto, sus gradosde

libertadsonN -1 (siendoN el númerototaldeembrionesencadaestadio,

independientementede la dosisde interferón-alfa-2butilizada).
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S.C.Total=E1~(Xii-XY = EuX
2ij

N

II.- La variabilidad entre las muestras: se mide por la cantidad

de la suma de cuadrados entre grupos. Su calculo serealiza en base al

húmero de muestras (r), siendo susgrados de libertad r -1.

r r Xi2
S.C.Entre =E Ni (Xi - = E

i= 1 i=1 Ni N

III.- La variabilidad dentro de las muestras: se mide por la

cantidad de la suma de cuadrados dentro de las muestras, y se obtiene

también, si conocemoslas 2 anteriores, por la diferencia entre la total

(SCT) y la entre las muestras(SCE). Susgradosde libertad seobtienen

por diferencia entre N - r.

S.C.Dentro = S.C.Total - S.C. Entre

Las sumas de cuadrados anteriores son variabilidades brutas

totales. Para conseguirvariabilidad promedio esnecesariodividir cada

suma de cuadrados por sus grados de libertad, obteniéndoseasi las

medias cuadradas, las cuales son la Varíanza “entre” muestras, y la

Varianza “dentro de cada muestra.

Como la varianza “dentro” esuna mezclade las varianzas de todas
las muestras,éstaseráuna estimaciónde la varianza con independencia

de que la Hipótesis nula seacierta o no.

Si laHipótesisnula escierta, la variabilidad ‘entre” sólodependerá

del azar, y así, estimará también a la varíanza.
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El Test de Análisis de la varianzaconsisteen compararambas

varianzas(‘entre y “dentro”) por el procedimientoclásicode la F de

Snedecor. La cantidadexperimentalesel cocientede lasdosvarianzas,

la cantidadteóricaesunaF de las tablasde Snedecor,y los gradosde

libertad son los de las 2 varíanzasdivididas.

Si la razónde las2 varianzasno essignificativa o, incluso,silo es

ligeramente,tienepocosentidoexaminarlasdiferenciasentreparesde

medias.

Si porel contrario,la Fessignificativa,contamosconunaevidencia

razonablede queexistendiferenciasrealesentrelas medias,y que son

lo suficientementegrandescomo para mostrarsepor encimade la

variacióndelazar. En estecaso,convieneexaminarlasdiferenciasentre

los gruposal objetodeestudiara quésedebela significaciónencontrada.

Paraestudiary compararestasmediashemosseleccionadocomo

métodoestadisticoLA PRUEBADE NEWMAN-KEULS (asistidospor

el programaestadísticoR-SIGMA).

En estemétodosecomienzaordenandolas r mediasdelos grupos

en orden ascendentey se comparaen primer lugar las dos medias

extremasde entrelas r, luego las 2 mediasextremasde entrecadauno

de los dosgruposde r -I mediasconsecutivas,y asi sucesivamentecon

gruposder -2, r -3, r -4,... y 2 mediasconsecutivas.Laprincipalventaja

de estemétodoesqueencadapasoel númerode mediascomparadasva

disminuyendo,el valorde K tambiény consecuentementeel dela “t” de

Student,siendomásprobabley fácil encontrarunasignificación.

Teniendoen cuentatodas las consideracionesteóricasexpuestas,
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Resultados

hemosrealizadoun tratamientoestadísticoasistidoporordenadory con

los programasespecíficosreseñados,cuyospasointermediosomitimos

porla austeridaddel espaciodisponibley lo innecesariodel seguimiento

de las fórmulasmatemáticasy susdesarrollos,parael lector, por lo que

pasamosdirectamentea exponerlos resultadosútiles obtenidosen los

embrionessupervivientesde nuestrotrabajode investigación.
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Resultados

SIGMA Ficha: 66 AIDOSTSS CONO Base 1

ESTADISTIICA BASWA

BONDAD DX AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE XOLNOCORDV-SMIRNOV
VARIABLE KEnYA DESV. TIP.jtfl. EST. MININO ¡MAXIMO TAMASO

tn~Gfl’UD 1.2219 0.1402 0.03505 1 U4S 16

Diferencia náx. teórIca: 0.295 O~ < 0.1) 0.227 (p < 0.05)

Diferencia náxina observada: 0.12449

NO SE DrPEC¶YM4 DIPET¿fl¿CIAS SIGNIPICATIVAS

MORLONGXTUD/ESTADICW4 3 LONGITUD Ii

SIGMA Ficha: 66 A:00S155 CONO Baae

ESTADíSTICA BASICA

BONDADDE AJUSTh A UNA NORMAL

VARIABLE INEDIA ~ KOU<OGOROVSHIRNOV TAMAÑO

LONGITUD 1.2594 0.33524 0.08456 0.5 1.75 16

Diferencia mex. teórica: 0.295 (p < 0.3.) 0.327 (p < 0.05)

Diferencia uAxiaa obaervadaz 0.073456

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

MORLONGI7UD/ESTADIO—1O 3 LONGITUD N
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Resultados

SIGMA Flcha: 66 A;DOSISS COND Baso 1.

ESTAnISTICA BASICA

bONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

VARrARtE frErnA jossv. PRUEBA DE KOLI4000RDV-SKfltNOVTIP.¡~RR. EST. Q(INIXO I¡4AXIIC r&x&Ño

LONGITUD 1.3529 0.24461 0.059327 0.9 1.7 17

Diferencia rAM. teórica: 0.286 <p < 0.1.) 0.318 (p < 0.05)

Dif.rericia axin obsérvada~ 0.10194

NO SE DETECTARD:FERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR LONCITtID/ESrAnIO=4 a 3 LONGITUD N

SIGMA Ficha: 66 A:tjOS!55 CONO Base

ESTADíSTICA BASICA

BONDADDE ASUSTE A URA NORMAL

VARIABLE jMEflIA ~ PXiUEBA DE KOEMOCOROV-SMIRNOV TARASa

TXP.IfltR. EST. jMIMflO MAICIMO

LONCITIID 1.5 0.11456 0.027766 1.3 1.2 17

Diferencia ráx. teórica: 0286 (p < DA) 0.318 CP < 0.05)

Diferencia rAxi,~a observada: 0.14706

NO SE DEflCI?AN DIFER8NCTAS SIGNIFICATIVAS

NOIi LONGITUD/ESTAflTO—22 3 T,ONGITUD >3
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Resultados

ESVADISTICA SASItA

BONDAD DR AJUSTE A UNA NORMAL

VARIABLE MEDIA jDESV. PRUEBA DE XOLHOCGROV-SMIRNDV TAMAÑOT¡P.¡ESR. EST. míNIMO MAXIMO
VOLUREM 0.15063 0.063505 0.015976 0.05 0.2S 1.6

Diferencia ufl. teórica: 0.295 (p < 0.1j 0.327 (p < 0.OL)

Diferencia máxima observada: 0.12894

NO SE DETECTAN DIFERD¡CIAS S¡GNI?ICATIVAS

NOL VOLUMEN/ESrADIO—1Q 3 LONGITUD 1<

SIGMA PieS.: 66 A:DOSIS5 CONO Base

ESTADíSTICA BASICA

BONDAD D~ AJUSTE A UNA NORMAL

¡ VARIABLE ¡MEDIA jDESV. PRUEBA DE

TIP.jEPM. EST. ¡MININO IMAXIMO

VOLUMEN O.5875 0.04324 0.010835 0.1 0.25 16

Diferencia máK. teórIca: 0.295 <p < 0.1) 0.327 (p < 0.05)

Diterencis máxima observada: DA1967

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIONIPICATIVAS

NOR V0LUMEN¡ZSTADIO~14 3 LONGITUD >3
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Resultados

SIGMA Flchc 66 A:DOSIB5 0CM) Basa 3.

ESTADíSTICA ftASICA

fiONOAD DE AJLJS¶t?E A. UNA NORMAL
VARIABLE MEDIA IDESV. PRUEBA DE KOLMOGOROV-SRUO4OV

rrP.jERR. EST. jifhNIMO ¡MAXIMO TAMAÑO

VOLW4ES 0.20641 0.067156 O.0I&~36 0.1 0.3 17

Diferencia Ntc. te6rica~ 0.286 (p < 0.1) 0.318 Ci’ < 0.05)

Diferencia ,~&xina observada: 0.15204

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNXFICATIVAS

M0R VOLLIMEN/ES<fADIO—a 8 3 LONGITUD N

51010. Picha: 66 D~:DOSIS5 cOND Base

BONDAD DE ASUSTE A UNA NOW4M~

VAIflABLE jNRDIA jDESV. PRUEBA DE KOtMOGcROv—SNh1O~OV TAiU.ÑO

TIP.IERR. FST. jMINtHO MAXIMO

VOLUXEN 0.20647 0.067356 0.016336 0.1 0.3 17

Diferencia mlx. tw5rica: 0.286 (p < 0.1) 0.318 (p < 0.05)

Diferencia uáxira observada: 0.15204

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

MOR VOLUMEN/ESTADTO=~22
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Resultados

SIGMA FícI3&t 66 A:t30S1S5 CCND Base 1

ESTAOISTI CA BÁSICA

BONDAD DE A.TUS~E A UNA NORMAL

P¶iLJEBA DE KOLIIOGCROV-SMTRNOV
VARiABLE MEDIA ORSV. TLP.¡L~R. ES?. MININO jMAXIMO TARASa

PESO 0.16938 0.069038 0.01726 0.04 3.28 16

Diferencia ntx. teár{c&: 0.295 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.05)

Diferencia máxime observada~ 0.12634

NO SE DETECTAM DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR PESO/SS¶tAflIO—1O 3 LONGITUD N

SIGMA Ficha: 66 A:005155 COND BaSe

RSTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
(VARTA~LE (MEDIA ~rrnsv. PRUEBA DE XOLXOGORDV-SMIRNOV

TIP.ERR. EST. IHINIMO MAXIMO

PESO 0.1.4875 0.032838 0.0082095 0.1 0.2 16

Diferencia táx. teórIca, 0.295 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.05)

Diferencia máxima observada: 0.13101

NO SE DETECTANDIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOIi PESO/ES’tAflIO=14 1 LONGITUD 1<
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Resultados

SIGMA Fiche: 66 AtDOSISS COND Base 1

ESTADíSTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRIJZBA LI X0L2<OCOROVSMTflDV
VARIABLE RECIA DESV. TI?. ~EflR. ES’r. ¡MíNIMO MÁXIMO TMU.RO

PESO 0.19529 0.06084 0.0147~6 0.1 0.22 17

Diferencia zUx, teórica: 0.226 (p < 0.1.) 0.318 (P < 0.05)

Diferencia untxina observada± 0.18618

NO SE DErECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOD. FFZSO/ESTAflIO—ia 3 LOnGITUD N

SIGMA Fiche: 66 A:ZESISS CONO BaSa

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

¡ VARIABLE jilEOTA ¡DESV. PRUEBA DE xoU<OGonOv-SMIRNOU

TIP.jERR. EST. ININIMO MÁXIMO

PESO 0.24176 0.025059 O.O0~G776 0.2 0.3 17

Diferencia .áx. teórica: 0.286 (p < 0.1) 0.312 (p < 0.05)

Diferencia máxima observada: 0.17451

NO SE DETECTAn DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

MOR PES0/ESTADIO~22 3 LONGITUD N
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Resultados

SIGMA Ficha, 66 A:DCSISIO CONO Base 1

ESTADíSTICA BÁSICA

BOND>.D DE AJUSTE A UNA NORMAL

VARIABLE MEDIA OEsv. PRUEBA DE KOLMOCOPOV-SMflNOVTIP. ¡ERE. EST. MININO IMAXIIIO TAJ4ASO
LONGITUD 1.2125 0.30523 0.076308 0.6 1.7 16

Diferonota wáx. teórica: 0.295 <p c 0.1) 0.327 (p < 0.O5~

Diferencia E4Y±u,A observada, 0.081276

NO SE DETECTAN OIflPEMCIAS SIGKIFICATÍVAS

NOL LONSITUD/ESTADIO=10 3 LONGITUD N

SIGMA FIcha: 66 A:DCSIS1O CON!) Base

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
¡ VARIABLE MEDIA OESV. PRUEBA DE

TIP. ¡ERa. EST. jMuNIMO IMÁXIIIC> flMAÑO

LONGITUD 1.0531 0.1443 0.036079 0.8 1.3 16

Diferencia náx. teórica: 0.295 <p < 0.3.) 0.327 (p < 0.05)

Diferencia máxima observada: 0.126

NC SE DETECTARDIFERENCIAS SIGNIPICATIVAS

NOR LONGITUD/ZS’2AflI0=1 4 3 LONGITUD N
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Resultados

SIGMA iUcha: 66 A:DOSIS1C> COND Base 1

ESTADíSTICA. BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

VARIABLE hEDíA ~bESV. PRU~RADE KOU<GCORQV-SMYRNOV TAMAÑO

LONG]TIJU 1.1147 0.17657 0.042624 0.8 1.35 17

Diferencia ,.áx. tedr1ca~ fl.286 <p < 0.1) 0.318 <p < 0.05)

Diferencia máxima observada: 0.18212

140 SE DETECTANDifERENCIAS SIGNIFICAflVAS

MOR-LCNGfl’JD/SSTADÍO=1 8 3 LONGITUD ti

SIGMA FAcha; 66 A:DOSIS1O ColiD Bose

ESTADISPICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NOE>UhL

VARIABLE MEDIA ~bRSV. PRUEBA DE KOLNOGOROV-SMIRMOVTIPjERE. ES?. !nÍNí~ ?ULXIMO TAMAÑO
LONGITUD 1.3294 0.10905 O.0264S 1.2 1.5 17

níeerencía Mx. teórica: 0.286 (p < 0.2.) 0.316 (p < 0.05)

Diferencia máxiu.a observada: 0.25336

NO SE DFYTECTAI< DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

MOR LONCTTUU/ESTADIOa22 3 LONGITUD N
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Resultados

ESTADíSTICA RASlOA

BONDADDE AJUSTE A UNA NORMAL

VARIABLE MEDIA jDESV. PRUEBADE KOU<OGOROV-SMIRNOV TAMAÑO

‘FÍP.jERR. ES?. MÍNIMO

VOLUMEN 0.14625 0.059203 0.014801 0.06 0.22 16

Diferencia aáx. teórica: 0.295 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.05)

Diferencia máxima observada: 0.23376

NO SE !)ZT~CTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NCIR- VOLUXEN/ESTAOIOIO 3 LONGErUD N

SIGMA Ficha: CC A;DVSISIO CON!) Base

ESTADISTICA BÁSICA

BONDAD DE ASUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE XOLMOCOPOV—SMIRROV
VARIABLE MEDIA DESV. flP.ERR. EST. ¡MíNIMO MAXflIO TAMAÑO

VOLUMEN 0.13563 0.049121 0.01228 0.07 0.2 16

Diferencia •áX. tedrica: 0.295 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.05)

DiferenCia máxira observada: 0.20325

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR VOLtIZMEN¡ESTADIO=14 3 LONGITUD >3
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Resultados

SIGMA Plcha: 66 A:DOSISIC CCND Rase 1

flONDAD DR AJUSTE A UNA NORMAL

1 PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV

VARIABLE MEDIA jDEsV. TIP.IERR. EST. jY4fl#rMO KAXIMO TAMAÑO

VOLUMEN 0.13363 0.049121 0.01228 0.07 0.2 16

Diferencia náx. teórica: 0.295 (p < 0.1) 0.327 <p < 0.05)

Diterencia rtAxia observsda: 0.20335

MO SE DETECTAJ< OÍPERF2.ICIAS SICMTrÍCMIVAS

NOS.- VOL!JMÉN/ESTADIO—18

SIGMA Ficha: 66 A:DOSIS1O CONO Base 1

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A. UNA NORMAL
VARIABLE jNEOIA VESV. PRUEBADE KOLNOGOROV—SMTRNOV TAMAÑO

TIP.IERR. ES’?. ~MíNÍ><O INAXINO

VOLUMEN 0.-luíS 0.021179 0.0051365 0.2 0.25 17

rlterencla náx. toorica: 0.286 (p < 0.3.) 0.318 (p < 0.05)

Diferencia náxina obaervada: Q.1B70~

NO SE DETECTAI4 DIflRENCIAS SIGNIFICATIVAS

Non VOLUMEN/ESTADIO-.-22 j ~.onsxn,n,¡
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Resultados

SIGMA Ficta: 66 A:DOSIS10 CON!) Rase 1

ES’T2ADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA IORMAL

PRUEBA DE EOLMOGOROV—SMIRNOV

VARIABLE MEDIA DESV. flP. ¡En. EST. MININO MAXIMO TM4AÑO

PESO 0.15063 0.370187 0.017547 0.04 0.25 16

Diferencia s&x. teórica: 0.295 (p < 0.11 0.327 (p < 0.05)

Diferencia aáxima observada: 0.20213

NC SE DETECTAR OIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR.- PE50/ESTADIO~10 3 LONGITUD M

SIGMA Picha, 66 A:DOSISIO CON!) Base

ESTADISTICA BÁSICA

BONDADDE AJUSTE A UNA NORMAL

DE KOLNOGOROV—SNJRROV

VARIABLE MEDIA ¡DESV. TIP.jBRR. EST. MININO MAXIMO TAMAÑO

PESO 0.12875 0.043031 0.010758 0.07 0.2 it

Diferencia mdx. teórica: 0.295 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.05>

biferencia cm&rila observada: 0.12297

No ss DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

liaR PESC/ESTAD!O—14 3 LONGITUD N
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Resultados

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PWJEBA DE XOLW)COROV-SMflNOV

VARIABLE MEDIA DESV. TI?. IERR. ES?. ¡MININO MÁXIMO flMARO

PESO 0.18588 0.069426 0.016935 0.06 0.28 17

Diferencia .áx. tedrica: 0.286 (p < 0.1) 0.318 (y < 0.05>

Diferencia máxima observada: 0.18476

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR- PESO/ESTADIO=J a i LOl4aTTUD M

SIGMA Fioba: 66 A:DOSIS1O COND Base

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A lINA NDRJOJ.

