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JUSTIFICACION



Justificacion

Hoy dia, el desarrollo espectacular de la Biologia Molecular,
Ingenieria Genética, ¢ Inmunologia Clinica, han condicionado la apari-
cién de unos nuevos conocimientos y fdrmacos en la Terapéutica Médica
Oncolégica, que probablemente no sean mds que el principio del

tratamiento definitivo del Cdncer : La Immunoterapia.

En los tdltimos 40 afios (1950-1990) de la historia de la quimiote-
rapia contra el cdncer, se han evaldado en torno a los 500.000 productos
quimicos con eventual efecto antitumoral, de los cuales, tan sélo unos 40
fueron incorporados integramente a la terapéutica médica, y en los
Ultimos ahos se ha estancado el progreso de la quimioterapia contra el

cancer.

Por el contrario, en la ditima década (1980-1990) hemos asistido al
desarrollo de una nueva forma de tratar el cdncer: los Modificadores de
la Respuesta Bioldgica, término introducido por OLDHAM en 1982,
para denominar a todos los agentes con capacidad para alterar la
respucsta bioldgica en la interaccién Huésped - Tumor, con especial

accion del sistema immune del individuo.

Ante esta situacion, los médicos, quienes en la prdctica diaria
tratamos y vivimos fa angustia del paciente canceroso, debemos estar en
la vanguardia de estos nuevos medicamentos para ofrecérselos y tratar
de curar a nuestros pacientes, pero sin caer en la "presucién de
inocencia” de todos los nuevos fdrmacos que en el mercado aparezcan,
va que algunos por la rapidez de su introduccion en [a Clinica Humana,
adolecen de la investigacion bdsica suficiente, sin conocerse bien todos
los posibles efectos adversos que, al alterar el sistema immune, pueden

producir.



Justificacion

El espiritu del Juramento Hipocrdtico " Primum non nocere ", hace
del Médico la persona iddnea para contrastar los beneficios y los
potenciales riesgos que estos nuevos medicamentos pueden conlievar

para ¢l paciente,

En la literatura mundial revisada acerca del interferén-alfa-2b,
existen incontables estudios Clinicos de tratamiento en numerosos tipos
de tumores, en algunos de los cuales ha resultado ser muy efectivo, como

sucede en la Tricoleucemia.

La existencia de una revista internacional monografica titulada “
Journal of Interferon Research " publicada desde 1981 en Estados
Unidos, daidea del enorme esfuerzo que investigadores de todo el mundo
han realizado por depurar y estudiar las posibilidades terapéuticas de

este fAdrmaco.

Actualmente, en el Servicio de Urologia del Hospital Virgen de las
Nieves de Granada, del que soy miembro como Adjunto, estamos
realizando un estudio para valorar los beneficios del tratamiento con

interferén-alfa-2b en ¢l Carcinoma Renal Metastdsico.

Motivados por el uso en nuestro Hospital de este producto,
profundizamos en su estudio, no sélo de sus cualidades y beneficios para
tratar el cdncer, sino tambien de sus efectos adversos y toxicidad. Nos
llamd poderosamente la atencidn la ausencia de informacidn acerca de
su uso en el embarazo humano, existiendo tan sélo y de forma
anecddtica, tres cartas editoriales publicadas en el Journal American of
Hematology por BAER, 1991, CRUMP, 1992, y PETIT, 1992, enla que
informan de 3 casos de madres gestantes en tratamiento con interferon

alfa por padecer una leucemia linfoide crénica, las dos primeras, y por
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una trombocitemia esencial la tercera, cuyos embarazos llegaron a

término, siendo normales los recién nacidos.

En el Prospecto normalizado emitido por los laboratorios que
comercializan el interferon alfa-2b (SHERING-PLOUGH, S.A.), se
publica que: " el interferon-alfa puede ser usado en la mujer gestante
siempre que los beneficios para ésta superen 1os riesgos que puede tener
para el feto" |, a lo que nosotros preguntamos: ; Qué tipo de riesgos? ¢
Son acaso malformaciones mayores o0 menores? ; Afectan a un periodo
especial del embarazo? ; Afecta al desarrollo de algtin érgano o tejido

en concreto?

Revisada la Bibliografia, y los archivos de los laboratorios que lo

comercializan, no encontramos respuesta a tales cuestiones.

Llegados a este punto, nos plantcamos el problema de investigar,
por nosotros mismos, los posibles efectos teratégenos que el interferon-
alfa-2b puede ocasionar. Y pues que la experimentacién embrionaria
humana queda, por principios, fuera de nuestra intencion, decidimos
seguir un via paralela: la Embriologia Experimental Comparada, en la
que la extrapolacidn de resultados, estarta en dependencia de la
especifica estructuracién placentaria-principal via de aceptacién en la
equiparidad teratoldgica- si bien, no puede usarse como concepto
definitorio, si al menos, nos sirve como indicativo potencial del factor de
agresion y por tanto, de la capacidad lesional de formaciones en vias de
desarrollo. En este sentido CAJAL afirmaba: "Es frecuente la imposi-
bilidad de esclarecer la estructura y funcidon de un 6rgano porque
atacamos el problema por su lado mds dificil, pretendiendo resolverlo
en el hombre o verlebrados superiores, en los que muestra gran

complejidad, y no por medio de embriones, donde alcanza su mdxima
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sencillez".

Por lo expuesto, y por el elevado nimero de sujetos de experimen-
tacion necesarios, elegimos el embridén de ave, por ser de entre los
vertebrados, el que presenta una mayor asequibilidad, fiabilidad en sus

resultados y una manipulacién relativamente mds simple.

Por dltimo, y como final de justificacidén de esta Tesis Doctoral,
fuera conveniente recordar las palabras de MIGUEL DE UNAMUNOQ,
pues segun €1, no esperemos la llegada del genio que sirve de poco 0 no
sirve nada, si no es nucleo en torno del cual se agrupan los cien hombres
de mediano talento, pero honrados y tenaces; estos hombres pueden a
menudo equivocarse, bien en los datos obtenidos por la observacion y
experimentacién, bien en la interpretacidon de los mismos, entonces
deben reconocerlo pero no abandonar, pues el que no intenta no yerra,

pero tampoco acierta.
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REVISION HISTORICA DEL INTERFERON



Introduccidn

El interferén es una sustancia existente en todos los organismos
vivos, cuyo descubrimiento hace ahora 35 anos, se produjo gracias a la
capacidad de observacidn de dos investigadores: ISAACS y LINDEN-
MANN, quienes en 1957, estudiando el fendomeno de la interferencia
viral, encontraron una sustancia nueva, que interferia la replicacién
viral, cuyo estudio y desarrollo ha supuesto una nueva modalidad de

tratamiento del Cdncer en Medicina.

ISAACS y LINDENMANN, 1957, investigaron durante afios ¢l
fenémeno de la interferencia viral en células de embrién de pollo,
exponiendo un cultivode dichas células al virus INFLUENZA inactivado
con calor; estos autores observaron que las células secretaban al medio
de cultivo una sustancia o factor que interferia la replicacién viral
intracelular, a esta sustancia, hasta entonces desconocida, la denomina-

ron Interferon.

[.a capacidad de esta sustancia de "interferir" la replicacion viral
intracelular, y por tanto, la infeccién viral en un organismo, despertd la
imaginaciéon de los cientificos de la década de los 50, quienes la
consideraron como el farmaco con mayor futuro en la terapéutica médica

de cuantos se conocian.

A finales de ta década de los 50 , e inicio de los 60, los
investigadores se encontraron con la dificultad de obtener interferén
humano en cantidad significativa de cualquier secreccién o tejido

corporal.
Esta inaccesibilidad al producto real en dosis suficiente, hizo que

que se le atribuyeran, de forma especulativa, propiedades y cualidades

terapéuticas "magnificas”, con poco riesgo de ser comprobadas y por
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tanto rebatidas.

CANTELL, 1961, descubrié que las suspensiones de leucocitos
humanos estimulados, eran capaces de producir y secretar al medio unas
cantidades de interferén 10 veces superiores a las conseguidas en

suspensiones de otras células humanas de distinta estirpe.

CANTELL, 1961, desarrollé un método para la obtencién y
purificacién de interferé6n humano. Este autor estimulé leucocitos
humanos de sangre periferica con virus SENDAI, los cuales secretaban
interferdn al medio de cultivo, y posteriormente, mediante precipitacion
con 4cido de tiocinato potdsico, el interferén era parcialmente aislado y

purificado.

Elinterferén obtenido por el método de CANTELL era puro en un
1%, precisaba mucho tiempo, y las cantidades obtenidas eran muy

pequenas, por lo que resultaba muy costoso.

A pesar de estas dificultades, la investigacion bdsica y preclinica
continué durante la década de los 60, estudiando no sélo sus propiedades
como fdrmaco anti-viral en las enfermedades infecciosas, sino descu-
briendo nuevas propiedades como agente antiproliferativo , y por tanto

util en el tratamiento contra el Cadncer.

GRESSER, 1970, observé que los cdnceres inducidos por virus en
ratas, podian ser prevenidos o retrasados en su evolucidn, cuando se le

administraba interferén al animal.

Muitiples estudios con resultados similares en animales, conduje-

ron a STRANDER, 1971, a realizar en Suecia el primer estudio clinico
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en el hombre para evaluar el efecto antitumoral del interferén humano.

STRANDER, 1971, utilizé el interferén humano obtenido por el
método de CANTELL, en pacientes diagnosticados de osteosarcoma
avanzado; los resultados que comunicé mostraban que el interferén,
aparentemente, aumentaba la supervivencia de aquellos pacientes a los

que se¢ le administrd.

Durante la década de los 70, y sobre todo a partir de 1978 con el
apoyo econémico de la Sociedad Americana Contra el Cdncer, se
realizaron numerosos ensayos preclinicos y clinicos para evaluar el uso

terapéutico del interferén humano contra el Cédncer.

Sin embargo, los resultados eran de dificil interpretacién, y no era
posible establecer conclusiones definitivas acerca de las acciones del
interferon, ya que los estudios no eran prospectivos y controlados, el
numero de pacientes era muy pequefo, y generalmente eran enfermos
con muy mal prondstico, muchos en fase terminal, en los habian fallado

otras formas de tratamiento anti-tumoral.

Ademds, el interferén utilizado era obtenido por el método
CANTELL, por lo que las dosis administradas eran pequenas y el grado
de pureza muy bajo, con lo que parecia improbable conseguir dosis

eficaces para el tratamiento del Cdncer.

RUBINSTEIN y Cols, 1978, obtuvieron interferén leucocitario
humano homogénco, consiguiendo su purificacion por un nuevo método,

el proceso de cromatografia liquida de alta resolucién.

RUBINSTEIN, 1979, logré aislar, purificar y analizar la estructura

10
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proteica del interferdn alfa y gamma, no obstante se encontré con un
nuevo problema: la existencia de miiltiples subtipos de interferén alfa,
de estructura proteica similar pero no idéntica, y que presentaban
distinta potencia en su actividad bioldgica antiviral. Distintas hipétesis
trataron, sin éxito, de explicar estos hallazgos, que aumentaban la
complejidad del ya denominado por STEWART en 1979, "El Sistema

Interferon".

STEWART, 1979, en su libro " The Interferén System ", definid

"

a los interferones como " una familia heterogénea de proteinas con
actividad antiviral inespecifica, asi como con actividades antiproliferati-
vas e inmunorreguladoras, que se producen en ¢l organismo como
respuesta a una infeccion viral, o frente a inductores sintéticos o

biolégicos " .

STEWART, 1980, establecié también la nomenclatura de los
distintos tipos de interferén existentes en la actualidad. Hizo una
clasificacion basada en la antigenicidad y secuencia de aminoacidos de
cadainterferdn, que es vdlida hoy dia, a saber: Interferén-alfa, Interferon-

beta, e Interferon-gamma.

LLegados a este punto de la revisién histérica del Interferdn, nos
centraremos en el desarrollo de la investigacion del interferon-alfa, por

ser €ste el producto objeto de nuestro estudio.

Desde su descubrimiento en 1957, el primer paso importante en la
investigacion del interferén, lo dieron NAGATA y Cols, 1980, y
GOEDDEL y Cols, 1980, ambos grupos de investigadores descubrieron
de forma simultdnea ¢ independiente, la familia de genes que codificaban

el interferon-alfa leucocitario humano.

I1
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Este hallazgo permitié explicar la existencia de los distintos
subtipos de interferén-alfa descritos por RUBINSTEIN, 1979, ya que
segiin qué genes de esa familia génetica se expresaran, se obtendrian

distintas moleculas (subtipos) de interferon-alfa.

El conocimiento de los genes que codificaban el interferén-alfa
leucocitario humano, junto con el desarrollo contempordneo de la
ingenieria genética y la tecnologia DNA-recombinante, permitieron a
GOEDDEL y Cols. llevar a cabo en 1980, un interesante experimento
que revolucionaria la obtencién, comercializacidn y aplicaciones clinicas

del interferdn-alfa.

GOEDDEL y Cols, 1980, insertaron un pldsmido conlos genes que
codificaban el interferén-alfa leucocitario humano, en la bacteria
ESCHERICHIA COLI, la cual sintetizé y produjé en grandes cantida-

des interferén-alfa de alto grado de pureza (superior al 99%).

GOEDDEL, 1980, demostrd que este interferén-alfa, producido
por la bacteria E.COLI, era biolégicamente activo en el ser humano. A
partir de este momento se pudo disponer del suficiente interferén-alfa
puro, como para realizar estudios preclinicos y clinicos que valorasen

la auténtica capacidad y potencia bioldgica de este producto.