VARIABLE fn~oIÁ jDESV. PRUEBA DE ~4~OGOROV~SNIRR
7JVMÁXTMO TA)4ARO

TIP.¡ERR. MININO

PESO 0.21176 0.01B109 0.0043921 0.18 0.25 17

Diferencia máx. teórica: 0.286 (y c 0.1) 0.318 (p < 0.05>

DiferencIa máxima observada: 0.21263

NO SE DEflCTAN DIfl~RENCIAS SIGNI?ICW!IVAS

¡

NO~ PESO/ESTADIO—22 3 LONGITUD M
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Resultados

SIGMA FiCha; 61 A:DOSISIS CON!) Base 1

ES¶AOISTICA HAS¡CA

BONDADDE AJUSTE A UNA NORMAL

VARIABLE JMEDIÁ )oEsv. PRUEBADE KOLMOCCROV-SMIRI4OV TAMAÑOTIPJERR. EST. ¡MININO MÁXIMO

LONGITUD 1.2464 0.258) 0.069033 0.8 1.55 14

Diferencia sáx. te¿rica: 0.314 CF < 0.1) 0.349 (p < 0.05)

DiferencIa máxina Observada: 0.11994

NO SE DETECTANDIFERENCIAS SICHIFICATIVAS

MaL LCMCITUO/ESTADIO=10 J LONGITUD >1

SIGMA ?1cha~ 61 A:DOSIS15 CON!) Base

ESTADIS’IYICA BÁSICA

BONDADDE AJUSTE A UNA NORMAL

PRLTEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV
VARIABLE MEDIA DESV. TIP. ¡En. ZST. MININO ¡MÁXIMO TAMAÑO

LOI4GI’flJD 0.91 0.1168 0.030158 0.7 1.1 15

Diferencia táx. teórica: 0.304 <p < 0.1) 0.338 <p < 0.05)

Diferencia máxima observada: 0.20078

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGMIFICKTIVAS

MOR LONCITTIO/ESTADIO=i4 3 LONGITUD N
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Resultados

SIGMA Flch& 61 Á:DOSIS1S COND Sasá 1

ESTADíSTICA RAS ¡CA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

VARIABLE mECíA JDESV PRUEBA DE KOLMOCOROV—SHIRNOV

TrP.jERR. ES’?. ¡NiXIMO MÁXIMO TAMAÑO

LONGITUD 1.0438 0.065511 0.016378 0.95 1.2 16

flIfer.ncia SAK. teórica: 0.295 (3’ < 0.1) 0.327 (p < 0.05>

DI±er.ncia mAxt’a obtervada: 0.24788

NO SE DE’rECrAN DIFERENCIAS SIONIFICATIVAS

MOR.. LORO tTUD/ESTADIO~18 3 LONGITUD N

SIGMA FAcha: 61 A±DOSIS1S CONO Base

ESTADIS’LICA BÁSICA

BONDADDE AJUSTE A UNANORMAL

PRUEBADE K0U4OCOR0V-~MIRMOV

VARIABLE MEDIA DESV. TIP.IERR. ES’?. ¡MíNIMO MÁXIMO TAMAÑO

LONGITUD 1,1119 0.1653 0.041324 0.7 1.4 16

Diferencia mtc, teórica: 0.295 <p < 0.1) 0.327 (p < 0.05)

Diferencia u’áxira observada: 0.13486

NO SE DETECTANDIFERENCIAS SIGNIFIC&flVAS

MOR LCNGITUD/ESTADIO=22 3 LONGITUD N
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Resultados

SIGMA Ficha: 61 A:DCSIS1.5 COND Base 1

ESTADISTICA BASICA

RONDADDE AJUSTE A UNA NORMAL

VARIABLE (MEDIA DESv. PRUEBA DE l<OUIOGOIff?JSMIR)40V TAMAÑOTI?. ¡nR. EM’. MÁXIMO
VOLUMEN 0.115 0.048635 0.012998 0.05 0.24 14

Diferencia r,áx. teórica: 0.314 ~p < 0.1) 0.349 (p < 0.05)

Diferencia ináxiuia observada: 0.24477

NO SE DETECTAR DI?ERENCIAS SICMIFICATIVAS

NOA-VOLUMflI/ES¶ADIOIO 3 LONGITUD >1

SIGMA FAcha: 61 A:DOSIS1S CONrJ Base

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE >‘OtMOGOROV-SMIRMOV

VARIABLE MEDIA DESV. TIP.¡ERR. EST. MININO MAXIMO TAMARO

VOLUMEN 0.095667 0.030361 0.00706B2 0.05 0.15 15

Diferencia ráx. teórica: 0.304 (p < 0.1> 0.338 (p < 0.O5~

Diferencia I\Axi,~a observada: 0.19033

NO SE DETECTAN DIFEREXCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR VOLUMEN/ESTADIo.q4 J LONGITUD N
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Resultados

SIGMA Ficta: 61 A:0051515 00>11) Base 1

ESTAUIS’P1CA BÁSICA

BORDAD DE AJUSTE A ÚNA NORMAL
VARIABLE MEDIA IDESV flUflA DE

TIP.IERR. 1151. ¡MININO MAXIMO TAMAÑO

VOLUMEN 0.15438 0.036691 D.009172B 0.1 0.25 16

0.295 <p < 0.1) 0fl27 <p < 0.05)

Diferorcia ráxin observada: 0.27739

NO SE DETECTAI¿ DIFEREXCIAS SIGNIFICATIVAS

>30k VDLUNEN/ESTADIOflS 3 IflNCITUO N

SIGMA F.icha± 61 A±D061315 CONO Base

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

VARIABLE ¡MEDIA 0115V. PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV TAMAÑO

TXP.ERM. EST. ¡MININO ~

VOLUMEN 0.185 0.07303 0.018257 0.05 0.3 16

Diferencia ráx. iteórtca: 0.295 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.05)

Diferencia máxima observada, 0.12422

>10 SE DETECTANDIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR VOLUMEN/ESTADIO=2 2 3 LCNCI9!UD >3
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Resultados

SIGMA Floha: 61 A:DOS1S15 COND Base 1

ESTADÍSTICA BASICA

BONIiAD DE A-JUSTE A UNA nORMAL.

1~ l~<~orA DES?. PRUEBA DE ICOLMOCOROV-S>flRNOV?IP.EnR. ESr. ~ MAJaNO TARASa
PESO 0.10643 0.047167 0.012606 0.04 0.22 14

Diferencia ná,c. teórica; 0.314 fi’ < 0.1) 0.349 (p < 0.05)

Diferencia TIAMIAIa observada: 0.26849

NO SE DETECTANSItFERENCIAS SIGHIFICATIVAS

MORPESO/ESTADIO.10 3 LONGITUD >~

61. A:DOSISI5 CON!) Base

ESTADIStICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMOGOROV—SMIRNOV

Diferencia Jt¶áx. teÓrica: 0.304 <p < 0.1) 0.328 (p < 0.05)

Diferencia ráxira observada: 0.2066

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIPICATIVAS

MOR PESD/ESTADIO—14 2 LONGItUD N
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Resultados

SIGMA rietI.: 61 A:DCJSISB CON!) Base 1

BONDAD DE LJIJS’TE A UN>.- NORMAL

VARIABLE ¡5(1101K ~DESV. ~E?A~J~U NO~gNIRNcf~>.-~<
1~Q TAMAÑO

PESO 0.10867 0.032042 0.0082731 0.06 0.15 15

Diferencia sAx. teórIca: 0.304 (i’ < 0.1) 0.338 (p c 0.05)

Diferencia sáxius observada: 0.2066

NO SE I3RrECTAS DIFERENCIAS SIGNIFICAflVAS

MORflSO/ESTADIO—1S

SICMA Pieha: 61 A:DOSISI5 CONO Base 1

ESTADíSTICA BASICA

BONDAD DE AJflSU A UNA NORMAL

PRUEBA DE EOLMOGOROV-SMIRNOV
VARIABLE MEDIA DESV. TIP.ERR. 1151’. MININO ¡MÁXIMO TAMAÑO

PESO 0.16 0.055857 0,013964 0.04 0.25 16

Diferencia c&x. tedrt.ca, 0.295 (p < O.i~ 0.327 (p < 0.05>

Diferencia m4xiysa observada: 0.11196

NO SE DETECTAN OEFERE>1CIAS SIGNIFICATIVAS

MOR PESO/RSTADIO—22 3 LONGITUD N
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Resultados

SIGMA Ficha: 61 A:DOSIS2O CONO Rae 1

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUS’TE A UNA NORMAL

1 VARIABLE ¡MEDIA ¡13115V. PRUEBA DE

TIP.¡FSR. ES’?. ¡fUNIMO MAXIVMO TANAÑO

LONGTTUD 0.80929 0.17336 0.046332 0.3 1.05 14

Diferencia usAx. teórIca: 0.314 (p < 0.3.) 0.349 (p < 0.05>

Diferencia sáxisa observada: D.16436

NO SE DETECTAR DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

MOR LONGITUD/ESTADIO—lO 3 LONGITUD ti

SIGMA Ficha: 61 A:DOSIS2IJ CON!) Base

ESflDISTICA BÁSICA

RONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
VARIARLE INEDIA (t~ssv. PRUEBA DE EOU4OGOROV-SMIRNOV

TIP.jEHR. EST. ¡MíNIMO MÁXIMO TAMAÑO

ECNOITIJD 0.8 0.17321 0.044721 0.5 1.1 15

Diferencia wáx. teórica: 0flO4 (p < 0.1> 0.335 (p -c 0.05)

Diferencia ráxina observado: 0.16667

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR LONGITUD¡ESTÁDIO—14
3 LONGITUD N
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Resultados

SIGMA Ficha: 61. A:DOSIS2O CON!) Base 1

HÁSICA

BONDAD DE AJUS’IYB A UNA NORMAL

VARIABLE jHEDLA ~DESV. PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRROV TAMAÑOTIiP.ERR. ES?. MININO HAXINO
LONGITUD 0.9725 0.14526 0.036315 0.7 1.2 16

Diferencia mlx. teórica~ 0.295 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.05)

Diferencia máxima observada: 0.17492

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOIi LOMGITUD/ESTADIOSfl 3 LONGITUD >3

SIGMA FAcha: 61 A:0051S20 CON!) Base

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMOCOROV-SMIRNOV
VARIABLE MEDIA 13115V. TXP. En. ES’?. MININO MÁXIMO TAMAÑO

LONGITIJtT 1.1525 0.046547 0.011637 1.05 1.22 16

Diferencia náx. teórica: 0.295 (p < O.fl 0.32? (p < 0.05>

Diferencia ,,áxtma observada; 0.1235

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SLGNIFICATfl’AS

NOIi LCNGITUD/ESTADIO22 3 LONGITLIU >3
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Resultados

SIGMA Fichat 61 A:DOSIS2O COND Base 1.

STICA

BONtJÁIJ DE AJUSTE A UNA NORMAL

VAJUABLE jNEDIÁ IDESV. PRUEBA DE KOIJEOGOROV-STdIflOV

TIP.¡ERR. EM’. ¡MíNIMO MÁXIMO

VOLUMEN 0.075 0.019513 0.0052152 0.05 0.11 14

Diferencia n&x. teórica: 0.314 (p < 0.1) 0.349 (p < 0.05)

Diferencia TIAMINa observada: 0.17254

NO SE DETEaAN DIFERENCIAS SIGNIFTCATIVAS

NUR VOLUNEN/ESTADIOt1O 3 LONGITUD N

SIGMA Ficha: 61 A:DOSIS2O CONO Base

ESTADISTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE EOLNOGOROV—SMIRNO

VARIABLE MEDIA !)ESV. TIP.jERR. ES?. ¡MInINO MÁXIMO TAMAÑO

VOLUMEN 0.08 0.023905 0.0061721 0.05 0.12 15

Diferencia máx. teórica: 0.304 ~p < 0.1) 0.338 <p < 0.05)

Diferencia máxiaa observada: O.16I~S

NO SE D~TEc<rAN DIFEWEI4CIÁS SIGNIFICATIVAS

NOR VOLUT4EN/ESTÁDIO=14 3 LONGITUD >1
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Resultados

SIGMA Fieha: 62 A:D051S20 00>31) BASé 1

ESTADíSTICA BÁSICA

BORDAn DE AJUSTE A UNA NORMAL

PflUEBA DE ROLMOGOROV-SMIRMOV
VARIABLE MEDIA DESV. ‘PIE, En. ES?. IMINíMO MAXIMO TAMAÑO

VOLUMEN 0,1425 0.051704 0.012926 0.0A 0.25 16

bif.rencia nAX. te6r1ca~ 0.295 (3’ < 0.1) 0.327 (p < 0.05)

Diferencia máxima observada: 0.2G925

MO SE DETECTAR Df PERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOL.VOLIJMEN/t$TADIO—18 3 LOMGITtJTJ >1

SIGMA Ficta: 61 A;DOSS2O CON!) Base

ESTADíSTICA BASICA

BONDAD DE ASUSTE A UNA NORMAL

VARIABLE MEDIA ¡1)118V. PRUEBA 1)11 KOLNOCOROV-SMIPNOV TAMAÑOTIP.JnR. ES’!. MÁXIMO

VOLUMEN 0.18875 0.04334 0.010835 0.11 0.3 16

Diferencia ráx. teórIca: 0.295 (p 0.1> 0.327 (p < 0.05)

Diferencia ~~áxIna observada: 0. 2101

NO SE ~YPECTAIJ DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOIi VOLUXEtZ/ESTÁDIO—22 3 LONGI’IVD ti
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Resultados

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJTISTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLNOGCROV-SMIRNOV
VARIABLE MEDIA DES’?. TIP.IERR. ES’?- MíNIMO MAXIMO TAMAÑO

PESO 0.069286 0.01859 0.0049685 0.04 0.1 14

Diferencia uiáx. teórica: 0.314 (p < 0.fl 0.149 Ci’ < 0.05)

Diferencia uáxirca observada: 0.19128

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOIi PRSO/ESTAflIO—i0 3 LONGITUD >4

51GW. ?icha: 61 A:DOSIS2O COND Base 1

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLNOOOROV-SMflNOV
VARIABLE MEDIA 0115V. TIP.¡EPR. ES’!. MíNIMO MÁXIMO TAMAÑO