El interferén-alfa natural se produce por la estimulacion viral o
bacteriana de los leucocitos, y es el que agrupa un mayor nimero de
especies diferentes, HOROHOV, D.W., 1987. Hoy dia, se conocen unos
30 subtipos diferentes de interferén-alfa, siendo el subtipo 2 el de mayor

importacia bioldgica.
Las siglas "nl" y "2a, 2b" afadidas al interferén-alfa hacen

12
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referencia al tipo de método utilizado para su obtencidn, asi el interfe-
ron-alfa-nl se obtiene al estimular una linea celular linfoblastoide "in
vitro”, la cual produce una combinacién de subtipos de interferon-alfa
que luego se purifican por cromatografia (comercializado por Wellco-

me).

Cuando se obtiene utilizando la tecnologia molecular recombinante,
que permite la insercién de secuencias de DNA humano codificadoras
delinterferén-alfa, mediante un pldsmido, en labacteria ESCHERICHIA
COLI, se denomina interferon-alfa-2a (comercializado por Roche) o
interferén-alfa-2b {(comercializado por Shering), siendo este dltimo el

utilizado por nosotros .

13
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FARMACOLOGIA DEL INTERFERON ALFA-2b

14
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El interferén-alfa-2b es una proteina compuesta por 165
aminodcidos, y con un peso molecular de 19.300 daltons, STREULI,
M., 1980.

El gen que codifica este interferén-alfa-2b humano fue descrito por
STREULI, NAGATA y WEISSMAN, en 1980, en el Instituto de
Biologia Molecular de Zurich, Suiza. Este gen fue aislado de leucocitos
estimulados por virus, usando una técnica de transcripcién reversa
(RNA - DNA). Una vez obtenido el gen, se introduce en un pldsmido,
que se inyecta en una bacteria;: ESCHERICHIA COLI . Posteriormente
se cultivan las bacterias hasta que cada una de ellas forma un Clon, es
decir, una colonia de células idénticas, las cuales produciran el interfe-

rén como si fuese una proteina de su propia constitucién.

GREEN y KIRKWOOD, 1985, en una monografia sobre el
interferdn-alfa-2b, informaron acerca de los estudios farmacolégicos
realizados en animales, en los que s¢ sugiere que el interferén-alfa-2b
seria metabolizado o degradado principalmente en el riidn. El aclara-
miento en sangre tras su administracién intravenosa €s rdpido, y puesto
que la excrecién de interferdn en orina es muy baja, la mayor parte del
producto (90 %) debe ser reabsorbido en los tubulos de la nefrona renal.
Se ha postulado que el catabolismo del interferén-alfa-2b se produce en
los lisosomas y en los cilios del borde en cepillo del epitelio tubular renal,
GREEN, M., 1985.

FARMACOCINETICA

En 1987, RADWANSKI y Cols, estudiaron la famacocinética del

interferén-alfa-2b; realizaron un ensayo clinico randomizado en 12

15
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voluntarios sanos en quienes se administré el interferén-alfa-2b a dosis
de 10 millones U.I. porlas 3 vias: intravenosa (i.v.), intramuscular (i.m.)
y subcutdnea (s.c.); los resultados obtenidos fueron los siguientes:

1.- El interferén-alfa-2b fue absorbido por completo tanto por via

i.m. como por vias.c., siendo su biodisponibilidad superior al 80%

2.- Las concentraciones plasmaticas mdximas fueron de 188 U.I./ml.
por via i.v., 47.6 U.l./ml. por la via i.m. a las 6 horas, y de 55.3

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

3.-El tiempo transcurrido desde la administracion hasta alcanzar la
concentracién plasmdtica maxima fue de 0.5 horas para la viai.v.,

6.7 horas para la via i.m., y de 7.8 horas para la via s.c.

4.- El drea bajo [a curva de concentracién plasmdtica / Tiempo, fue de
208 U.L/hora/ml. para la viai.v., de 518.7 U.I./hora/ml. para la
via i.m., y de 627.7 U.L./hora/ml. para la via s.c.

5.- Elhecho de que la biodisponibilidad absoluta por vial.m. 0s.c. sea
superior ala viai.v., ha sido atribuido a la diferencia de captacién

tisular que se produce segun la via utilizada.

6.- La semivida de distribucidn tras la infusién i.v. es de 0.1 horas. No
se aprecia acumulacién de interferdén-alfa-2b en ningiin 6rgano en
particular, si bien, la cavidad peritoneal puede actuar como
reservorio, permitiendo el mantener niveles plasmadticos terapéuti-

cos durante, al menos, 5 dias.

7.-Lasemivida deeliminaciénesde 1.7 horaspor viai.v., de2.2 horas

16
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por vii.m., y de 2.9 horas por via s.c.

MECANISMOS DE ACCION

HOUGLUM, J.E., en 1983, estudi6 el mecanismo de accion del
interferdn-alfa, atribuyéndole un efecto directo sobre el metabolismo
celular, asi como otros efectos indirectos a través de la estimulacién del

sistema inmune del individuo.,

Para conseguir el efecto directo celular es preciso que la molecula
de interferdn-alfa se una a receptores especificos de la membrana
celular. Esta unién provoca una serie de reacciones intracelulares, como
es la activacion de 2 enzimas: una Protein-Kinasa, y una Nucledtido-

Polimerasa (llamada 2'S'A Polimerasa).

La enzima Protein-Kinasa activada, a su vez, inactiva el Factor de
Iniciacion de ia cadena protéica, necesario para la sintesis protéica
inducida por los virus para su multiplicacién ; por este mecanismo el
interferon-alfa inhibe la replicacién viral intracelular, HOUGLUM,
J.E., 1983.

Por otro lado, la enzima Nucleétido-Polimerasa (2'5' A Polimerasa)
activada, a su vez activa una Endoribonucleasa que rompe y divide el
RNA viral y el RNA mensajero de la propia célula. La transcripcién y
replicacion de los virus RNA y DNA, es de esta forma inhibida,
HOUGLUM, LE., 1983.

La ruptura del RNA mensajero celular por la Endoribonucleasa

activada, tiene como consecuencia la inhibicién de la sintesis de
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proteinas necesarias para la propia célula, por lo que se afectard el ritmo

de crecimiento y/o divisién celular.

BORDEN y BALL, en 1981 analizaron las propiedades y efectos
biolégicos del interferén-alfa, por los cuales desarrolla su actividad
antitumoral, de un modo totalmente diferente a los demds agentes

citotdxicos y quimioterdpicos conocidos.

BORDEN y BALL, 1981, concluyeron que el interferén-alfa
gjercia su accidn antitumoral por uno o mds de los siguientes mecanis-

mos:

1.- EFECTO ANTIPROLIFERATIVOQ, esto es, inhibicién directa de

la divisién de la célula tumoral.

El interferdén-alfa inhibe la divisién tanto de las células normales
como de las tumorales, actuando en todos los estadios del ciclo celular
(GO, G1, G2, G3). Durante el periodo postmitético (G1), el interferén-
alfa inhibe o reduce la sintesis de RNA y otras proteinas esenciales para
la sintesis de DNA, con lo que la célula queda en fase GO o enlentece el
ritmo del ciclo celular. Este efecto se inicia al unirse el interferon-alfa
a los receptores de membrana celular, y es reversible si el interferén-alfa
es retirade. Dicho efecto ha sido demostrado "in vitro” ¢ "in vivo" por
EVINGER y Cols., 1981, y TROTTA, 1985.