PESO 0.081333 0.031366 0.0080986 0.04 0.15

Diferencia máx. teórIca: 0.304 Lp < 0.1~ c.ass LP < 0.05)

Diferencia É,ArIma observada: 0.15179

NO SE DE<IYECTAN DIFERENCIAS SIGlJIFICATIVAS

NOIi PESO/ESTADIO—14 3 LONGITUD >1
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Resultados

SIGMA Ficha: 61 A:DOSIS2O OCND RaSe 1

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTB A UNA NORMAL

VARIABLE ¡MEDIA IDESV.._PRUEBA DE KOLNOGOR0V-SNIRNOV TAMAÑO

TIP.¡ERR. Es?. ¡MINInO NAXINO

PESO 0.1525 0.052345 0.013086 0.08 0.25 16

fliferencia nAx. teórica: 0.295 Lp < 0.1) 0.327 (p < 0.05)

Diferencia ,~áxt,a observada: 0.26905

NO SE DETECTAR DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

MOR PESO/ESTADIOíA 3 LONGITUD E

SIGMA Ficta: 61 A:DOSIS2O CON!) Base

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMOGOROV—SMERNOV
VARIABLE MEDIA ¡ DES’?. TIP.jERR. ES?. MININO ¡MAXII4O TAMAÑO

PESO 0.17125 0.026045 0.0065112 0.2. 0.22 16

Diferencia 42¿. teórica: 0.295 U, < 0.1) 0.327 (3’ < 0.05)

Diferencia záxita observada: 0.24345

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR PESO/ESTADIO—22 3 LONOITUn N
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Resultados

SIGMA Ficta: 75 A:DOSISO CON!) Rase 1

ESTADíSTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

pI~t1EBA DE KOLMUGOROV-SMIr.IOv

VARIABLE MEDIA DES’?. TIP.IERR. EST. NINIMC MAXIKO TAMAÑO

LONGITUD i.5972J 0.079469 0.018732.1 1 1.7 IR

Diferencia náx. teórIca: 0.279 (p c 0.1) 0.309 <p c 0.05)

Diferencia aAxiua observada: 0.11271

MO BE DETECTAN DIFEREXCIAS SIGNIFICATIVAS

NOIi LONGIINJD¡ESTADIO=I 0 3 LONGITUD >3

SIGMA Ficho: 75 A:DOSISO CON!) Base

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A tINA NORMAL
PRUEBA DE KOLMOGOROV—SRIRMoV

VARIABLE MEDIA DESV. ‘II?. ERE. ES?. MINIE!) ¡MÁXIMO TA]4ARO

LONGITUD 16895 0.075607 0.017345 1.55 1.85 19

Diferencia máx. teórica: 0.271 <y < 0.1) 0.301 (p .c 0.05)

Diferencia máxima observada: 0.181¿A

MO SE DETECTAR DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

MOR LCNGITUD/ESTAflIO—14 3 LONGITUD II
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Resultados

SIGMA Ficha: 75 A:DOSISO GOND Base 1

ESTAflISTICA RASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

¡ VARIABLE INEDIA ¡DES’?. PRUEBA DE KOLMOCOkOV-5N1R240V nMÁSo
TIP. ERR. ES?. MIMINO ¡MÁXIMO

IflMGIrLJD 1.7058 0.11884 0.027264 1.6 1.95 19

fliferencia wáx. tMrlca± 0.271 <p < 0.1) 0.301 (p < 0.05)

Diferencia ‘áxima observada: 0.24122

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

N$E. LONGIrUD/ESflDIOsíS 3 LONGITUD N

ES’I’ADXSTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

¡ VARIÁBLEJMEDIA lOES’?. PRUEBA OH KOtMOGOROV-S>LIRk4OV TAMAÑO
‘flIP.¡ERR. EST. MININO MÁXIMO

LONGITUD 1.9237 0.060938 0.01398 1.8 2 19

Diferencia ráx. teórica: 0.271 (p < 0.1> 0.301 <p < 0.05)

Diferencia máxima observada: 0.17755

MO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOIi LONGITIJD/ESTADIO—22 3 LONGITUD II
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Resultados

SISNA Fiche: 75 A:DOSISO COND Base 1

ESTADíSTICA BASIC>.

BONDAD DE AJUSTE A UNA liDRflh

PRUEBA DE XOLNOGc)flOV—SMIRNOV

VARIABLE MEDIA DESV. TIP..nR. RS?. ¡141>11>10 MÁXIMO TAMARO

VOLUMfl< 0.21956 0.023818 0.00561.41 0.-lE 0.26 18

Diferencia Etc, teÓrica: 0.279 (3’ < 0.1) 0.309 (p < 0.05)

Diferencia náMina observada: 0.24315

NO SE DE<TEC’TAN OIVEREHCIAS SIGMIFICATIVAS

MOR VOLU>41N/ESTÁDIO- 10 3 LONGITUD >3

SIGMA Fiche: 75 A:DOSISO CON!) BASé

BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV

VARIABLE MEDIA DESV. TIP.IERR. EST. 1411<1140 MÁXIMO TAXAMO

VOLUMEN 0.24263 0.024909 0.0057146 0.2 0.26 19

Diferencia máx. teórica: 0.271 U, < 0.1) 0.301 (p < 0.05)

Diferencia t~áxisa observada: 0.12053

NO SE DETECTAN OIFERENCIÁS SIGNIFICATIVAS

NOR VOLtJMEN¡ESTADIO=1 4 3 LONGITUD >3
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Resultados

SIGMA Fick,a: 75 A;DOSISO COND ~ase 1

BASIC>.

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

VARIABLE ¡MEDIA PRUEBA DE KOLMOCOROV-SMIRNOV TAMAÑO

TIP.jERR. ES?. >~í&í~<o

VOLUMEM 0.17211 0.043.174 0.009446 0.12 0.35 33

t’if.r.ncia náx. teórica: 0.271 Lp < 0.1) 0.301. (p < 0.05)

Diferencia máxima observada: Q.17&OL

NO SE DETECTAR DIFEREUCIAS SYCNIPTCATIVAS

NOIi VOLUNEN/rsTAnIO~~18 3 LONGITUD N

SIGMA Ficta: 75 A:DOSISO CONO Base

ESTADíSTICA BÁSICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

VARIABLE jnOIA h~sv. PRUEBA DI? KOIAOGOROV—SMIRNOv TMIAflO

TIP.jERR. ES’!. ~M1Nfl4O jMAXIMO

VOLUMEN 0.31632 0.029667 0.006806 0.25 0.35 19

Diferencia zá,c. teórica: 0.233. ~p < 0.1) ~L3D1 (3’ < 0.C5~

Diferencia máxima observada; 0.18251

110 SE DETECTAn DIERRENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOIi VOLUMEN/ES1’ADIO=22 3 LONGITUD >1
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Resultados

SIGMA Ficha: 75 A:DOSISO CQND base 1

ESTAnISTICA HASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA KQW4AL

¡ PRUEBA DE KOL2&OGOROV—SMflUiOV
VARIABLE MEDIA DESV. ‘rIP. jEPR. EST. jIUNIMO ¡MAXIMO TAMAÑO

PESO 0.211C7 0.025495 0.0060092 0.16 0.27 18

Diferencia atx. teórica: 0.279 (p < 0.1) 0.309 (p < 0.05)

fliterencia ráxira observada: 0.23194

NO SE DETECTANOIFENEMCIAS SIGNIFICATIVAS

MOR PESC/ESTADTO1D 3 LONGITUD ti

SIGMA picha: 75 A:DOSISO CONO Rase

ESTADíSTICA BASICA

BONDADDE AJUSTE A UNA NORMAL

VARIABLE ~MEníÁ ln~v. PRUEBADE XOtMOGCROV—SNIRNOV TAMAÑO

TIP.IERR. EST. IHINII«) MAXIMO

PESO O.230~3 0.023915 0.0054865 0.2 0.28 19

Diterencia máx. ts~rica: 0.271 <p =0.1) 0.301 (p < 0.05>

Diferencia máxira observada: 0.14377

NO SE DE’rECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

tiaR PESO/ESTADIO—14 3 LONGITUD >1
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Resultados

SIGMA Picha: 75 A:DOSZSO CCND Base 1

ESTADíSTICA B&STICK

BONDAD DE AJUSrE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMOCORLIV—SMIRNOV
VARIABLE MEDIA DESV. TI?. ¡ERE. RSIY. ¡MININO JNAXU4O TAMAID

PESO 0.26737 0.043313 0.0099367 0.2 0.35 19

Diferencia uáx. ta6rica: 0.271 {p < U.U 0.301 (p < 0.05~

Diferencia uArt,.a observada: O.1B2i

NO ~E DETECTAN DIFERENCIAS SICNIFTCATTVAS

NOR PESO¡ESTADTO~18 3 LONGITUD N

SIGMA FAcha: 75 A:DOSISO CONO Base

£ST>~tI5TIC>. BASICA

UXJNUAD DE ASUSTE A UNA NOR>4A

PRUEBA DE KOLNOCOROV-SNfl&NOV
VARIABLE MEDIA DESV. TIP.jERR. EST. MíNIMO I><hxíNO TAXAfiO

PESO 0.3i105 0.023069 0.0052923 0.26 0.35 19

Ovterencta u&x. teárica: 0.271 <¡1 < 0.714 0.301 (p < 0.0~

Diferencia máxima observada: 0.21039

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIOMIFICATIVAS

NOR PESO/ESTADIO=22 3 LflNGTUO E
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Resultados

1

SIGMA Fícha: 78 A:ESTADLO CORO Bage 1

ESTADISTICA EASIECA

NOMBRE MEDIA DES’.’. TIP. TÁMARa MíNIMO NAXINO TRANSF

NUEStRA 1 1.5972 0.079469 18 1.45 1.7

MUESTRA 2 1.2594 0.33824 16 0.5 1.75

NUESTRA 3 3.2125 0.30523 16 0.6 1.7

MUESTRA 4 1.2464 0.2583 14 0.8 1.55

MUESTRA 5 0.80929 0.17536 14 0.5 1.05

Mil LCNGITrJD/D0515=0/DCSIS=5/DOSIS=10/DoSrS=15/ooSIsr2a

81CJ4A Fivha: 78 A~ESTND10 CONO Base

ANÁLISIS DE LA VARIAflZA 1 FACTOR —

FUENTE VAR VAPIMJZA G.L. E F

FACTOR 1.2278 4 20.011 3.729E—11 p < 0.001

ERROR 0.061356 73

TOTAL 0.12195 71

Media global 1.2446

AHí LDRSTTUD/DoS1S~~0/DoSIS—b/DoSIS=10/tOSIS=l5/DeSIS=2c

SIGMA Ficha, 18 A:ESTAD1O COND Base

PRUEBA DE NflIMAN—KETILS (VR — 0.061356, gí — 73)
VARIABLEL VARIPaLE2 DIFERENCIA O EXPER. II Miv. Sig. Q flOR.

MUESTRA 1 MUESTRA S 0.75194 12.6242 5 p < 0.01 4.7962
MUESTRA 1 MUES<1’RA 2 0.35472 6.3928 4 p < 0.01 4.5783
MUESTRA 1 MUESTRA 4 0.35079 5.6204 1 p .c 0.01 4.2627
MUESTRA 1 NUESTRA 2 0.357S5 5.6129 2 p < 0.01 3.747
NUESTRA 2 NUESTRA 5 0.45009 7.0218 4 p < 0.01 4.5753
NUESTRA 2 NUESTRA 3 0.046575 0.75696 3 ~<0 3.2913
NUESTRA 2 NUESTRA 4 0.012946 0.20198 2 NO 2.8235
NUESTRA 4 NUESTRA 5 0.43114 6.6033 71 p < 0.01 4.2627
MUESTRA 4 NUESTRA 3 0.033929 0.52922 2 HO 2.82)5
WIRSTItA 3 MUESTRA 5 0.40321 6.2905 2 P < 0.01 2.747

AHí INGflUfl/DOBIS/DO5I55/DOSIS...l0/DOSIS..lS/
11021s20
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Resultados

SIGMA FIaba: 76 A:tSTADIO CONt Base 1

ESTADíSTICA BÁSICA

NOMBRE MEDIA DESV. TU’. T>J4ARO MININO i<A2CIMO TRAMSY

MUESTRA1 0.21556 0.023618 lA 0.18 0.26

NUESTRA2 0.15063 0.063505 16 0.05 0.25

NuESTRA3 0.14625 0.05921)3 16 0.06 6.23

XIIESTRA 4 0.115 0.049635 14 0.05 0.24

MUESTRA5 0.075 0.019513 14 0.05 0.il

AMi VOIURN/D0SIS—0/DOSIS..5/DOSISl0/00SIS~45/flOSIS.20

SIGMA Ficha: 78 A:ESTAD1O CONO Base

ANÁlISIS DE LA VAR lANZA It FACtOR r’~~c=—

FUENTE VAR VARIARíA G.L. E PR NIVEL SIC.

FACTOR 0.042833 4 19,7183 4.S20E—11 p .6 0.001

ERROB 02)0217 73

TOTAL O.0042R24 17

Media global = 0.14474

AMi V0LUXEN/DOSIS=D/DCSIS=5/b0StS—i0/DOSIS=15/DOSIS~20

SrGKA ficha: 76 A~ESTAD10 COKD BaSe

PRUEBA DE N~J1QxJ&~KflJtS CVR 0.00217, ql — 73>
VARIÁBLEl VARIABLE2 DIFERENCIA O EXPER. R MIV. siq. Q ‘rEOR.

MUESTRA 1 MUESTRA 5 0.14056 11.S744 5 p < 0.01 4.7962
MUESTRA 1 MUESTRA 4 0.101)56 B.5667 4 p .6 0.01 4.5783
MUESTRA 1 MUES’rRA 3 0.069306 6.1236 3 p < 0.01 4.2627
NUESTRA 1 MUESTRA 2 0.064931 5.737 2 p < 0.01 3.747
MUESTRA 2 MUESTRA 5 0.075625 6.2735 4 p < 0.01 4.5783
NUESTRA 2 MUEStRA 4 0.035625 2.9553 3 NO 3.3913
MUESTRA 2 MUESTRA 3 0.004375 0.37567 2 NO 2.82J5
NUESTRA 3 MUESTRA 5 0.07125 5.9106 3 ~ .6 0.01 4.2627
NUES¶1&Á 3 MUESTRA 4 0.03125 2.5924 2 NO 2.8235
NUESTRA 4 MUESTRA 5 0.04 3.2126 2 p .6 0.05 2.8235

AHí VOLUMEN/DCSJS=0/D0S1Sn5/DOsIS=1O/D0STS=:5/DOSTS~20
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Resultados

SIGMA Fioha: 78 A:ESTADIO CONO BasÉ 1

ESTADíSTICA BASICA

NOMBRE MEDIA DESV. TIP. TAMARO MININO NAXIMO TRANSF

MUESTRA 1 0.21161 U.0254~S 15 0.16 0.27

MUESTRA 2 0.16938 0.1)69038 16 0.04 0.28

MUESTRA 3 0.15063 0.070187 16 02)4 025

MUESTRA 4 0.10643 0.047167 14 0.04 0.22

MUESTRA 5 0.069286 0.01859 14 0.04 DA.

AMi PES0/OCSLS~O/DOSIS..5/0OSIS=1O/flOSIS=15/DOStS~20

SIGMA Flcha: 78 A: ESTADIO COND Base

AKAIISIS DE LA VARIANZA 1 FACTOR

FUENTE VAR VARIANZA G.L. E PR NIVEL SIG.

FACTOR 0.047754 4 18.3619 I.774E—10 p .6 0.001

ERROR 0.0026007 73

TO’J2AL 0.0049463 77

Hedía global = 0.14603

AMI pESO/UUsIS=0/rx)SIS~5/DOSIS=10/DOs1S=uu/DOSIS=2O

SIGMA Ficha: 78 A:FSTAOIO CONO Baso

PRUEBA DE iJEWMAN—KEULS<VR 0.0026007, ql s 73)
VARIA~LE1 VARIA8LE2 DIFERENCIA Q EXPER. R Niv. SIq. Q TEOR.