TROTTA, 1985, comprobé como el interferdn- alfa-2b inhibia el
crecimiento de lineas celulares de tumores sélidos humanos (cultivos de
xenoinjertos de ostepsarcoma, adenocarcinoma renal y carcinoma

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

El Oncogen, existente en todas las ¢élulas humanas, es una seccién
especifica de DNA, que cuando se expresa adecuadamente, regula la
proliferacién celular durante el desarrollo y crecimiento normales,
BISHOP, J.M., 1985.

La alteracién en la expresion de los oncogenes, sobre todo por
exceso, se cree, estaria implicada en la transformacién neopldsica de fa
célula huésped, BISHOP, .M., 1985.

CLEMENS, en 1985 estudié la relacién existente entre ¢l interferén-
alfa y los oncogenes; este autor comunicé que el interferén muestra un
efecto supresor de la expresion de los oncogenes, resultando de ello una

inhibicién de la proliferacion celular.

Actualmente se investigan otras vias de actuacion del interferén-
alfa como inhibidor de la expresién de otros genes esenciales, como

aquéllos que codifican las mitocondrias de [a propia célula, SHAN y
Cols, 1990.

3.- EFECTO IMMUNO-MODULADOR.

HERBERMAN y Cols, 1979, SILVA y Cols, 1980, HOUGLUM,
1983, PETERS y Cols, 1986, han demostrado en numerosos estudios
que ¢l interferon-alfa posee una fuerte actividad inductora de la
capacidad citotéxica de las células asesinas o "Natural Killer". Simultd-
neamente el interferon-alfa incrementa la actividad fagocitica de los
macréfagos, aumenta la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos,

y estimula la sintesis de immunoglobulinas de los linfocitos B.
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Por otro lado, el interferén-alfa incrementa la expresién antigénica
de la membrana de la célula tumoral, (antigenos HLA y antigenos
tumorales de superficie) haciendo que el tumor sea mejor reconocido por
el sistema de defensa immunitario anteriormente citado, OLDHAM vy
SMALLEY, 1983,

4.- EFECTO SOBRE EL FENOTIPO CELULAR.

El interferon-alfa puede inducir la reversion del fenotipo maligno
de la célula tumoral. Esto fué demostrado por HICKS, MORRIS y
BURKE en 1981, y por TUREK y Cols. en 1982. Estos autores piensan
que la reversién fenotipica de las células tumorales conseguida por el
interferén "in vitro" puede estar asociada con el reestablecimiento
parcial de los mecanismos de control del crecimiento desaparecidos en

las células cancerosas.

En conclusion, el efecto antitumoral del interferdn-alfa se debe a su
accion citostdtica y citotdxica directa sobre la célula tumoral, combinada

con un aumento de la actividad del sistema immunitario, inducido por
él, TROTTA, 1985.

ACTIVIDAD CLINICA E INDICACIONES

La actividad antiviral del interferén-alfa, hace de €l un agente util
en el tratamiento de las infecciones virales, sin embargo, dado su alto
coste econdmico, ha sido su actividad antitumoral e immunomoduladora

la que ha polarizado el uso clinico del interferén-alfa.
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El interferén-alfa ha sido aceptado por la "Food and Drug
Administration” (FD.A.) de Norte-América para el tratamiento de la
leucemia de células pilosas o Tricoleucemia, a dosis de 3 millones de
U.1., administrados por via intramuscular o subcutdnea, diariamente
durante 16 a 24 semanas, seguido de una dosis de mantenimiento tres
veces por semana, QUESADA y Cols, 1984 y 1986.

En el resto de tumores sélidos, la dosis y régimen terapéutico
6ptimo del interferon-alfa no estdn definitivamente establecidos, habién-
dose realizado diversos ensayos clinicos aleatorios y prospectivos para
valorar la respuesta de los tumores en funcién de la dosis y frecuencia
de administraciéon, LEGHA, 1986, NEIDHART, 1986, QUESADA y
Cols., 1985, KROWN, 1987.

En los tumores sélidos humanos, es vdlida la conclusién de
CORTES-FUNES, 1990, quién afirma lo siguiente: "De los diferentes
estudios publicados se puede deducir que la mayor tasa de respuestas con
una toxicidad moderada se ha obtenido con la utilizacidén de dosis
intermedias de interferdn-alfa: 18 - 20 millonesde U.1./ metro cuadrado
de superficie corporal del paciente", esto supondria una dosis aproxi-
mada de 36 -40 millones de U.I. en un adulto de constitucion fenotipica

normal.

Basdndonos en el indice de respuestas conseguidas (ras el trata-
miento con interferén-aifa, podemos establecer una clasificacién de los
tumores humanos en los que estaria indicado y en los que no, aunque los
protocolos clinicos en estudio estén aiin sin conclusiones definitivas
respecto a la dosis, via de administracién, duracion del tratamiento,

criterios de respuesta clinica, etc.
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Los Tumores en los que el interferén-alfa muestra una actividad
clinica significativa, con un indice de respuestas superior al 30% son los
siguientes:

- Tricoleucemia o Leucemia de células pilosas.

- Leucémia mieldgena crénica.

- Linfoma no Hodgkin de bajo grado.

- Linfoma cutdneo de células T.

- Trombocitemia esencial.

- Sarcoma de Kaposi (asociado a SIDA).

- Tumor Carcinoide.

- Tumores vesicales superficiales (Terapia local).
- Micosis Fungoide.

El interferén-alfa ha demostrado tener una actividad clinica
menor, con una tasa de respuestas entre el 10% y e130% en los siguientes

tumores:

- Mieloma Muiltiple.

- Leucemia linfocitica crénica.
- Melanoma.

- Carcinoma Renal.

- Carcinoma de QOvario.

Por ddltimo, existen otros tumores en los que se ha probado el
tratamiento con interferén-alfa sin obtener una respuesta que justifique
su indicacion (Tasa de respuestas inferior al 10%), asi sucedid en los

cdnceres de mama, colon, pulmén, y préstata.
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EFECTOS SECUNDARIOS Y TOXICIDAD CLINICA.,

La mayoria de los pacientes tratados con interferén-alfa experi-
mentan, al inicio del mismo, uno o mds de los siguientes signos y
sfntomas: escalofrios, fiebre, fatiga, mialgias y artralgias, cefalea,
sudoracion, lo cual recuerda el cuadro de un resfriado o gripe. Estos
efectos secundarios agudos suelen aparecer de 2 a 4 horas después de la
administracién, y son completamente reversibles, si bien se pueden
tratar de un modo efectivo con paracetamol, LINDER-CICCOLUNGH]I,
1985, RADWANSKI y Cols, 1987, RAMS PLA y Cols, 1990.

Los efectos secundarios publicados con mayor frecuencia en los
pacientes que reciben un tratamiento prolongado, han sido fatiga (un
80% de los pacientes), anorexia (un 65 %), nduseas y vémitos (un 45 %),
diarrea (un 35%) y en un 18 % los enfermos sufrieron pérdida de peso.