MUESTRA1 MUESTRA5 0.14238 11.0802 5 p .6 0.01 4.7962
MUESTRA1 MUESTRA 4 0.10524 8.1897 4 P .6 0.01 4.5763
HUESTRA1 MUESTRA3 0.061042 4.9267 3 p 0.01 4.2627
MUESTRA1 MUESTRA2 0.042292 3.4133 2 y < 0.05 2.8235
MUESTRA2 MUESTRA5 0.10009 7.5844 4 P .6 0.01 4.5783
MUESTRA2 NUESTRA4 0.062946 4.769a 3 y < 0.01 4.2627
MUESTRA2 MUESTRA3 0.01975 1.4707 2 MC 2.8235
MUESTRA3 MUESTRA5 0.081339 6.1636 3 ~‘ .6 0.01 4,2627
>~1JESTPA 3 NUESTRA4 O.O4U.96 3.349 2 y < 0.05 2.8235
MUESTRA4 MUESTRA5 0.037143 2.7252 2 NO 2.6235

Mil PESO/D03IS.’O/DOSIS—5/flOSIs—I0/DCSIS’.15/DCS!S—20
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Resultados

SIGMA ficha: 81 A:ESTAD14 COND Ba*e 1

ESTADIS’DICA BASICA

NOMBRÉ MEDIA o~sv. ni’. TAHARO MíNIMO MÁXIMO TRARSF

MUESTRA1 1.6895 0.075607 19 1.55 1.85

NUESIRA 2 1.2219 0.1402 16 1 ~.45

MUESTRA 1.0531 0.1443 16 0.8 1.3

MUESTRA 4 02)1 0.1166 15 0.7 1.1

NUESTRA 5 0.8 0.17321 iS 0,5 1.1

ANÍ LONGITUD/DOSIS=0/DOSIS=5/DOSIs—30/DGSIS—15/DOSIS=20

SIGMA Ficho: Si A:EsnDl4 CO#4D Base 1

ANÁLISIS DE [Ji VARIARZA 1 FACTOR —-____________________

[ FUENTE VAJ~ VARIANZA C.L. Y PR NIVEL SITO.

FACTOR 2.1129 121.551S O p < 0.001

ERROR 0.017383 76

IOTAS 0.12218 ac~__

Media global 1,1623

AMi LONGITUDIOOSIS—0/DOSIS—5/DOSIS—10/DOSIS—15/DOSIS=20

SIGMA ?Itha: 81 A:ESTAb14 CONO Base

VARIABLEI

MUESTRA
MUESTRA
MUESTRA
MUESTRA
MUESTRA
MUESTRA

¡I4UESTfl
MUESTRA
MUESTRA
l.¶UESTRX

PRUEBA DE WEWMAN—RHULS(VR O.017’B3, gí 76)
VARIABLE2 DIFERENCIA O EXPER. ti NR. Stq.~ <2 ‘rEOR.

7
1
1
1
1
2
2
2
3
3
4

MIL LCSGrTtJD/noSrs~o/nosís.n/rosísrío/oosís=n/nosxs=2o
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MUESTRA 5
MUESTRA4
NUESTRA 3
MUESTRA2
NUESTRA 5
NtJESTRA 4
MUESTaA 2
NUESTRA 5
NUESTRA 4
MUES’fl.X 5

O .58947
1). 77947

0.636)5
0.4626

0.4 2188
o • 31186
O .16875
0.25313
0.14313

O • I~1

27 .6231
24.201

20. 1166
14.782

12- ~912
9. 3083<
5,1137
7. 5547
4.2717
3.2313

5
4
:3

2
4
3
2
3
2
2

p .6 0.01
p .6 0.01
p c 0.02.

.6 0.0).
p < 0.01
y < 0.01

p .6 0.01
p .6 0.01
¡3 < 0.01

p .6 0.05

4 .7907
4.5723
4 .2587

3.744
4.5731
4.2567

3.744
4.2557

3.744
22)22



Resultados

SIGMA Ficha: 81 A:ESTAD14 CONO

ESTAnISTICA BÁSICA

NOMBRE MEDIA DSSV. TIF. TAMARO MíNIMO MAXIMO TRANSE

MUESTRA 1 0-24263 0.024909 19 6.2 0.28

NUESTRA 2 0.15875 0.04334 16 0.1 0.25

MUESTRA 3 0.1336] 0.049121 18 0.07 0.2

MUESTRA 4 0.09666? 0.030861 15 0.05 0.15

NUESTRA 5 0.05 0.023905 iS 0.05 0.12

ANI VOLUMEN/flOSIS=0/DOSIS=5/DOSISflO/DOSIS—15/DOSIS—20

SIGMA Ficha: Si A:ESTADI4 CCND Rae

ANÁLISIS DE LA VARIAI4ZA 1 FACrOE

FUENfl VAR VARIM(ZA ~-L- E PR NIVEL SIC.

PACI’0~ O.070B32 4 55.5717 0 p .6 0.001

ENROR 0.0012746 76

TOTAL 0.0047525 80

Media global — 0.14778

Mi). VOL MEN/DOSIS—0/D0S1S=5/00S1S=1O/fl0STS~i5/DOSIS=2O

SIGMA Picha, 81 A~ESTAD14 COMO Base

PRUEBA DE NEWMAN—kEULS (Vk 0.0012746, ql = 76)
VARIABLEÍ VARIADL~2 DITERRÉNCIA (2 EXPER. 2 Ni’.. Siq. <2 ‘flOR.

MUESTRA 1 MUESTRA 5 0.16253
MUESTRA 1 NuESTRA 4 0.14596
MUESTRA 1 MUESTRA 3 0.10701
MUESTRA 1 MUESTRA 2 0.083882
MUESTRA 2 MUESTRA 5 0.07875
NIJESI’flA 2 j4UtS1~RA 4 0.06~083
MUESTRA 2 MUESTRA 3 0.023125
MUESTRA 3 MUESTRA ~ 0.055625
MUESTRA 3 MUESTRA 4 t71.03B958
MUESTRA 4 MUESTRA 5 0.016667

:8.6515 5 p .6 0.01 4.7907
16.740i 4 p < 0.01 4.5733
12.4922 3 p .6 0.01 4.2587
9.7925 2 y ~ 0.01 3.744
R.6796 4 p < 0.01 45733
6.842? 3 D < 0.01 4.258?
2.5909 2 No 2.522
6.1309 3 p .6 0.01 4.258?
4.29)9 2 p < 0.01 3.744
1.808 2 No 2.822

ANt ~
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Resultados

síciapleIta: 81 k:ESTAD1A CONO Base 1
ESTADISTYCA HASICA

NOMBRE MEDIA DESV. TIP. TAMAÑO MININO MÁXIMO TPARSF
MUESTRA 1 0.23053 0.023315 19 0.2 0.28
MUESTRA 2 0.14875 0.032838 1.6 0.1 0.2

MUESTRA 3 0.12275 0.043031 16 0.07 0.2
MUESTRA 4 0.10667 0.032042 15 0.06 0.15
NUESTRA 5 0.061333 0.021166 15 0.04 0.15

AMi PRS0/flOT~0/~SIS~5/0GSISí0/D0SISt15¡DOSIS20

SIGMA Fícfla; 81 A:ESTADI4 CONO pase

~ ANÁLISIS DE LA VMiIANZA 1 FAcTOR

PUENTE VAR VAlUARLA Cd.. F PR NIVEL SIC.

PAC<rOR 0.055991 4 51.6476 0 p < 0.001

ERROR 0,0010841 76

TOTAL 0.0038294 80

Media global — 0.14407

ANt PESO/DCSIS—O/DOSIS—5/DCSIS—ío/rx)STS=15/DOSIS—20

SIICXA yicba: Si A:ESTAfl14 CONO Ene

PRUEBA DE NENMAY—KEULS<VR — O.0010541, ql — 76~
VARIABLE]. VARIARLE2 DIFERENCIA Q EXPEE. E Xiv. siq. O TEOR.

MUESTRA1 NUESTRA S 0.14919 18.5529 5 p < 0.01 4.7907
NUESTRA1 MUESTRA4 0.12186 15.1539 4 p < Q,~j 4.573)
MUESTRA1 MUESTRA3 0.10178 12.8834 3 p < 0.01 4.2587
MUESTRA1 MUESTRA2 C.00177C 10.3517 2 p < 0.01 3.744
>IIJESflA 2 MUESTRA5 0.067417 8.057 4 p < 0.01 4.57)3
MUESTRA2 NUESTRA4 0.040082 4.7904 5 p < 0.01 4.258?
MUESTRA2 MUESTRA3 0.02 2.4297 2 NO 2.822
MUESTRA3 MUESTRA5 0.04741? 5.6668 3 p < 0.01 4.2587
MUESTRA3 MUESTRA4 0.020063 24002 2 NO 2.622
MUESTRA4 MUESTRA5 0.027333 3.2152 2 p < C.o~ 2.822

AHí PESC)/DCSISO/DOSIS=5/DOSIS—10/DOSIS—15/DC5IS.20
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Resultados

SIGMA Ficta, 85 A±ESTAUt8 CONO Base 1

ESTADíSTICA BASTCA

)UJESTRA 5 0.9725 0.14526 16 0.7 1.2

AHí LONGIT¶JD/DOSIS=O/DOSIS=5/DOSIS=10/DOSIS=lS/00S1S20

SIGMA Fiche: 85 A:ES’!ADiS COND flne

AlJALISIS CE LA VARIANZA 1 FACVO2

Medía global — 1.2725

ASí L0NGITUD/DOsIS=0/DogIS=S/DcSrs=10/00SIS=l5/DOsIS~20

PRUEBA DE NFYWMAN—REULS(VR — 0.026141, ql SOj
VARIABLEl VMfl1~BLE2 ~IF~RMCtJ~ 9 L%PER. y 14v. Siq. O TEOR.

XIThS’rRA 1 >¶UESTRA 5 0.81434 20.9926 5 p < 0.01 4.7833
MUESTRA 1 MUESTRA4 0.74309 19.1558 4 y .6 0.01 4.5667
MUESTRA 1 MUESTRA3 0.67214 17.6102 3 y .6 0.01 4.2533
MUESTRA 1 ?IUESI’RA 2 O.43fl ll,36B3 2 y ‘1 0.01 3.74
MIJEST31A 2 MUESTRA5 0.38044 9.5537 4 y < 0.01 4.5667
NUESTRA 2 NUESTRA4 0.31)919 7.7644 3 y < 0.02. 4.25U
NUESTRA 2 MUESTRA1) 0.23824 6.0754 2 y .6 0.01 3.74
NUESTRA 3 NUESTRA ~ 0.14221 J,5711 3 y < 3.05 3.3E67
MUESTRA 3 NUESTRA 4 0.070956 1.7819 2 NO 2.82
MUESTRA4 NUESTRA 5 0.07125 1.7627 2 NO 2.82

Mil LONClTUV/D0S3S=O/UOS1S=5/IEXJSIS~10/DOSlS~l 5/OOSlS~2O

los

1

1



Resultados

SIGMA Ficha: ES A:ESTADIS CONO Base 1

ESTADíSTICA BASICA ~

NOMBRE REíA 05EV. Ti?. TAMANO MINiNO NAXIMO TRANSF

NUESTRA 1. 0.27211 0.041174 19 0.22 0.35

MUESTRA a 0.20647 0.067356 17 0.1 0.3

I4UESflA 3 0.18824 0.080563 1? 0.06 0.3

MUESTRA 4 0.15438 0.036691 16 0.1 0.25

MUESTRA 5 0.1425 0.051704 16 0.08 0.25

AMi VOLU3<EN/tOStS~C/DOSIS~5/flOSISL0/DOSISrI5/DCSIS~20

ANÁLISIS DE LA VARIANZA 1 FACTOR

FUENTE VAR VARIANZA C.L. F PR NIVEL SIC.

FACTOR 0.046611 4 1J.9~31 1.116E~-0$ p < 0.001

ERROR 0.0033406 80

TOTAL 0,C0S~Ql1 64

Media global - 0.19565

Mil VOUMSN/WSIS=0/DOSIS’~S/DoS1s=1O/DOSIS=15/DOSIS=a0

SIGMA Fichas 85 A:ESrAD1D CC~4D Bpse

PRUEBA DE NEWNAN--EEUI.S (VR = 0,0033406~ ql — 80)
VARIABLEl VARIABLE2 DIPERENCIA O EXPER. R Mlv. Slq. (2 TEOR.

MUESTRA 1 NUESTRA 5 0.12961 9.3461 5 p C 0.01 4.7833
MUESTRA 1 MUESTRA 4 0.1177] 8.4898 4 p < 0.01 4.5667
MUESTRA 1 MUESTRA 3 0.08387 6.147 3 p .6 0.01 4.2533
MUESTRA 1 MUESTRA 2 0.O~635 teJOS 2 p .6 0.01 3.14
IWESTRA 2 MUESTRA 5 0.063971 4.4938 4 p .6 0.05 3,1367
MUESTRA 2 MUESTRA 4 0.052096 3.6596 3 y .6 0.05 3.3867
NUESTRA 2 MUESTRA 2 O.0182fl 1.3009 2 Md 2.52
MUESTRA 3 MUESTRA 5 0.045735 3.2128 3 MO 3.3867
MUESTRA 3 MUESTRA 4 0.03386 2.37S6 2 NO 2.82
MUESTRA 4 MUESTRA 5 0.011875 0.82183 2 NO 2.82

AHí VOLU14EN/D0SIS=0/DOSIS=5/DOSIS~10/LflSIS=1S/0C51S20
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Resultados

¡SIGMA Ficfla: 85 AtESTAniS CONO Base 1

ESTADISTICA BASICA

NOMBRE MEDIA DESV. TU’.]

NUESTRA 1 0.26737 0.043313

NUESTRA 1 0.19529 0.06084

NUESTRA 5 0.18588 0.069826

MUESTRA 4 0.20 0.030322

MUESTRA 5 0.152~ 0.05fl4$

AMi PESO/DCSIS=’O/DOSIS—5/ODSIS—1O/D0515=i5/DOSIS—20

SIGMA Ficta: 85 A~ESfl.fll8 CONO Base

AnALLS[S DE LA VARIANZA 1 FACTOR

FUENTE VAR VARIAtJZA 1 G.L. PR NIVEL SIG.

FACTOR 0.034893 4 12.3569 7.t4~t—0B p < 0.001

ERROR 0.0028238

TOTAL 0.0043509 84

Media global — 0.19~7t

AMI UES0/OCStS~G¡OOStS=5/DOSIS=1O/D0StS15/OOSTS20

SIcMA Ficha: 85 A:ESTAD1O CONO Base

PRUEBA DEi MEWMAN—KEULS(VP = ti.0028238. ql 80)
VAMABLEY VARIABLE2 ¶)IFERZNCIA Q EXPSP. M 111v. Siq. Q TEOR.

MUESTRA 2. MUESTRA5 0.11487 9.0095 5 p < 0.01 4.7533
MUESTRA 1 MUESTRA4 0.097366 1.636S 4 p .6 0.01 4.5667
NUESTRA 1 MIJSSTIiA 3 0.0S1486 6.4958 3 p .6 0.01 4.2533
MUESTRA 1 NUESTRA 2 0.072074 ~.7455 2 ~2 < 0.01 3.74
NUESTRA 2 >(URSTRA 5 0.042794 3.2697 4 140 3.7361
MUESTRA 2 MUÉSTRA4 0.025294 1.9326 3 MC 3,3567
MUESTRA 2 MUESTRA3 0.0094118 0.73026 2 NC 2.82
MUESTRA 3 NUESTRA 5 0.033382 2.5506 3 NC 3.3867
MUESTRA 3 MUESTRA 4 0.015882 1.2135 2 NO 2.22
MUESTRA 4 MUESTRA 5 0.0176 1.3173 2 NO 2.82

AMi PESO/OOSIS~0IDOSIS’5/DOS1S~1O/0OSIS=15/DOSIS=20
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Resultados

SIGMA Ficta: 85 A:ESTAD22 CONO Base 1

ESI~ACISTItA ÉASICA

NOMBRE MR0~A DESV. TTP. TAMARO MININO NAXINO 1¶~ARSF

MU~S’rRA 1 1.9237 0.060938 19 1.8 2

NUESTRA 2 1.5 0.11456 17 1.3 1.8

MUESTRA 3 t.32~4 0.10906 17 1.2 1.5

MUESTRA 4 1.1719 0.1653 16 (1.7 1.4

NUESTRA 5 1.1525 0.046547 16 1.05 1.22

Mil LONCITUU/DOSIS=0/DOSIS=5/DCSIS=10/DOSIS=15/DCSIS=20

SIGMA Ftcha: 55 A;ESTAD22 COND 8a56

AI4ALISTS DE LA VABIANtA 1 FACTOR

FUENTE VAR VARIANZA G.L. F PR NIVEL SIC.

FACTOR 1.7958 4 157.9635 0 p .6 0.001

ERROR 0.011268 80

TOTAl. 0.096342 84

Medía qlobtl — 1.4324

AMI LONGITUD/DOSIS—O/tOSIS—5/OOSIS—1O/DOSIS—LS/DOSIS—20

SIGMA picta, BS A:ESTAD22 CONO an.

ANALISIS [lE LA VARIANZA 1 FACTOR

FUENTE VAR VAEIMQ.A 0.1. F PR NIVEL 510.

FACTOR 1.7958 4 157.9635 0 p .6 0.001

ERROR 0.011368 80

TOTAL 0.096342 84

Medta global — 1.4324

Alt! LONGITUD/DOSIS—O/DOSIS=5/OOSIS—J0IDOSIS=15/DOSITS~2O
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Resultados

SIG1~ Ficha: 35 A:E5T3022 CONO Boso 1

ESrADIETICA BAnCA —~

NOMBRE KEDIA DRSV. flP. TAM>SO MININO MAXIMO TEANSF

MUESTRA 1 0.31632 0.029667 19 0.2~ 0.35

MIJ8STNA 2 O.2]706 0.022013 17 0.2 0.28

MUESTRA3 0.23118 0.0212.79 17 0.2 0.25

MU~STl&A 4 0.185 0,07303 16 0.tS 0.3

MUSSflLÁ 5 0.1.8875 0.04334 16 0.12. 0.3

AHí VOLLmEN/DOSIS=0/DOSIS=S/OOSISalO/LESIB—15/DOSISS2O

SIGMA Picha: 85 A:E67A022 CONO Base

ANALISIS DR LA VARIAMLA 1 FACTOR

P(J]~NTE VAR VARIANgA G.L. F PH NIVEL SIG.

?AC¶’OR 0.uS0D43 4 28.8127 0 p « 0.001

ERROR 0.0017368 80

TOTAL 0.0040111 84

Media global 0.23471

Mil V0LUME>i/oOSItS=0/DOSIS=5/O0StS~10/0OSIS—15/DCSIS=2O

SIGMA Ficta: 85 A:ES’1A022 CONO Base

PRUEBA 1W NE14MAM—KEULS<VR 0.0017368, 91 =
VARIABLEI VARIABLES DIFERENCIA O EXPER. Ji Niv. Siq. O TFX)R.

MUESTRA 1 MUSS~RA 4 0,13132 13.1328 5 y .6 0.01 4.7833
MUESTRA1 MUESTRA 5 0.12757 12.7577 4 y < 0.01 4.5667
MUESTRA 1 &UHSrRA 3 0.085139 8.654 3 y .6 0.01 4.25]J
MUESTRA 1 MUESTRA2 0.079257 8.0561 2 y .6 0.01 3.74
MUESTRA 2 MtJES’NuA 4 0.052059 5.0718 4 p .6 0.1)1 4.5567
MUESTRA 2 lIUESTRA 5 0.048309 4.7064 3 p < 0.03. 4.2533
MUESTRA2 MUESTRA 3 0.0058824 0.58196 2 NO 2.82
MUESTRA 3 j4TIESTRA 4 0.046176 4.4987 3 y < 0.01 4.2533
MUESTRA3 MUESNO. 5 0.042426 4.1)32 2 p .6 0.01 2.74
wuzgTRj. 5 MUESTRA 4 0.00375 0.359~3 2 NO 2.82

AMi V0LUXEN/DOSIS=0/D06IS~5/0OSfS=10/D0S1Se15/DOSIS20
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Resultados

SIGMA Ficha: 85 t:E5T1022 CGHD Base 1

ESTADíSTICA BASICA

NOMBRE IaDIA DESV. TTP. TAMAÑO MININO MÁXIMO TRAES?

MUESTRA 1 0.31105 0.023069 19 0.26 0.35

MUESTRA 2 0.24176 0.02~059 17 0.2 0.3

MUESTRA 3 0.21176 0.019109 17 0.18 0.25

MUESTRA 4 0.16 1).05~857 16 0.04 0.25

MUESTRA 5 0.17125 0,026045 16 0.1 0.22

1141 flSO/DOSIS.0/flOSISr5/DOSIS=10/DDSIsalS/IX)SIS..20

SIGMA Fiche: RS AtESTAD22 COND BaSe

ANÁLISIS DE LA VAPIANZA 1 FACTOR

‘FIJEN’rr VAR VMlIAHZA - G.L. F j PR NIVEL SIC.

rACrcI~ 0.065446 4 63.9679 0 p < 0.001

ERROR 0.0010231 80

TOTAL 0.0040408 84

Media glObal 0.22254

AHí PESO/DOSIS—0/DOSIS=5/DOSts=40/DOSIS—15/DOSIS—20

SIGMA Fiaba: 85 A:ESTAD22 COND Base

PRUEBA DE NEWMAfl—KEUL.S (VR 0.0010231. ql — SO)
VARIABLa1 VARIABLE2 DI?EREÑCIA O EXPER. R 141v. Siq. o

NUESTRA 1 MUESTRA 4 0.15105 1$.6B2B S p < 0.01 4.78~3
MUESTRA 1 MUESTRA ~ 0.1.398 19.2169 4 p c 0.01 4.5667
MUESTRA 1 MUESTRA 3 0.099288 13.1443 3 p < 0.01 4.2533
MUESTRA 1 MUESTRA 2 0.069268 9.1152 2 p < 0.01 3.74
MUESTRA 2 MUESTRA 4 0.081765 10.3788 4 p .6 0.01 4.5667
NUESTRA 2 MUESTRA 5 D.OJÓBIS 8.95DB 3 y .6 0.01 4.2533
MUESTRA 2 MUESTRA 2 t03 8.8673. 2 p < 0.01 3.74
MIJES’IYRA 3 NUESTRA 4 0.051765 6.5708 3 9 .6 0.01 4.2533
MUESTRA 3 MUESTRA 5 0.040515 5.1428 2 p .6 0.01 3.74
MUESTRA 5 MUESTRA 4 0.01125 3..4069 2 !¡O 2.82

AMI ,DS0/D05ITS~C/DDSIS/DOStS10/DCSIS.1S/~SíSlO
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Resultados

A. - RESULTADOSDELANALISISESTADíSTICODE LOSDATOS

DE LONGITUDDE LOSEMBRIONESEXPERIMENTALES

.

1.-En el estadio 10 de H.H.: El análisis de la varianzadenota

diferenciassignificativas(P < 0.01)entrelosembrionestestigosy todos

los inyectadosconel producto(dosisde 5, 10, 15 o 20 mcl.), asicomo

entrelos inyectadoscondosisde5,10y 15 mcl. respectoa los tratados

con 20 mcl.

2.-En el estadio 14 de H.H.: El análisis de la varianzadenota

diferenciassignificativas(P < 0.01)entrelosembrionestestigosy todos

los inyectadoscon el producto(dosisde 5, 10, 15 o 20 mcl.), asi como

entrelos inyectadoscon dosisde 5 mcl.respectoa los tratadoscon 10,

15 y 20 mcl., y entre los tratadoscon 10 mcl. respectoa los que

recibieron15 y 20 mcl.

3.-En el estadio 18 de H.H.: El análisis de la varianzadenota

diferenciassignificativas(P < 0.01)entrelosembrionestestigosy todos

los inyectadoscon el producto(dosisde 5, 10, 15 o 20 mcl.), asi como

entrelos inyectadoscon dosisde 5 mcl.respectoa los tratadoscon 10,

15 y 20 mcl.

4.-En el estadio22 de H.H.: El análisis la varianzadenota

diferenciassignificativas(P < 0.01)entrelos embrionestestigosy todos

los inyectadoscon el producto(dosisde 5, 10, 15 o 20 mcl.), asi como

entrelos inyectadoscon dosisde 5 mcl.respectoa los tratadoscon 10,

15 y 20 mcl, y existentambiéndiferenciassignificativas(P < 0.01)entre

los tratadoscon 10 mcl. y los tratadoscon 15 y 20 mcl.
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Resultados

E. - RESULTADOSDEL ANALISISESTADíSTICODELOSDATOS

DE VOLUMENDE LOSEMBRIONESEXPERIMENTALES

.

1 .-En el estadio 10 de H.H.: El análisisde ¡a varianzadenota

diferenciassignificativas(P < 0.01)entrelos embrionestestigosy todos

los inyectadoscon el producto(dosisde5, 10,15o 20 mcl.), asi como

entrelos inyectadoscon dosisde 5 y 10 meirespectoa los tratadoscon

20 mcl.

2.-En el estadio 14 de H.H.: El análisisde la varianzadenota

diferenciassignificativas(P < 0.01)entrelosembrionestestigosy todos

los inyectadoscon el producto(dosisde 5, 10,15o 20 mcL), asi como

entrelos inyectadoscon dosisde 5 y 10 mcl.respectoa los tratadoscon

15 y 20 mcl.

3.-En el estadio 18 de H.H.: El análisisde la varianzadenota

diferenciassignificativas(P < 0.01)entrelos embrionestestigosy todos

losinyectadoscon el producto(dosisdc5,10,15020mcl.), y diferencia

con menornivel de significación(P < 0.05) entrelos inyectadoscon

dosisde 5 mcl.respectoa los tratadoscon 15 y 20 mcl.

4.-En el estadio22 de H.H.: El análisis la varianza denota

diferenciassignificativas(P < 0.01) entrelosembrionestestigosy todos

los inyectadoscon el producto(dosisde 5, 10, 15 o 20 mcl.),asicomo

entrelos inyectadoscondosisde 5 y 10 mcl.respectoa los tratadoscon

15 y 20 mcl.
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Resultados

U- RESULTADOSDEL ANALISISESTADíSTICODE LOSDATOS

DE PESODE LOSEMBRIONESEXPERIMENTALES

.

1.-En el estadio 10 de H.H.: El análisis de la varianzadenota

diferenciassignificativas(P < 0.01) entrelos embrionestestigosy los

inyectadoscon el productoa dosisde 10, 15 o 20 mcl., asi como entre

los inyectadoscondosisdeSy 10 mcl.respectoa los tratadoscon20 mcl.

2.-En el estadio 14 de H.H.: El análisis de la varianzadenota

diferenciassignificativas(P < 0.01)entrelos embrionestestigosy todos

los inyectadoscon el producto(dosisdeS,10, 15 o 20 mcl.), asi como

entrelos inyectadoscondosisde 5 mcl.respectoa los tratadoscon 15 y

20 mcl., y entrelos inyectadoscon 10 mcl. respectoa los de 20 mcl.

3.-En el estadio 18 de H.H.: El análisis de la varianzadenota

diferenciassignificativas(P < 0.01)entrelos embrionestestigosy todos

los inyectadoscon el productoa dosisde 5,10,15o 20 mcl. No hubo

diferenciassignificativasentre los embrionesinyectadoscon distintas

dosisdel producto.

4.-En el estadio22 de H.H.: El análisis la varianza denota

diferenciassignificativas(P < 0.01)entrelos embrionestestigosy todos

los inyectadosconel producto(dosisde 5, 10,15o 20 mcl.), asi como

entrelos inyectadoscon dosisde 5 mcl.respectoa los tratadoscon 10,

15 y 20 mcl., y entrelos inyectadoscon 10 mcl. respectoa los que

recibieron15 y 20 mcl.
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Resultados

ESTUDiODE LASMALFORMACIONES

Ennuestrotrabajode investigaciónhemoscomprobadola produc-

ción,por partedel agenteenestudio,el interferón-alfa-2b,unaseriede

alteracionesmorfológicasen el desarrolloembrionario,tal y como se

refleja en el cuadrogeneralde resultadosanteriormenteexpuestos.

Parauna visión global de las malformacionesobtenidas,hemos

agrupadolos embrionesafectadospor algunamalformación,segúnel

estadioenqueseinyectóel interferénalfa-2h, y la dosisutilizada. Los

resultadosquetuvimos los reflejamosenun diagramade barras,siendo

el valordel ejeY el númerodeembrionesquepresentaronunao másde

las anomaliasquedespuésdescribiremos.

En el estudio de estos resultadosno hemosincluido aquellos

embrionesexperimentalesque transcurridas48 horasde la administra-

cióndel fármaco,seencontrabanmuertos,aunqueseapreciaranenellos

algúntipo de anormogénesis.Portantolos datosexpuestosen la gráfica

reflejansólo y exclusivamenteel estudiode las malformacionesocurri-

dasen los embrionesexperimentalessupervivientes.
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Resultados

MALFORMACIONES
POR ESTADIOS Y DOSIS
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Resultados

Comosepuedeapreciaren el gráficodemalformacionesexpuesto,

el mayornúmerodeéstasseprodujeronen los estadios10 y 14deH.H.,

disminuyendoconsiderablementesu frecuenciade presentaciónen los

estadios18 y 22 de U.U.

Respectoa las dosis utilizadasdentrode cadaestadio,se puede

objetivarun incrementodel númerode malformacionesal aumentarla

dosis.Esteaumentofueestadisticamentesignificativo (P < 0.01) en el

estadio10 y 14 de U.U., en los queparala dosis5 mcl. seprodujeron

5 embrionescon algunamalformaciónde los 16 y 14 supervivientes

respectivamente,esto es, un 31% de embrionesmalformadosen el

estadio10 U.U., y un35% enel estadio14 U.U., mientrasqueal elevar

la dosis hasta20 mcl. se produjeron 11 embrionesmalformadosen

ambosestadios,lo quesuponeun 68% en el estadio10 H.H., y un 78%

enel estadio14 U.U.

A continuación realizaremosun estudio individualizado de las

malformacionesobtenidas.

Obviamentereflejar en la iconografiade estaTesisla totalidadde

los embriones,pornosotrosestudiados,supondriaadjuntarun volumen

de fotografiastal que seria tediosoparael lectorpor lo innecesarioy

repetitivo de tal iconografia. Por tanto hemosconsideradooportuno

realizaruna selección de aquellosembrionescuyas malformaciones

resultanrepresentativasde lasencontradasen el conjuntode lasdistintas

dosisy estadiosquehanconstituidonuestrotrabajode investigación.

Las anomaliasmás frecuentementeencontradaspor nosotroshan

sido malformacionesdel esbozoocular: Microftalmiasuni o bilaterales,

anomaliasa nivel truncal:TorsionesAtípicasdel Tronco, y malforma-
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ciones del poío caudal del embrión consistentesen la ausenciao

disminucióndel volumeny longitud del mismo, lo quehemosdadoen

llamarcomo Sindromede RegresiónCaudal.

Porestadfos,hansidomásfrecuentesenel estadio10y 14deH.H.,

y por dosis, al elevar éstade 5-10 mcl. a 15-20 mcl.aumentaron

significativamenteen número.

Hemosde hacerconstarque la malformaciónqueaparecióen la

prácticatotalidadde losembrionesexperimentalessupervivientesfuela

Microsomia,entendiendopor éstala disminuciónenel volumeny peso

del embriónsupervivienteen comparacióna los de sumismo estadiode

desarrollo.Estamalformaciónquedaclaramentepuestademanifiestoen

las tablas y gráficos en los que hemos comparadolas medidasde

volumen y pesode los embrionestratadoscon interferón-alfa-2b,con

respectoa las medidasde volumeny pesode ]os embrionestestigos,y

que a continuaciónmostramos,por lo queenesteapartadono incluimos

iconografiacomparada.
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Fi2ura 1 y la

Embrión al que se le administraron15 mcl. de interferón-alfa-2b

cuandose encontrabaen el estadio10 de HM. de desarrollo.