Otros efectos secundarios menos frecuentes fueron los vértigos (en
un 20% de los pacientes), mareos (un 12%), confusién (un 8%), y
depresién (un 5%), aunque también se han publicado casos de aparicién
de parestesias y entumecimientos por neuropatia periférica, trastornos .
del sentido del gusto, impotencia transitoria, y alteraciones dermdtolégicas

como rash, prurito o alopecia, .

Si bien no se han identificado efectos cardiotéxicos directos, si
puede presentarse hipotensién arterial (en el 5 % de los casos), taquicardia,
y cianosis periferica (en un 1%), siendo estos efectos cardiovasculares
mas frecuentes en ancianos, JONES e ITRI, 1986, SPIEGEL, 1987,
FAUCI y Cols, 1987.

SPIEGEL, 1987, comunicé que muchos de los efectos adversos
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observados eran dosis-dependientes.

JONES e ITRI, en 1986 demostraron que la incidencia de los
trastornos nerviosos centrales y periféricos, asi como las alteraciones
del aparato digestivo y cardiovascular, aumentaban de manera propor-

cional al volumen de la dosis de interferén-alfa administrada.

Las alteraciones analiticas que se han observado en los pacientes
sometidos a tratamiento con interferén-alfa, han sido leucopenia,
anemia, trombopenia, elevacién de las transaminasas y de la bilirrubina,
que regresaron a la normalidad rdpidamente tras disminuir la dosis o
retirar el interferén-alfa, JONES e ITRI, 1986.

Respecto al uso del interferén-alfa en el embarazo, no existe
suficiente informacién en la literatura revisada, no obstante, dadas sus
actividades antiproliferativas anteriormente descritas, debe considerar-
se la posibilidad de que dane al embrién o al feto humano. En estudios
realizados en primates de la especie Macaca (Macacus Rhesus) se ha
comprobado que el interferén-alfa produjo un aborto al principio de la
gestacion e irregularidades transitorias en los ciclos menstruales,
cuando se administraba a razén de 20 a 500 veces la dosis utilizada en
el hombre, HOFFMAN, 1986.

BAER, 1991, en una carta editorial publicada en la revista
"American Journal of Hematology", en Mayo de 1991, informé escue-
tamente acerca de una paciente embarazada diagnosticada de leucemia
mieloide crénica, en tratamiento con interferén-alfa, que consiguid
flevar a término su gestacion, no detectdndose malformaciones en el

recién nacido.
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CRUMP y Cols., 1992, comunicaron mediante otra carta editorial
en la misma revista otro caso similar de tratamiento con interferén-alfa
en gestante diagnosticada de leucemia mieloide crénica. El embarazo

llegd a término sin senalar malformaciones en el neonato.

PETIT y Cols., 1992, informaron de otro caso de embarazo a
término normal, en una paciente que estaba en tratamiento de una

trombocitemia esencial con interferén-alfa-2b.

A pesar de estos casos clinicos, existe un vacio de investigacién
sobre los potenciales efectos que el interferén-alfa puede tener en
organismos en desarrollo y crecimiento, como lo es el embrién humano,
por lo que los Laboratorios que lo comercializan (Shering-Plough S.A .,
y Roche,S.A.), aconsejan en el prospecto normalizado del producto,
evitar su uso en la mujer gestante, y profundizar en la investigacion sobre

sus posibles efectos teratégenos.
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TERATOGENESIS EXPERIMENTAL CON
AGENTES ANTIPROLIFERATIVOS
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Es a finales de siglo XIX cuando la Embriologia Experimental
empieza a considerarse como una Ciencia propia, LAIN ENTRALGO,
1963. El progreso de las técnicas en este siglo, aportan nuevos métodos
de estudio para la investigacién. Es notable como el andlisis causal de
los fenémenos en el desarrollo, basados en la experimentacién, dan lugar

a un conocimiento mds preciso de los hechos naturales.

La gran mayoria de los estudios realizados en el campo de la
Embriologia, han sido realizados interrumpiendo el desarrollo del
embridn, con lo que esta interrupcién sélo permite observar lo que
ocurrié en ese momento. Pues bien, LLa Embriclogia Experimental abre
nuevos horizontes, y nos va a permitir el poner en tela de juicio y de sana
critica, una serie de fendmenos que eran considerados como dogmadti-
C0s, y que no son tales. En este sentido, es la Teratogénesis Experimen-
tal, campo extremadamente interesante, donde deseamos completar y

perfeccionar nuestros conocimientos actuales.

Los fundadores de la Teratologia Experimental, SAINT-HILAIRE,
1820, DARESTE, 1855, GERLACH Y KOCH, 1884, establecicrondos
principios bdsicos, completamente vdlidos en la teratogénesis experi-

mental actual:

1.- Un mismo agente teratégeno puede producir diversas anomalias
del desarrollo dependiendo del momento de su actuacién.

2.- Las mds profundas alteraciones de la organogénesis tienen lugar
cuando el agente teratégeno actia en el estadio en que se determinan
los territorios prospectivos y campos morfogenéticos de los dife-
rentes drganos, es decir, durante Ia topogénesis embrionaria y al

comienzo del periodo organogenético que la sigue.
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Sin embargo, los distintos resultados obtenidos en la teratogénesis
experimental con el mismo agente, por ejemplo la talidomida, en
embriones de ratas, PLIES y KETELS-HARKER, 1962, ratones,
GIROUD y Cols. 1962, conejos, SELLER, 1962, CHRISTIE, 1962, y
en el polio, KEMPER, 1962, YANG, 1963, RUANO, 1964, a pesarde
que estuvieran en un estadio similar del desarrollo, llevé a [a deduccidn
de que, ademds de los principios enunciados, debia existir un factor de

especie.

Efectivamente, IMENEZ COLLADO, en 1966, establecié los
Factores de la Teratogénesis Experimental, que son aquellos que
condicionan la respuesta ante un agente teratégeno que se administra a

la totalidad del embrion, a saber:

1.- El estadio 0 momento del desarrollo en que se anade o actda el

agente.
II.- La sensibilidad especifica de cada especie a este agente.

Con estas premisas y de acuerdo con JIMENEZ COLLLADO, 1966,
cuando afirma " La accidén de los agentes teratdgenos capaces de
provocar o inducir anomalias mds o menos especificas es dificil de
estudiar, porque sélo pueden ser puestas en evidencia por la experimen-
tacién ", a continuacion centraremos nuestra exposicién en los trabajos
experimentales mds representativos {levados a cabo con agentes
antiproliferativos, por ser éste el principal efecto biolégico del farmaco

objeto de nuestro estudio: el interferdn-alfa-2b.

Tras una exhausta bisqueda bibliogrdfica, hemos encontrado

pocos trabajos experimentales en animales, que estudien la capacidad
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teratogena del interferén. HOFFM AN, 1986, administrd altas dosis de
interferén-alfa-2b a una primate de la especie Macaca Rhesus, al
principio de la gestacidn, provocando una interrupcidn de la misma, sin

que comunicara la existencia de malformaciones en ¢l feto abortado.