En la fig. 1 observamosel lado derechode esteembriónen el que

se apreciala fuerte inflexión quepresentaa nivel del tronco:“Torsión

Truncal”, anomalíaéstaquesepresentóconunamayorfrecuenciaenlos

embrionestratadospornosotrosconinterferon-alfa-2ben el estadio10

de H . H. y quecomopudimoscomprobar,suapariciónfuedisminuyendo

en los embrionestratadosen estadiosmasavanzados.

En la fig. la que correspondeal lado izquierdo de estespecimen

comprobamosnuevamentela fuerte inflexión truncal.
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Figuras lb y lc

:

El estudiohistológicomuestraunaseriededetallescaracterísticos

y comunesen estosembriones:

*La notocordapresentamarcadossignosde hipermorfosis,con

clara y evidentedesorganizaciónde la trama fibrilar y apariciónde

ampliosespacios,ocupadosen gran parte, por filtrado plasmáticoy

célulasnecróticas.

*Los cuerposvertebrales,a nivel dela atípicanotocorda,aparecen

fusionados,formandoun bloque; porel contrario, los arcosvertebrales

sesiúanaisladae independientementea la formacióncorporal,obser-

vándosela presenciametaméricay alternantede las formaciones

ganglionares.

*Conjuntamentey en la porcióndistaldelcuerpoembrionario,pero

excluidodela cavidadcelómica,selocalizanformacionesmesonefríticas,

típicas en su configuracióny morfología,perocon un voluminoso y

dilatado conductode Wolff.
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Fi2uras2 y 2a

Correspondenambasfigurasaunembriónal quesele administrarón

20 mcl. de interferón-alfa-2bcuandoseencontrabaen el estadio10 de

H.H.

En la fig.2 comprobamosuna casinormalidaden el lado derecho

de esteembrión, si bien, aunqueno llega a apreciarseunatorsióndel

tronco si que comprobamosuna rectificacióna nivel torácicomante-

niendo una curvaturanormal tanto en la región cervical como en la

caudal.

Lafig.2acorrespondeaunavisióndellado izquierdodeestemismo

embrión en la quepodemosdestacarla existenciade una m¡croftalmia

unilateral.
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Figuras2b y 2c

:

El menor desarrollodel ojo izquierdo a su vez caracterizantres

hechos:

*Si bien, tanto la lámina neural,-retina-,como la pigmentaria,-

tapetum-, presentanuna clara diferenciación, el ectomesénquima

periocularno adquiereel gradode maduraciónque a estos estadios

corresponde.

*Los ojos microftálmicospresentancon gran frecuenciaretinas

septaedebidosa la persistenciade la arteriahialoideao restosfibrosos

de ésta,quedeterminanplieguesretinales.

*Escasamenteen el ectomesénquimaque rellena el segmento

fronto-orbitariodel II arco,selocalizanlascondensacionesblastemáticas

quecorrespondenaesbozosde la musculaturaextrínseca,característica

éstaque estípica en las microftalmias.
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Fisuras3 y 3a

Correspondenambasfigurasa un embriónal que sele administra-
ron 5 mcl. de interferón-alfa-2bcuandoseencontrabaen el estadio14

de H.H. de desarrollo.

Este embrión poseela práctica totalidad de las anomaliaspor

nosotrosdescritasen nuestrotrabajode investigación,entreellas,una

marcadahipervascularizacióncon pseudohemorragíatal y como se

evidenciaenla fig. 3, ladoderecho.Enestamismafiguraapreciamosuna

discretamicroftalmia unilateral.

En la fig. 3a, lado izquierdo,objetivamosotraanomaliaaparecida

con una elevada frecuenciaen los embriones tratados en estadios

tempranos:la TorsiónTruncal.

Conjuntamentecomprobamosun menorcrecimientode la porción

caudal, faseinicial del Síndromede RegresiónCaudal.
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Fi2uras3b. 3c y 3d

:

El estudiohistológiconos muestra:
*Hipermorfosis notocordal con fusión, a distintos niveles, de

cuerposvertebrales.

*Completaausenciade la porcióndistal del cuerpoembrionario,

caudal a un plano de secciónque discurra por los esbozosde los

miembros inferiores, que a su vez, presentanun menor desarrolloy

diferenciaciónque los torácicos.

*EI mesonefros,sobre todo del lado izquierdo, presentauna

marcadamesohidronefrosis,congruesosglomusvascularesqueenparte

obliteran la luz, asícomo una gran dilatacióndel conductode Wolff,

hechoeste característicoen estosembriones,ya quegranpartede la

cavidad celómica, se encuentraocupadapor la dilatación sacular

wolfriana que terminaen fondo de sacociego.

*La porción truncal del cuerpo embrionariosi bien presenta

tipicidadene]SN., vaacompañadadehipermorfosisnotocordal,hecho

estequecondicionaquela comisuraventralmedularseaatipica,incluso

en ciertosspecímenes,hay duplicidad en la luz del tuboneural.

Porel contrario,y a nivel cefálico,no observamosalteraciónen los

derivadosmesenquimatosos.

134







Resultados

Figuras4 y 4a

Ambasfigurascorrespondenaun embriónal quesele administra-

ron 20 mcl. de interferón-alfa-2ben el estadio14 de 11.11.

La fig. 4 muestrael lado izquierdodelembriónenel queseobjetiva

unalesiónartificiosaa nivel de la cola,productodeincorrectamanipu-

lación instrumental.

Es clarala presenciadealteraciónenel desarrollodel poío caudal

del embrión:Síndromede RegresiónCaudal,anomaliaéstaqueen el

casode esteembrión,sepresentóconunagran intensidad,puescomo

podemosapreciartantoen la fig. 4 comoen la fig. 4a quecorresponden

a los ladosizquierdoy derecho,seinicia apartirdela regióntruncalcon

defectosen el desarrollode los miembrossuperiorese inferiores.

Conjuntamentecomprobamosla presenciade un exocardiacon

completaausenciadeparedantero-lateralde la cavidadcelómicaa este

nivel.

Llama la atenciónla prácticanormalidady por tanto, ausenciade

anomaliasen el polo cefálico.

137





Resultados

Figuras5 y Sa

Correspondenambasfigurasa los ladosizquierdoy derechodeun

embriónal quesele administraron10 mcl. de interferón-alfa-2ben el

estadio18 de 1-1.11.

Observamosen la visiónmacroscópicay por defectodela técnica,

una leve lesióna nivel caudal.

En la fig.5 es evidentesobre todo cuandose comparanlas dos

proyecciones,la existenciademicroftalmiaunilateral,queafectaal lado

izquierdo;por contra,esclara la prácticanormalidaddel esbozoóptico

del lado derecho,fig. Sa.
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Figuras5b. Sc y 5d

:

El estudiohistológicomuestraenesteembrióntípicoscaracteresen

relacióna la anomaliaocular:

*En la microfotografíapanorámicaseapreciacomo la secciónes

prácticamentefrontal, disponiéndoseambasvesículastelencefálicasde

modosimétrico al diencéfaloimpar y medio.

*Las formacionesópticaspresentanunaevidenteasimetría;mien-

tras la derechaescompletamentenormal tanto en su morfologíacomo

estructuración,observándoseinclusola configuraciónde cámaraante-

rior y esbozodecórnea,la formaciónizquierdaesclaramentemicrofialmia.

*Del suelo diencefálico, en su porciónderecha,sedesprendey

configurael nervioóptico con trayectoriae inclusiónretinianacomple-

tamentetípica.

Porel contrario,noseapreciaenel ladoizquierdoa lo largodetoda

la seriaciónhistológica,esbozofascicular;en estecaso,junto con la

mícroftalmia se ha producidouna degeneraciónsecundariafascicular

queha condicionadoausenciade nervio óptico.

*AI igual que en specímenesanteriorescon similar o parecida

malformación, el ectomesénquimaperiocular, presentaun marcado

grado de inmadurez y desorganización,no observándoseesbozos

blastemáticospseudomuscularestípicosde la musculaturaextrínseca,-

si evidentesenel ladoderecho-,asícomodel círculoarterialperiocular,

cristalinoy cámaraanterior.
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Figuras6 y 6a

Correspondenambasfiguras aun embriónal quesele administra-

ron 10 mcl. de interferón-alfa-2ben el estadio22 de ¡1.1-1.

Se manifiesta la anomaliamás frecuentepor nosotrosobtenida:

microftalmiaunilateralizquierda,anomalíaque no ha afectadoal lado

derecho,en el que las estructurasoculareshanseguidoun desarrollo

normal, fig. 6a.
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Fhrnras7 y 7a

Correspondena un embriónal quese administraron20 mcl. de

interferón—alfa-2bel estadio22 de H.H.

La fig.7 muestraen el lado izquierdo una gran Torsión a nivel

Truncal.

Asi mismo, fig.7a, esevidentela existenciadeuna celosomiapor

defectoen el cierre de la paredventral del tronco.
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Figuras8 y 8a

Las imágenespertenecena un embriónal que se le administraron

15 mcl. de interferón-alfa-2benel estadio22 de H.H.

Observamosun discreto retrasoen el desarrollo, Microsomía,

detectableal compararloscon los embrionestestigosde cadaserie.

La Fig.8a pone de manifiesto la existencia de una discreta

microftalmiaunilateral.
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RESULTADOSFINALES

1.- En todos los embrionestratados con interferón-alfa-2bse

produjounadisminuciónsignificativadel volumeny peso(Microsomia)

conrespectoalos embrionestestigosdesumismoestadiodeldesarrollo,

y ocurrió en todoslos estadios: 10, 14, 18 y 22 de U.U.

II. - Respectoa la dosis-dependenciadelefectodel interferon-alfa-

2b enlos distintosestadiosparaproducirMicrosomias,observamosque:

a) En el estadio10 de U.U. fue significativa (P < 0.01) la

disminucióndelvolumeny pesoobtenidasconlasdosis5 y 10 mcl.

cori respectoa la dosisde 20 mcl.

b) En el estadio14 deU.U. existió diferenciasignificativas(P

< 0.01) en la disminucióndel volumen y pesoobtenidascon las

dosisde 5 y 10 mcl. con respectoa la dosisde 15 y 20 mcl.

c) En el estadio18 de U.U. sólo hubo diferenciasligeramente

significativas(P < 0.05) en la disminucióndel volumen de los

embrionestratadoscon5 mcl. con respectode los tratadoscon 15

y 20 mcl. No hubodiferenciassignificativasdel pesodel embrión

para las distintasdosisadministradas.

d) En el estadio22 de I-1.H. observamosdiferenciassignifica-

tivas(P <0.01)parael volumeny el pesode los embrionestratados

con 5 y 10 mcl. con respectoa los tratadoscon 15 y 20 mcl.

III.- Continuandocon el estudioy análisisdeotrasmalformaciones

obtenidasen nuestrotrabajode investigación,comprobamosquepor su
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frecuencia fundamentalmentefueron tres, a saber: Microftalmia

(mayoritarimenteunilateral,sin predominiode lado),TorsiónTruncaly

Sindromede RegresiónCaudal.

De forma inequívocacomprobamoscomo el mayor númerode

malformacionesocurridasen los embrionesexperimentalessupervi-

vientessucedióen los estadios10 y 14 de H.H. conun total de 34 y 33

malformacionesobtenidasrespectivamente.Conrespectoa la dosis,en

ambosestadioshubo unaclaradosis-dependenciade forma queen la

dosisde 5 mcl. seprodujeron5 malformacionesen cadaunode estos

estadiosmientrasqueal aumentarla dosisa 20 mcl. se produjeron11

malformacionesen cadauno de ellos.

El númerodemalformacionesobtenidasen los estadios18 y 22 de

H.H. fué significativamenteinferior con un totalde 20 y 16 malforma-

cionesrespectivamente.El aumentode la dosisprovocóun aumentode

las malformacionesen el estadio18, pasandode 3 a la dosisdeSmcl.

a7 obtenidasconunadosisde20 mcl. Enel estadio22no huboaumento

significativo del númerode malformacionesal aumentarla dosis.

IV.- No existió relaciónentreel tipo de malformacióny el estadio

dedesarrolloo la dosisadministrada,siendola Microflalmia unilateral,

sin predominiode lado, la anomaliamás frecuentementepor nosotros

encontradaen todos los estadiosy paratodaslas dosis.
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Discusión

Al analizarlos resultadosobtenidosen nuestrotrabajode investi-

gaciónla primeracuestiónquesenosplanteó fué la desi las anomalias

por nosotrosobservadasen los distintosestadiosdel desarrollode los

embrionestratados con ¡nterferón-alfa-2bse debian a una acción

teratógenade estasustanciao por el contrarioeranproducidassimple-

mente por las maniobrasde la inyección y manipulacióndel huevo

durantesu incubación.

Así haciendouna revisión amplia acerca de la teratogénesis

experimentalen el embriónde poílo, comprobamoscomo ya en 1939

HOLMDAKL, advertíaque las alteracionesdel extremocaudalen el

embrióndepollo podianserespontáneasdadoel particulardesarrollo

de estazona.

En 1950ANCELdescribiódintintasmalformacionesenel embrión

depoílo, a saber,urenteriacon y sin hidronefrosis,o duplicacionesdel

tubo neural, provocadaspor la aperturade la cáscaradel huevo y el

depósitode una gota de aguadestiladasobreel embrión, así obtuvo

malformacioneshastaenun 18,4%de los embrionesporél estudiados.

Es claropués,queparaestablecerunarelación causa-efectoentre

el agenteteratógeno,en nuestro caso, el interferón-a¡fa-2b,y las
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malformacionesde los embrionestratadosesnecesariala producciónde

un porcentajesignificativo de anomaliasqueseaostensiblementesupe-

rior al quede formaespontánea,y tras la aplicaciónde las técnicasde

manipulaciónpropias del laboratorio, por nosotros empleadas,se

produzcan.

Como reflejamosen el capítulode introducción,no hemosencon-

tradoartículosopublicacionesdeinvestigadoresinteresadosen el efecto

que la sustíanciaobjeto de nuestroestudio,el interferon-alfa-2b,ejerce

enel desarrollodelembrióndeave,por ello carecemosdedatosconlos

quecotejar los resultadosobtenidos.

De manerageneral dos tendenciasenglobanel efecto de las

sustanciascitostáticasen el desarrolloembrionario,paraunos como

KELLER y cols.,1.983,produciríanembriotoxicidadal considerarque

“sólo condicionanmuerte,ya quealteran en su prácticatotalidad los

mecanismosvitales”,mientrasqueotros,KOPF-MAIERy cok., 1.985,

interpretanquesuacciónalterainicialesmecanismosmorfogénicosque

condicionane inclusodestruyenel patrónde desarrollo,aunqueno el

vital, estoes, sonteratógenos.
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En nuestro trabajoel interferon-alfa-2bno ha mostradoser un

agentecon efectode letalidadembrionaria,ya queno ha producidola

muertede un númerosignificativo de embriones,y si teratogenicidad,

puestoque ha sido muy frecuentey casi generalencontrarun tamaño

muy reducidoen los embrionessupervivientes,estoes Microsomias,

ademásde otras malformacionesa nivel oculary truncal.

Además coincidiendo con JONHSON, 1984, el cocienteentre

toxicidaden el animaladulto y la toxicidaddel desarrollo(AID) resulta

sermayor quela unidad,lo quesignifica queel embriónsedañaa unos

niveles inferiores a los que resultantóxicos para el adulto, nosotros

consideramospoderconfirmaresteextremo,dadoqueel porcentajede

embrionesmalformadosha disminuidoprogresivamentepara las mis-

masdosisal aumentarel estadiode aplicación.

Sepuedecomprobarquedentrode un mismogrupodeembriones,

igual dosis,igual estadio,y en lasmismascondicionesde incubación,ha

sidomuyfrecuentela produccióndedistintostiposdeefectosteratógenos,

asíprácticamentetodoslosgruposdeembrionestratadosconinterferón-

alfa-2btenian;a) embrionesvivosaparentementenormales,si biencon

unasensibledisminuciónde sutamaño(volumeny peso),b) un mínimo
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porcentajede embrionesmuertos,a vecesendistinto gradode degene-

ración,y c) embrionescondiferentestipos de malformaciones.

El porquéde estaheterogeneidadde efectospodriaexplicarseen

funciónde la fase-específicaenqueel ¡nterferón-alfa-2bactuaría,esto

es,su acciónteratógenadependeriadel númerodecélulasembrionarias

queentranenunafasesensiblea suacciónenel momentodel desarrollo

en que se inyectael producto.