KATO y Cols, 1990, estudiaron los efectos de otro tipo de
interferén: el interferén-gamma-recombinante murino en ratas gestantes,
administrando el producto entre los dias 6-15 de la gestacién. Con dosis
muy altas (20 millones U./Kg./dia), se produjeron abortos a los 13-17
dias del embarazo. A dosis menores (4 millones U./Kg./dia) los fetos
no mostraron malformaciones externas, pero tuvieron un aumento
significativo del peso del corazén, pulmén, higado, rifiones y bazo, por
un aumento de la hematopoyesis extramedular, y con un descenso en
sangre de las plaquetas y hematies (disminucion del hematocrito y

hemoglobina).

ROBERTS, 1991, estudid en el Departamento de Ciencias Anima-
les y Bioquimica de la Universidad de Missouri, USA, el papel de los
interferones en el embarazo de algunos animales como la oveja. Observé
que el trofoblasto del embridn recién implantado produce grandes
cantidades, sélo por unos dias, de un interferén tipo 1, relaccionado
estructuralmente con la molécula del interferon-alfa, que podria tener
una accién anti-hiteolitica, manteniendo la produccidn de progesterona
por ¢l cuerpo liteo, lo que favorece la implantacién del huevo fecundado.
ROBERTS y Cols, 1992, han atribuido a este interferén enddgeno de los
animales mamiferos, un papel en el reconocimiento inmunitario del

embarazo por parte de la madre.

Dada la ausencia de estudios de teratogénesis experimental en

amplias series de animales con interferon-alfa-2b, y por ser éste un
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agente ANTIPROLIFERATIVO CELULAR, revisaremos a continua-
cion algunos de los trabajos mds representativos de teratogenesis

experimental realizados con otros firmacos Antiproliferativos.

ADAMNS, en 1949, analizé y estudié experimentalmente la
capacidad teratégena del Tiouracilo y la Tiourea en diferentes estadios
del embrién de pollo. Sus resultados mostraron que ambos farmacos
retrasaban la fecha de nacimiento, producian disminucién del peso del
embridn, y éstos presentaban un tiroides hipertréfico con alteracion de

los foliculos tiroideos.

KINGSBURY, en 1955, realizé un experimento similar en embrio-
nes de pollo en diferentes estadios, iniciando la administracién de
Tiourea a los 8-10 dias de incubacién, condosisde 2 a 10 mgrs. En todos
ellos se produjo un retraso del crecimiento de entre 3 a 10 dias, y la
mortalidad aumenté de forma proporcional a Ia dosis; entre los super-
vivientes observé malformaciones tales como hipertrofia del tiroides y
de la cortical adrenal, disminuctén del peso del higado y ovarios, asi
como un aumento del porcentaje de agua en todos los drganos del

embridn.

BOLLAG, en 1953, administré un conocido y potente agente
antitumoral alquilante, el Busulfdn, a ratas gestantes, obteniendo en su
descendencia un 90% de crias con malformaciones, entre las que destacd
como mds frecuentes la anencefalia, la espina bifida, microftalmias y

anoftalmias.

Estos mismos resultados y tipo de malformaciones fueron produ-
cidas en ratas, utilizando el Clorambucil, cuyo mecanismo de accién
teratdgeno seria similar al del Busulfan, MURPHY, 1960.
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La teratogénesis experimental de los agentes alquilantes en el
embridn de pollo fue bien estudiada por BLATTNER y Cols, quienes en
1958, administraron Mostazas Nitrogenadas y Trictilenmelamina a
embriones de pollo en estadios tempranos del desarrollo, encontrando
que provocaban las siguientes anomalias: retraso o diferenciacién
anormal del encéfalo, retraso en el desarrollo de la vesicula dptica, del
cristalino o de ambos, diferenciacién anormal de los miembros, anomalias

del esbozo auditivo, y un gran deterioro de la estructura de los somitos.

JURAND, 1959, inyecté la Trietilenmelamina a ratones durante el
embarazo, provocando un gran nimero de abortos, y en las crias nacidas

malformaciones oculares, del sistema nervioso y del esqueleto.

TUCHMANN-DUPLESIS y MERCIER-PAROT, 1960, inyectan-
do otro agente antitumoral alquilante, la Trietilenmelamina, a ratas
gestantes, observaron que era una sustancia mds bien abortiva que
teratégena, que producia un gran nimero de abortos, si bien en las crias
supervivientes aparecian malformaciones del sistema nervioso, de los
esbozos oculares y alteraciones del esqueleto, asi como una accién
inhibidora sobre la linea germinal; raramente se observaron malforma-

ciones viscerales y cardiacas.

MARVIN, 1962, provocé numerosas y variadas malformaciones en
el embrién de pollo tras la inyeccidon de distintos agentes alquilantes
como la Trietilenmelamina, la Ciclofosfamida, el Sulfato de Actinoboline,

la O-Fenilenediamina, y el Uniracil-D.

SALZBERGER, 1962, también demostré que las Mostazas

Nitrogenadas eran causantes de malformaciones en el embrién de pollo.
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En 1964, FERM consiguid producir malformaciones oculares en ¢l
embrién de hamster con Colchicina, Vimblastina y Vincristina,

demostranto la actividad antimitotica de las tres sustancias.

TUCHMANN-DUPLESIS y MERCIER-PAROT, 1966, estudia-
ron la capacidad teratdgena de otras sustancias alquilantes como el
Natuldn, el cual inyectado en ratas gestantes producia, a dosis pequeias,
un alto porcentaje de abortos y malformaciones oculares, y a dosis
mayores provocaba numerosas malformaciones en los miembros de los
embriones.

También analizaron el efecto de asociar distintos agentes teratdgenos,
fisicos y quimicos, asi administraron Actinomicina-D a ratas gestantes,
a la vez que las radiaron, produciendo graves malformaciones como
anoftalmia, microftalmia, anencefalia, espina bifida, alteraciones

cardiovasculares y esqueléticas.

BARBOSA AYUCAR, 1969, en su Tesis Doctoral estudid la accion
de la Puromicina sobre el desarrollo del embrién de pollo de estadios 8
al 14 de H.H.. Este autor intentd establecer las correlacciones entre la
sintesis protéica, inhibida por este firmaco, y la morfogénesis de los
diferentes esbozos embrionarios.

Los embriones inyectados con Puromicina, a dosis de 16 gammas,
presentaron un retraso o bloqueo de su desarrollo, asi como un conjunto
de alteraciones que se localizaron en el extremo cefilico (sobre todo
microcefalia, y mala diferenciacion de las vesiculas encefdlicas) y
somitos (disminucién de su tamano y nimero).

Las alteraciones de los derivados ectodérmicos encontradas por
BARBOSA, 1969, variaron en funcién del estadio y esbozo embrionario:
las lesiones de las vesiculas encefdlicas fueron muy intensas cuando la

Puromicina se inyectd en los estadios 8 y 9 de H.H., por el contrario,
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en los tratados a partir del estadio 10 de H.H., las lesiones fueron
minimas; En cambio, el esbozo medular presentd las mayores alteracio-
nes cuando los embriones fueron tratados a partir del estadio 10 de H.H.