EstamosdeacuerdoconTUCHMANN-DUPLESSIS,1984,cuan-

do afirma que si estoocurreal comienzode la ola de multiplicaciónde

un estadio de organogénesis,es fácil imaginar cómo una pequeña

diferenciatemporalen el momentode la ola en los embrionesde un

mismo estadiopuedemodificar los efectoscitostáticosdel agente.

Asimismo,hemosde tenerencuentaqueel ritmoderepticacióndel

DNA no esconstanteen lasdiferentesetapasdel desarrollo;asi, según

NRUBERT y cols., 1.980, el ritmo de réplicadel DNA en el embrión

aumentamil vecessobreel mecanismogenéticodurantelos doso tres

primerosdíasdel comienzode la organogénesis,paramantenersehasta

el estadiodediferenciaciónorganogénicay decrecerúnicamenteapartir
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de la fasede crecimiento.En nuestrainvestigaciónhemoscomprobado

cómoel interferon-alfa-2bhaprovocadola mayortasadeembriotoxicidad

en los estadios10 y 14 de Hil., paradisminuir en los estadios18 y 22

de H.H.

Igualmente,secompruebatrasel estudiodel porcentajedeembrio-

nesmalformados,que en el estadio 10 y 14 de H.H., se presentaron

anomaliasen el 42,5% y 41,2% de los embrionestratadosrespectiva-

mente,disminuyendode forma significativaen los estadios18 y 22 de

H.H., donde el porcentajede anomaliastotal fue del 25% y 20%

respectivamente.

No obstante,el análisisglobal del efectodel interferon-alfa-2ben

el embrióndeave,no sepuedeconsiderartanpuntualenel tiemponi tan

específicode la sustancia,habida cuentade que las malformaciones

observadasse localizany sondependientesa estructurascon diferente

patrónorganogenético:InflexióndeltroncooTorsiónTruncal,Sindrome

de RegresiónCaudalensu formamáslevecomofué la ausenciadecola,

o másintensacomo fué la agenesiaa partir de la regióntruncalmedia,

Microftalmiaunilateraly bilateral,y menosfrecuentementeAnoftalmia.
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Uno de los mecanismoscausalesde la acción teratogénicadel

interferon-alfa-2b,puedeser el bloqueo del metabolismoprotéico y

síntesisdel RNA, lo que alteraríao modificaríael patrónde aquellas

áreasmorfogenéticascon un mayor índice de crecimiento y diferen-

ciación,presentandoenestesentidounaaparenteselectividadal “critical

time” organogenético.

En definitiva, hemos de estar de acuerdo con autores como

UNDERWOOD y cols., 1.970 o TUCHMANN-DUPLESSIS, 1.984,

cuando afirman que cualquieraque sea el mecanismogeneralque

produceel efectonocivo sobreel productode la concepción,la acción

teratogénicaresulta en un deterioro de los procesosnormales de

desarrolloy la respuestafinal dependeprincipalmentedela suceptibilidad

del animal, quees muy variable.Algunasespeciessonmuy resistentes

a un factor y sensiblesa otro, igual ocurrecon las razasde la misma

especie, incluso dentro de una misma camadase producen estas

diferencias,y asi unosembrionessonnormales,otros estánmuertosy

otros presentanmalformaciones.Esto puedeserexplicado,al menos

parcialmente,sobrela basede diferenciasgenéticasy segúnel momento

en queel factor actúamedianteun particulartipo de interacción.

158



Discusión

Lasmalformacionespornosotrosobservadaspodemosconsiderar-

las anormogénesispor defecto, las cualesvienen a ser catalogadas

clásicamentecomodependientesdedostipos de mecanismosa saber,la

detenciónenel crecimientoy la destruccióndeestructurasya formadas.

El exactoconocimientoy dependenciadeunau otraposibilidaden

un númerodeterminadodecasosofrecegrandificultad, no obstante,en

la mayoriade las malformacionesla hipótesisseñaladacomodetención

del crecimiento,pareceserque,paradeterminadassustancias,tieneuna

mayor validez, lo que erróneamentepodría considerarlacomo causa

mediatae incluso directade malformaciones.

Sin embargo,tal criterio, como indica BELON, J., 1.990, no es

cierto y no puede ser aceptadoplenamenteya que el procesode

“afectaciónúnicay primaria” condicionanecesariamentebloqueosen

los mecanismosde diferenciación, crecimiento e interacciones

morfológicas,a la vezque alteraciones,siemprecondicionantes,en el

metabolismotisular y enzimáticode estructurascelularesen fasesde

determinación.

Portanto,estaprimerahipótesis,independientementedel mecanis-
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mo intimo desuproducción,coincideplenamentecon la alteracióndel

desarrollo que mayor incidencia ha tenido, con diferencia, en los

embrionespornosotrostratadoscon interferon-alfa-2b,y nosreferimos

a la apariciónprácticamentegeneralizadade Microsomias,esdecir, la

detenciónglobal deldesarrollodel embrión,enocasiones,concretamen-

te en los estadios10 y 14 de H.H., asociadaa otras malformaciones,y

en otros casos,como sucedeen los estadios18 y 22 de H.H., como

alteraciónen un granporcentajede forma exclusiva.

Otros investigadoresobtuvieronMicrosomiasal estudiarel efecto

de las drogascitostáticasen el desarrolloembrionario,RUANO GIL,

1.964, en sustrabajoscon la Talidomida en embriónde poílo, obtiene

un tipo de malformacióngeneraly no específica,quees la Microsomia

y que aparecíaindistintamentetanto en embriones intervenidosen

estadiosprecocescomo enembrionesinyectadosmástardíos.Cree,por

lo tanto,que el agenteteratógenopuedeactuatselectivamenteen cierta

regióninhibiendola induccióndel desarrollode ciertosórganossegún

el estadioy también,de forma general,inhibiendoel desarrolloglobal

del embrióny produciendocomoconsecuenciaun retrasodel crecimien-

to.
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ROSTRENCHSy DOMENECHRATIO, 1.975,ensutrabajocon

Genoxalenel embrióndepoílo, obtienengrannúmerode Microsomias

y torsiónpatológicadel troncocon la mencionadadroga,dado que la

Ciclofosfamida(Genoxal)dentrodel grupode lassustanciascitostáticas,

actúa como un agentealquilante, consideraroneste efecto como el

resultadodel bloqueogeneralizadode las cadenasde DNA, con lo cual

produciríaalteracionesnuclearesy cromosómicas,provocandoladesnatu-

ralización y precipitacióndel DNA.

KONHGSUN,C.,l.976,ensu estudiodeTesisDoctoraldel efecto

de la Daunomicinasobre el embriónde poílo, obtuvo en 8 casosuna

detenciónglobaldel crecimientodel embrión(microsomía),dos inyecta-

dos en el estadio5 de H.H., 4 en el estadio10 de H.H. y otros 2 enel

estadio12 de H.H., explicandosu aparicióncomo el resultadode la

unión de la Daunomicinaa las cadenasde DNA, con la consecuente

inhibiciónde la síntesisde RNA.

Hemosdehacerconstarqueenningunode estostrabajosserealizó

la medicióndevolumeny pesosistemáticade los embrionesestudiados,

o al menosno se refleja en las publicaciones. En nuestrotrabajode

investigación, sistemáticamente,como se muestraen el capítulo de
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resultados,hemosmedido,pesado,y obtenidoel volumende todos los

especímenessupervivientes, y asi hemos podido comprobar la

disminución del peso y del volumen de los embrionestratadoscon

interferón-alfa-2bcon respectoa los embrionestestigo.

El estudiode las tablasde porcentajede volumen y pesode los

embrionestratados con respectoa los testigos, nos demuestraesta

pérdidapor estadiosy dosis.

En el estudio y análisisde la malformaciónquehemosdado en

denominarMicrosomia,entendiendopor tal la disminucióndel pesoy

volumen del embrión con respectoal testigo sometido a las mismas

condiciones,técnicasde laboratorio y tiempo de incubación,varios

hechosnos llamanpoderosamentela atención:

1) En el estadio10 de H.H. la microsomíaresultaseraltamente

dosis-dependiente,obsérveseque con la dosisde 5 mcl. el volumen

medio esdel 75% respectodelos testigosy el pesodel 80% , mientras

queparala dosisde20 mcl. el porcentajedesciendevertiginosamentey

se sitúa en el 35% para el volumen y el 32% para el peso (ambos

porcentajesrespectode los testigos).
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2) En el estadio 14 de H.H. existe una significativa dosis-

dependencia,comprobándoseunadisminucióndel volumen y pesoal

aumentarla dosis:en la dosisdeSmcl. el pesofuedel 66% respectode

los testigosy el volumendel70%, mientrasqueen la dosismayorde20

mcl. el pesofuedel 34% y el volumendel 33% respectodelos testigos.

Si comparamosestos resultadosde peso y volumen con los

obtenidospara las mismasdosisen el estadio 10 de H.H., podremos

observarcomoentodaslasdosis(5,10,15y 20 mcl.) la disminucióndel

pesoy volumende los embrionestratadosfué mayoren el estadio14 de

H . H. queenel estadio10deU.H., lo quenossugierequela Microsomia,

como malformación, fué más intensa en el estadio 14 de U.U. del

desarrolloque en ningún otro estadiopor nosotrosestudiado,lo que

sugierequeduranteesteestadioel embriónesmássuceptiblea la acción

del ¡nterferón-alfa-2h,por lo queel estadio14deH.H. seriael “critical

time’ paraestasustancia.

3)Enlos estadios18 y 22deU.U. la disminucióndel porcentajede

volumeny pesocon respectoa los testigos,al aumentarla dosisno fué

tanintensa,indicandounamenordosis-dependenciaenesteestadiopara

el ¡nterferón-alfa-2h.
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Asi, enelestadiol8deH.H. paraladosisdeSmcl. elpesofuedel

77% respectodel pesode los testigosy el volumendel 75% igualmente,

mientrasqueparala dosisde20mcl. el pesoy el volumenfuerondel58%

y 50% respectivamente.Enel estadio22 deU.U. parala dosisdeSmcl.

el pesoy el volumen frieron del 77% y 75% respectode los testigos,

mientrasqueparala dosisde20mcl. fuedel54%y 59% respectivamente

para el pesoy el volumen.

Paranosotrosla explicacióna estoshechosno tieneuna respuesta

fácil, no obstante,hemosderecordarquela accióndel interferón-alfa-

2b radica en la inhibición de la síntesisprotéica celular a travésde

diversosmecanismosexpuestosen la introducción, porlo quecreemos

quela alteraciónenla relaciónestadio/dosisy efecto,solopodriadeberse

a la diferentesuceptibilidaddel embrióna la accióndeesteagente,que

comohemosdemostradoesmáximaduranteel estadio14 deU.U. ,estadío

enel queseestaniniciando importantesestructuras(existen22 somitos,

la vesículaópticaprimariacomienzaa invaginarse,la placodaópticaestá

formada,la bolsade Rathkepuedeidentificarse,sedistinguenlos arcos

viscerales1 y 2, el asa ventricular del corazón es ventral al canal

atrioventricular,la curvaturacervicalesamplia y seproducela rotación

del troncoapareciendouna suavecurvaturaen el mismo).

164



Discusión

Otrahipótesisquecreemosbuenaparaexplicarestosacontecimien-

tosdeldesarrollodel embriónseriala quepostulala roturaporpartedel

agenteutilizado,deunacomplejacadenadesistemasprotdico-enzimáticos

quemedianteun continuoprocesode aposicióny regeneraciónde las

estructurasmorfogenéticaslesionadaso dañadas,sustituyenéstaspor

otrasnuevassin que seprodujeseunadiscontinuidad.La alteraciónpor

partedel ¡nterferón-alfa-2bde estosmecanismosde síntesiso regene-

racióndeestructurasdesvitalizadas,setraduciriaenunamultiplicación

del efectolesivo provocadoen el embrióny por tanto en una evidente

detencióndel crecimientodel embrión, tal y comohemosobservadoen

nuestrotrabajode investigación.

Seguidamenteprocederemosa considerarlas diversasmalforma-

cionesmásfrecuentespornosotrosobtenidas,de formaindividualizada,

a saber,la Microftalmiauni o bilateral, la TorsiónTruncaly porúltimo

el Sindromede RegresiónCaudal.

La Microftalmiaunilateralo bilateraly la Anofialmia unilateralo

bilateral son malformacionesque clásicamentese han descrito como

integrantesde un complejo de malformacionesdel polo cefálico del

embrión dc poíío, siendo múltiples los autores que las describen,
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habiéndolasprovocadocondiferentesagentesteratógenos.AsíMURILLO,

1970, obtuvointensasMicroftalmias bilateralesen embrionesde poíío

a los cualeshabiaextirpadola mitad de la capacalcáreadel huevoantes

de la incubación(produjoanomaliasdel sistemanervioso,de la médula

espinaly de los órganosde los sentidos). Asimismo se produjeron

Microftalmias medianteanoxiaen los trabajospublicadospor ORTS

LLORCA, o mediantela inyecciónde sustanciasalquilantescomo las

producidasporel Genoxal(Ciclofosfamida)segúnpublicaronBLATNER

y cols. en 1960, y ROS y DOMENECH en 1975, las provocadascon

el BusulfansegúndemostróBOLLAG en 1953, o con el Clorambucil,

MURPHY, 1960. El mecanismopatogénicopropuestoentodoselloses

el mismo, a saber,detenciónde la invaginaciónde la vesículaóptica,

formacióndefectuosade la cúpulaóptica,y al no establecercontactola

reúnacon el tiapetum, seprovocaríaunadetenciónde la diferenciación

y crecimientoretiniano.

COULOMBRE,1955y 1956, consiguióproducir experimental-

menteMicroftalmiasen el embrióndepoííomediantela introducciónde

un tubohuecomuy fino en el ojo de dicho embrióndurantelos dias5 y

6 del desarrollo;sin embargo,comprobóquela Microftalmia no ocurría

si sustituíael tubo huecopor un tubosólido; estopermitió concluir al
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autorquela salidade líquido delhumorvítreo a travésdel tubo hueco

provocabauna disminuciónde la presióninternaocular, evitando la

expansióny el crecimientodel ojo. Estos hallazgospermitieron a

COULOMBRE emitir la hipótesisde que la Microfralmia espontánea

asociadoconColobomapodriadebersea la pérdidadelíquido del humor

vitreo a travésdel Coloboma.

La Microftalmiaha sidotambiéndescritacomo unade las malfor-

macionesproducida por los fármacos citostáticos tales como los

derivadosde la Vinca, el Csplatino,BELON, 1991, y el Mitoxantrone,

DUENAS, 1992; en estas experienciasla Microftalmia no estuvo

asociadaconColoboma,sino que los cambiosdegenerativosdela capa

interna del epitelio ciliar aparecieronen una fase muy temprana,al

segundoo tercerdia de administrarsela droga, lo quecoincidió con el

momentoenquesedetectóunadisminucióndel crecimientoocular. De

acuerdoconBELON, 1990,estoshallazgossugeririanquela Microftalmia

eraprovocadaporunareducciónenel ritmo desecreciónde líquidopor

el epitelio ciliar y no porel trasvaseo escapededicho líquido del vítreo

tal como postulabaCOULOMBRE.

DeacuerdoconBELON, 1991,la formaciónópticaesun complejo
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deestructurastisularesdeorigeny materialdiferente,enpartederivada

delsistemanerviosocomoevaginaciónespecíficade lapareddiencefálica,

otrapartederivadade la placodaectodérmicay el restoprocederiadel

ectomesénquimacefálico,por tanto el posiblefactor causaldel proceso

inductor anómalo de esta malformación, es la alteración del mesodermo

precordal, formación celular que rige el proceso morfogénico del

sistemanervioso, la notocorda,y el proceso ocular. Asi pues la

Microftalmia o Anoftalmias provocadasmedianteestemecanismono

aparecerianaisladase independientes,sino incluidas dentro de un

complejo malformativo del sistema nervioso del embrión, BELON,

1991.