Respecto a las alteraciones cordo-mesodérmicas del embridn, la
notocorda fue la que mayor resistencia present6 a la accion de la
Puromicina, y por tanto a la inhibicién de la sintesis protéica, persis-
tiendo incluso cuando el embrion se redujo a dos epitelios, el ecto y
endodermo, rellenos de detritus celulares. No obstante, se observé que
la notocorda en la mayoria de los casos perdia su posicién axil, y se
desplazaba del esbozo neural.

Los resultados obtenidos por BARBOSA, 1969, permiten deducir
que los embriones de pollo en estadfos 8 al 9 de H.H. son muy sensibles
a los fdrmacos que inhiben la sintesis protéica, y a partir del estadio 10
de H.H. las alteraciones producidas se reducen en intensidad y exten-
s16n, indicando una modificacién de la permeabilidad del ectodermo al
farmaco en cuestion, fendmeno observado con otras sustancias en el
embridn de pollo, WILT, 1965.

BARBOSA, 1969, establecid una escala de sensibilidad de los
diferentes esbozos del embridn de pollo a la inhibicion de la sintesis
protéica, que en orden decreciente, seria: vesiculas encefdlicas, somitos,
esbozo medular, y notocorda; los esbozos cardiacos no presentan
modificaciones, continuando su desarrollo; el ectodermo del que derivan
las placodas no requierc una sistesis protéica muy intensa para su
constitucidn a partir del estadio 8 de H.H. en el caso de la placoda ética,
y del estadio 10 de H.H. en el caso de la placoda dptica, formdndose

ambas a pesar de estar inhibida la misma.

MORALES ESPERT, 1969, realizé un trabajo experimental sobre

la patologia fetal en animales provocada con distintos quimioterdpicos
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antitumorales. En el hdmster dorado y en la rata winstar encontrd
profundas alteraciones en los embarazos tratados con estos agentes: La
Etilhidrazida del 4cido Podofilinico, un antimitético, administrada a las
ratas winstar desde el 6° al 16° dia de la gestacién, afecta severamente
a su fertilidad, llegando a término sélo un 44% de los embarazos,
mientras que el 25% abortan, y el 31% restante presentan crias muy
escasas. En el hdmster sélo el 10% de los embarazos llegan a término
normal, el 20% de embriones presentan retraso del desarrollo y
Microsomia, y el 70% abortaron.

Otro antimitético, la 2-amino-D-Glucopodo-filotoxina, produjo
resultados similares en la rata, y fué menos abortiva en el hdmster,

obteniéndose en éste un 60% de embarazos a término normales.

El Natuldn es un derivado de ta Metil-hidrazida, que impide la
incarporacion de Timidina al DNA | inhibiendo la sintesis del mismo, asi
como formando radicales -OH y perdxido de oxigeno que despolimerizan
el DNA. Las ratas winstar tratadas con este agente del 6° al 16° dias
de gestacion, presentaron un 60% de abortos, y sélo un 15% de
embarazos a término; ninguno de los himster dorados sirios tratados
con este agente Ilegaron a finalizar el embarazo, MORALES ESPERT,
1569.

En este estudio llamé la atencién el hecho de que las ratas que no
abortaban, y sus crias llegaban a nacer, aunque fueran de pequeno
tamario, no presentaban ninguna malformacion aparente, y que MORA-
LES ESPERT intenté explicar asi: " No debemos olvidar la distinta
respuesta de las especies animales de experimentacién ante el mismo
quimioterdpico, y asi, mientras unas reaccionan siempre con interrup-

cion de la gestacidn, otras, probablemente menos sensibles al mismo
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tratamiento, prosiguen el embarazo, aunque el desarrollo de los fetos se

encuentre mds o menos alterado”.

Otros autores han intentado explicar el mecanismo de accidén por el
cual un determinado citostitico produce las malfomaciones. Asi,
CLAVERT, 1970, estudié la produccién de microftalmias en el embrién
de congjo por la Ciclofosfamida, observando que los efectos dependen
del momento de la organogénesis en que actia el farmaco, asi afirma:
"Podemos concluir que la cidpula dptica pasa por dos periodos de
sensibilidad (a la accion del agente), uno es el periodo del 6° al 8° dias
, es decir, durante la gastrulacién y comienzo de la neurulacién, el otro
se sitda alrededor del 11° - 12° dia, es decir, durante la formacion y

cierre de la hendidura colobémica"”

ROS TRENCHS y DOMENECH, en 1975 estudiaron experimen-
talmente la accién teratdégena de la Ciclofosfamida (Genoxal) sobre ¢l
embrion de pollo, para lo que inyectaron dosis que oscilaban eatre 0.03
a 10 mgrs. en 132 embriones de estadios 2 al 19 de Hamilton-Hamburger.
Sus resultados fueron que un 60.6% fallecieron y un 39.4% sobrevivie-
ron, de los cuales el 100% estaban malformados. Entre las malforma-
clones presentadas destacaron las Microsomias y torsiones de tronco con
un 63% y 55% respectivamente, en el sistema nervioso central encon-
traron una falta de cierre del canal neural con encefalosquisisenun 15%,
y mielosquisis en un 7%; a nivel del tronco encontraron celosomia en
el 23% de los casos, exocardias en un 30%, y atrofia total del tronco en
un 9%, también destacd la alta frecuencia de microftalmias (53%), sobre

todo bilaterales.

Respecto al mecanismo patogénico de estas numerosas mal-
formaciones, ROS TRENCHS y DOMENECH, 1975, opinan que: " la
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Ciclofosfamida, como agente alquilante, al producir alteraciones nuclea-
res y cromosémicas provocando la desnaturalizacién y precipitacion del
DNA, dificulta y altera la evolucién de los procesos morfogenéticos,

conduciendo a la aparicion de las malformaciones obtenidas”.

En 1975 WILSON y Cols, estudiaron los efectos antimitéticos de
los alcaloides de la Vinca en el embrién de pollo, observaron que la
Vimblastina, Vincristina, y la Dexacetilvinblastina, destruyen los
microtdbulos que intervienen en la mitosis, produciendo un bloqueo de

la division celular en metafase.

SIEBER, 1978, describié la actividad teratégena de 3 nuevos
farmacos antitumorales : la Mainterina, el VP-16, y la VM-26,
comparandolos con los efectos de la Vincristina y la Colchicina en

embriones de ratones albinos.

ZIRVI y Cols, 1985, compararon la teratogenicidad de la
Doxorrubicina y la AD-32, sobre el embrién de pollo. En los embriones
inyectados el dia 1, la Doxorrubicina provocé un 96% de embriones
malformados, frente a un 38% para la AD-32, mientras que en los
embriones inyectados en el dia 2, 1a Doxorrubicina provocé un 20% de
sujetos malformados y la AD-32un40%  La anomalia mds frecuente
fue ocular, variando desde la microftalmia uni o bilateral, hasta la

anoftaimia.