Ennuestrotrabajode investigaciónhemosobtenidoMicroftalmias

unilateralesy bilateralesencasitodoslosestadiosy dosisde interferón-

aIfa-2bpornosotrosutilizados,no acompañándosedichasmalformacio-

nesni de Colobomani de otras anomaliasdel sistemanerviosocentral,

ni macroscópicasni microscópicas,por lo quecreemosqueel mecanis-

mo de su produccióno bien puedeserdistinto al de una alteracióndel

mesodermoprecordalo bien afectara éstelevementede forma que no

se afecte la capacidadintrínseca que tiene para regir el proceso

morfogenéticodel sistemanerviosoy la notocorday sí aquellaparteque
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rige el procesomorfogenéticoocular.

Como ya se expuso en la introducción, el ¡nterferón-alfa-2b

provoca sus efectosmedianteuna inhibición directa de la célula en

división reduciendola síntesisde RNA y otrasproteinasesencialespara

la síntesisdel DNA con lo que la célulaquedaen faseGOy seenlentece

el ritmo del ciclo celular. Esteefecto seinicia al unirse el interferón-

alfa-2ba los receptoresde membranacelular, asi EVINGER y cols.,

1981,y TROTTA, 1985,demostraronesteefectocelulartanto “in vivo”

como“in vitro”, y podriaserel mecanismoproductorde la Microftalmia

bien al actuarsobrelas célulasdel mesodermoprecordalcon lo que se

inhibiria o retrasariael procesode la morfogénesisocularregidopor

aquél, o bien el interferón-alfa-2bactuandodirectamentesobre las

célulasdel epiteliociliar alterariael sistemaenzimáticode la anhidrasa

carbónica,esencialpara la secreciónde liquido por dicho epitelio.

ROGERS y HURLEY demostraronque la inducción de una

deficienciadezincen los fetosderatasprovocabaMicroftalmiaal alterar

la enzimaanhidrasacarbónicadel epiteliociliar, la cual secomponede

unnúcleoprotéicoy zinc,y la faltadeestaenzimaimpediriala secreción

deaguae ionespor el epiteliociliar, causaúltimade unadisminuciónde
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la presiónintraoculary ausenciade expansióndel ojo.

Ennuestraexperiencia,y dadala ausenciadeotrasmalformaciones

del polo cefálico que acompañena las Microflalmias por nosotros

obtenidas,nos inclinamospor la teoria de que el interferón-alra-2b

actúelocalmenteen la vesículaóptica en desarrollo, uniéndosea los

receptoresdemembranade lascélulasdel epiteliociliar provocandouna

inmediatay directa inhibición de la síntesisde RNA y de proteinas

esencialesparael desarrollocelular,estoes,provocaria,ademásdeun

enlentecimientode la división celulary degeneracióndel epitelio ciliar,

unaalteraciónde los sistemasenzimáticosproteínicosdedicho epitelio,

y posiblementeentreellos, la enzimaanhidrasacarbónica,de lo que

resultariaunadisminucióndela secreciónde liquido intraocular,factor

determinante principal de la presiónintraocular,la cual al descender,

evitaria la expansión y crecimiento que normalmente produce en el ojo.

Muy importante seria también el aumento de la red vascular, que

produce el interferón-aIfa-2b, en el lado de la Microftalmia, lo que

alterariael equilibrio de Flujo/Filtraciónquenormalmenteocurreenel

esbozoocular, lo que se sumariaal efecto de disminuir la presión

intraocular,y cuyo resultadoúltimo seriaunadetencióndel crecimiento
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ocular.

Medianteestahipótesisdel mecanismode accióndel interferon-

alfa-2ba nivel ocular,sóloen partepodriamosestarde acuerdocon los

hallazgosdeBELON, 1991, que “parecensugerirque la Microftalmia

resultó de una reducciónen el ritmo de secreciónde liquidos por el

epitelio ciliar y no por el trasvaseo escapede liquido del vitreo

A nivel del troncolasmalformacionespornosotrosobservadashan

consistidofundamentalmenteen la inflexión mas o menosintensadel

tronco, el cual presentabatorsionesrespectoa su eje longitudinal y

transversal,anomalíaquede formagenéricahemosdenominadoTorsión

Truncal, asícomo el Síndromede RegresiónCaudaltanto en su forma

másleveconsistenteen la agenesiadecola,o másintensaen la queexistía

unaausenciadelas estructurasdel poíocaudaldel embrión;porúltimo

y másraramentehemosobservadoa nivel truncalunafaltadel cierrede

lasparedesdel mismoproduciéndoseunaCelosomiaenel estadio22 de

H.H. a la dosisde20 mcl., y un Exocardiasen el estadio14 deH.H. a

la dosis, igualmentemás alta, de interferón-alfa-2b.

ROS y DOMENECH, 1975, publicaron sus resultadostras la

administracióndeCiclofosfamidaa 132 embrionesdepoíío, obteniendo
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en52deellos(un 39,4%)perturbacionesde tipo teratógenode los cuales

29 (un55,7% del totaldeembrionesmalformados)presentaronTorsión

Truncal, 5 embriones presentaronun Tronco Atrófico, 12 (23%)

presentaronCelosomiay 16(30%)Exocardias.Estosautoresatribuye-

ron estasmalformacionesa la Ciclofosfamida,la cual, como agente

alquilante produciria alteracionesnuclearesy cromosómicasque

provocarianla desnaturalizacióndel DNA alterandola normalevolución

delosprocesosmorfogenéticos,conduciendoal establecimientodeestas

anomalias. ROS y DOMENECH, 1975, afirmaron que “nosotros

observamos,en la mayoria de nuestrosembriones, Exocardias y

Torsiones,datosquenohansidoobservadosodestacadosporlosautores

mencionados’,estos autoresno eran sino aquéllos que previamente

habianinvestigadoel efectoteratógenode las sustanciasalquilantesen

el embriónde pollo comoBLATTNER, WILLIAMSON, SIMONSEN

y ROBERTSON en 1960, MURPHY en 1960 y TUCHMANN-

DUPLESISy MERCIER-PAROTen 1967.

Más recientementeDUEÑAS, 1992,ensuTesisDoctoraldemostró

como el Mitoxantrone, un agentecitostático, inyectado en estadios

tempranosdel desarrolloesto es, en los estadios10 y 14 de H.H.

produciaunalto porcentajedeTorsionesdeTroncodedichosembriones,
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no guardandosu apariciónuna relación significativa con la dosisde

Mitoxantroneadministrada.Segúnafirma DUEÑAS, 1992, siendoel

mecanismoíntimo de la normodiferenciaciónnotocordalun aumento

selectivodel DNA, resultaevidentequeel Mitoxantroneha alteradoo

modificado el gradientemorfogénico de la notocordaprovocandola

existenciade inflexioneso irregularidades,quea su vez, inciden en el

patróny disposicióndel escleromesénquimaa partir del que seorigina

y da lugar a las formacionesvertebrales.

Hacetiempoquelos embriólogossepreguntaronpor la causasque

condicionabanla normalmorfogénesisde la porcióntroncocaudaldel

tubo neural, habiendodemostradola Embriología Experimentalque

éstassonde carácterextrinseco.Esdecir,que la normalconformación

del tubo neural se debe a la influencia de las estructurasvecinas:

notocorday somitosprincipalmente.En la actualidadesadmitidopor

todoslos autoresquelos somitos,situadosa ambosladosdel tuboneural

estimulanel crecimientode sus paredes,en tanto que, la notocorda,

situadaventralmenteconrelaciónal tuboneuralinhibeel crecimientode

las mismas,aceptándose,por tanto, que del equilibrio entrela acción

negativa notocordal y la acción positiva de los somitos sobre el

crecimientode las paredesdel primitivo tuboneural,dependela típica

estructuraciónquedarálugar a la médulaespinal.
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Así pues, agentesteratógenosque modifiquenel equilibrio entre

fuerzasinductorasy fuerzasinhibidorasdel crecimientode la notocorda,

los somitosy el tuboneural,daránlugara malformacionesmáso menos

aparentes,consistentesen una alteraciónde la íntima estructuración

citoarquitectónicadel tronco del embrión.

LaTorsiónTruncalpornosotrosobservadacon¡nterferón-aifa-2h

podria serresultadode unaalteraciónde los norma]esmecanismosde

regulación de crecimiento a nivel truncal, bien sea lesionando la

normodiferenciaciónde la notocorda,o afectandopor una inhibición

directa o enlentecimiento de la división celular(detenciónde la síntesis

de proteinas, pasando a la faseGO del ciclo celular)el mesénquimade

los somitos.

Por último, y con respectoal Síndromede RegresiónCaudal

observadoen todoslos estadiosdel desarrollopor nosotrosestudiados

tras la administraciónde interf’erón-alfa-2b, sin que existieseuna

relacióncon la dosisadministrada,estamostotalmentede acuerdocon

JIMENEZ COLLADO,J., 1969, cuandoincluyea estetipo de malfor-

maciónen el grupocuyo mecanismoteratogénicoesel de la destrucción

de estructurasya formadas.Asipues,JIMENEZ COLLADO, J, 1969,

defiendela importanciadel incrementoanormaly atípicode procesos
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destructivoso degenerativosdeórganosnormalmentedesarrollados,ya

queobservaun aumentoen el procesode muertecelular que a su vez

condicionay daorigenadesestructuracióndeáreasnormaly previamen-

te establecidas.

Concluimos en que sea cual fuere el mecanismoteratogénico

productorde estetipo demalformacióndel poíocaudaldel embrion,es

obvioqueel interferón-aIfa-2b intervieneinhibiendoel desarrollode la

notocorda,aunqueno podemosatribuirle exclusivamentea estasustan-

cia todoslos efectossin antesdescartarla intervencióndeotros agentes

secundarioscomoel nutritivo, oxigenación,manipulación,etc., factores

todos que pueden agravar lesiones primitivas más o menos leves

producidasporel fármacoy acontinuaciónprovocarla degeneraciónde

aquellasestructurasyaformadasen la regióncaudaldel embrióndeave.

Por lo que respectaal mecanismoíntimo inductorde lasanomalias,

creemoscon otros autores,que el camino aberranteseguidopor los

diversosórganosy estructurasen desarrollopuededebersea cambios

bioquímicosenlosdiversosprincipiosinmediatoso sistemasenzimáticos.

Desviacionesen el metabolismosprotéico han sido descritaspor

múltiplesautoresquehan halladocambioscuantitativosy cualitativosen

175



Discusión

los espectrosprotéicoselectroforéticos,así PAOLETTI y cols., 1962,

encontróen el plasmade ratas tratadascon Azul Tripán una nueva

fracciónalfa-globulinay ademáscambioscuantitativosen los modelos

protéicos.

BECK, LLOYD y GRIFFITHS, 1967, defendieron esta teoria

teratogénicaapoyadaen una inhibición de los enzimas lisosómicos

intracelularespor el Azul Tripan lo cual alterariael normaldesarrollo

celular eutrófico.

BARBOSA AYUCAR,1969, estudióen embrionesdepoíío com-

prendidosentrelos estadios8 al 14 deH.H. la influenciade la síntesis

protéica sobre la morfogénesis,mediantela administracióna estos

embrionesde Puromicina,un potenteinhibidor de la síntesisprotéica

cuyomecanismodeacciónesperfectamenteconocidodesdelos estudios

realizadosporYARMOLINSKY y cols. ,1959,y MORRISy cols.,1961.

BARBOSA, 1969, comprobóla existenciaungradientede sensibi-

lidad de los diferentesesbozosembrionariosa la inhibiciónde la síntesis

protéicaprovocadapor la Puromicina,queera,enordendecreciente,la

siguiente:vesículasencefálicas,somitos,esbozomedulary notocorda.
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Dentrodelosestadiosdedesarrolloenqueserealizala organogénesis,

la accióndirecta sobrelos órganosy estructurasen crecimientoseria

fatal para su futura realización,ya que las alteracionesafectana los

materialesprotéicosque seestánmovilizandoparala construccióndel

armazónde los diversosórganos.Las célulasembrionariassintetizan

proteinasespecíficasy estructurales,necesariaspara el mantenimiento

de la integridaddelos esbozosformados,asicomoparala diferenciación

de los mismos.

La accióndirecta del teratógenoutilizado en nuestrotrabajo de

investigación, el interferón-alfa-2b,sobre los principios protéicos

estructuraleso específicoscomolos sistemasenzimáticos,traeriacomo

consecuenciainmediatala conformaciónanormalde un determinado

órganoo estructuraen desarrollo.

El presenteestudiode investigaciónha consistidoen un análisis

morfológicodelos tiposdemalformacionesproducidasporel interferún-

alfa-2b, asícomoun esfuerzopor intentarcomprenderlos mecanismos

íntimos que puedenestarimplicados en los procesosque conducena

tales anomalias, dejando este trabajo como base de partida para

ulterioresestudiosbioquímicos y ultraestructuralesque arrojen luz
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sobre sucesosintracelularesque inicialmenteocurren y de los que

nosotroshemostenidoconstanciaporlosresultadosquemorfológicamente

produjeronen el embriónde ave.
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Conclusiones

1 (>) El INTERFERON-ALFA-2B en nuestro estudio de inves-

tigación, base de Tesis Doctoral en embriones de ave, se ha

mostrado como agente teratógeno capaz de producir

embriotoxicidad y malformaciones, con especial incidencia

cuando es inyectado en los estadiostempranos 10 y 14 de H.H.

Por el contrario, no produjo aumentode la mortalidad en los

embriones tratados.

20) El INTERFERON-ALFA-2B ha presentadola siguiente

teratogenicidadsegún las dosis:

* A dosis de 5 mcl.(50 U.I.): produjo Microsomia en el

100% de los embriones tratados, malformaciones del polo

cefálico - Microftalmia -, Torsión Truncal y Síndrome de Regre-

sión Caudal en el 31.2% en los estadios 10 y 14 de H.H.,

mientrasque en los estadios 18 y 22 de H.H. sólo se produjeron

3 en cada uno de ellos el 17.6% de éstas.

* A dosis de 10 mcl. (100 U.I.): causó Microsomia en el

100% de los embriones tratados, y 50% de embriones

malformados,-polocefálico y derivados mesodérmicos-, en los

estadios 10 y 14 de H.H., mientras que en el estadio 18 H.H. se

produjo el 23.5%, y en el estadio 22 I-l,H. el 17.6% de éstas.

* A dosis de 15 mcl.(150 U.I.): produjo Microsomia en el

100% de los embriones tratados, y 71.4% de embriones

malformadosen el estadio 10 H.H., el 60% en el estadio 14 de

en el estadio 18 de I-I.H. el 37.5%, y en el estadio 22 de
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H.H. el 31.2%, todas ellas caracterizadospor alteracionesdel

esbozoocular, Síndromede RegresiónCaudal y atipias vértebro-

raquídeas:bloques vertebralese hipermorfosis notocordal.

* A dosis de 20 mcl.(200 13.1.11: ObservamosMicrosomia en

el 100% de los embrionestratados. Los inyectadosen el estadio

10 de H.H. presentabanel 78.5% de malformaciones;similar

porcentaje,73.3% se encontró en los tratados en el estadio 14

de 11.11.; mientras que aquéllos que lo fueron en los estadios 18

y 22 de H.H. presentaronel 46.6% y 3 1.2% respectivamente.

30) Del estudio estadístico de los resultados por nosotros

obtenidos, podemos considerar que la teratogenicidaddel

INTERFERON-ALFA-2B en el embrión de ave no es típicamente

dosis-dependiente,ya que diferentes dosis condicionan y produ-

cen similar tipo de malformación. Por tanto, consideramosque

el interferón-alfa-2b actúa selectiva y específicamentesobre

mecanismosdiferenciadorestípicos y selectivos en los estadios

10 a 18 de H.H., fases morfogenéticasen las que los procesos

diferenciadores e inductores de la formación óptica presentan

una mayor actividad. Conjuntamente,y al observar con un alto

índice de frecuencia malformacionesdel sistema notocorda-

vertebral, que en estos estadios condicionan la regulación del

complejo axial, consideramosque la capacidad e índice

teratogénico del interferón-alfa-2b puede estar en directa depen-

denciadel estadio y fase del desarrolloen el que se inyectó, esto

es entraria en el grupo de sustanciasórgano o crono-dependien-

tes.
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