NOVOTNA y JELINEK, 1986, produjeron también anomalias
oculares en embriones de pollo, inyectando 10 microgramos de

Ciclofostamida al tercer dia de incubacién.

NARBAITZ y MARINO, 1988, observaron la induccién experi-
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mental de microftalmias en el embridén de pollo tras [a inyeccion de una
sola dosis de Cisplatino a los 5 dias de incubacién. Comprobaron que el
Cisplatino lesionaba la zona ciliar a los 2-3 dias después de la inyeccioén,
posteriormente se¢ observaban también alteraciones retinianas. El
mecanismo teratogénico de la microftalmia producida por el Cisplatino,
segin NARBAITZ y MARINO " seria debido a una reduccién del ritmo
de secreccidn de liquidos por el epitelio ciliar, y no por el escape o
trasvase de humor vitreo; Los cambios y alteraciones de la retina serian
secundarios a esta microftalmia".

Asimismo estos autores afirman que: " El indice de crecimiento
de la capa neural es regulado intrinsecamente y no depende del tamano
total def ojo ni tampoco del indice de crecimiento de la capa pigmentada.
Una interpretacién similar probablemente explicaria el hipercrecimiento
y repliegue de la capa necural observados en nuestros experimentos
presentes. Los cambios retinales, por tanto, serian secundarios a la

microftalmia y no serian causa de cse defecto ".

BELON, 1991, en su Tesis Doctoral realizé un estudio experimen-
tal para investigar la capacidad teratdégena del Cis-Platino en embriones
de pollo. Administré Cisplatino a distintas dosis sobre la membrana
corioalantoidea del embrién de pollo, y en distintos estadios del
desarrollo, provocd malformaciones det polo cefdlico en el 97% de los
casos, siendo éstas las siguientes: anoftalmia bilateral (2% ), anoftalmia
unilateral (12%), microftalmia bilateral (16%), microftalmia unilateral
(61%), encefalosquisis (63%), alteraciones telencefdlicas (67%),
anomalias de labolsa de Ratke (51 %) y alteraciones notocordales (42 %).

DUENAS, 1992, en su Tesis Doctoral demostré experimentalmen-
te en embriones de pollo que el Mitoxantrone, un nuevo agente

antitumoral, produce una embrioletalidad significativa cuando se inyecta
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en estadios precoces del desarrollo ( 10 y 14 de H.H.), siendo la muerte
de los embriones menor y no significativa en los estadios 18 y 22 de H. H.

Ademads demostré que el Mitoxantrone posec una potente capacidad
como inhibidor del desarrollo, provocando Microsomias en el 100% de
tos embriones estudiados.

En su trabajo, DUENAS, 1992, encontré que las malformaciones
se presentaron con una mayor frecuencia en los estadios tempranos del
desarrollo, esto es, los estadios 10 y 14 de H.H., con respecto a las
producidas en los estadios mds tardios, 18 y 22 de H.H. Con respecto
al tipo de anomalias provocadas observé que las mds frecuentes fueros
las alteraciones encefilicas y oculares (anoftalmia uni y bilateral,
microftalmia uni y bilateral), torsiones de tronco, y agenesia de cola,
existiendo una relacién dosis/efecto significativa en el estadio 10 de

Hamilton-Hamburger.
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Material y Métodos

A- MATERITAL:

Han sido empleadas series de huevos de gallina raza " Legorn

Blanca " empollados, remitidos desde la granja para su incubacidn.

Se realizé un estudio porcentual a fin de detectar el estadio en el que
se encontraban, para lo cual se abrieron 1 de cada 10 huevos; Constan-
temente hemos observado ia presencia de mancha blanca, y en ningun
caso el inicio o diferenciacion del blastodisco, correspondiendo por
tanto, todos los huevos al estadio 0 de HAMBURGER-HAMILTON, o
pre-incubator de RANVER.

En todas las series se han dejado el 20% de huevos de la misma
recogida, para ser utilizados como testigos, los cuales dividimos en 2

grupos:

GRUPO A .-

La mitad de ellos fueron incubados segin ¢l proceder habitual
del laboratorio, es decir, una vez realizada la extraccion de 2 cc. de
albimina, y su posterior cierre con parafina, se mantuvieron en
incubacién a la misma temperatura y ¢l mismo tiempo que los

huevos experimentales.

GRUPO B.-

La otra mitad de huevos testigos, tras extraerles los 2 cc. de
albimina, se les administré unicamente agua destilada en la misma
cantidad y en el mismo lugar en ¢l que a los embriones experimen-

tales se les coloco el interferdn-alfa diluido en agua destilada.
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Los embriones experimentales han sido divididos en 4 series, cada

una de ellas con 100 huevos.

En todas las series se ha utilizado la misma técnica de trabajo, que

ha sido la siguiente:

A las 24 horas de ser introducidos en la incubadora " Selecta”, a
una temperatura controlada de 37°C, y con un grado de humedad
constante, fueron extratdos todos los huevos, y abiertos minimamente
por su polo agudo, extrayendoles con micropipeta 2 cc. de albliimina; a
continuacién se cerrd el orificio con parafilm.  Siguiendo el proceder
de LUTZ, se les practicé en el culmen una apertura rectangular de 1 x
2 cms., para a través de ella visualizar el disco embrionario y poder

establecer el estadio del desarrollo en que se encuentran.

Sobre los blastocistos observados, y una vez confrontado su estadio,
se coloca con micropipeta la dosis de interferon-alfa-2b calculada de
forma unitaria e independiente para cada una de las series y grupos de

huevos escogidos para la fase experimental.

Aunque es materialmente imposible una exacta implantacién sobre
el drea embrionaria en todos y cada uno de los huevos, en la prictica la
colocacion del producto fué en todos ellos similar, ya que se colocé la
dosis tomando como centro el nudo de HENSEN y como ¢je la Linea

primitiva.

Elproducto se diluyd en agua destilada hasta conseguir una dilucién
de 10 U.I de interferén-alfa-2b en cada mcl.

Ordenados los huevos experimentales segun dosis del producto y
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criterio cronolégico, se establecen 4 series, cada una de ellas con 5

grupos, tal y como se detallan a continuacién:

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

H.H., y que subdividimos en 5 grupos:

a) Grupo 1.- 20 embriones inyectados con 5 mcl. de dilucién
(50 U.Linterferén-alfa-2b).

b) Grupo 2.- 20 embriones inyectados con 10 mcl de dilucidn.
(100 U.Linterferén-alfa-2b).

¢) Grupo 3.- 20 embriones inyectados con 15 mcl de dilucién.
(150 U.1.interferdn-alfa-2b).

d) Grupo 4.- 20 embriones inyectados con 20 mcl de dilucién.
(200 U.lLinterferén-alfa-2b).

e) Grupo 5.- 20 embriones Testigos: 10 embriones sin dosis

y 10 inyectados con agua bidestilada.
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SERIE 2:
Comprende un total de 100 embriones inyectados a las 72
horas de incubacién, cuando se encontraban en el estadio 14 de

H.H., y que subdividimos en 5 grupos:

a) Grupo 1.- 20 embriones inyectados con 5 mcl. de dilucién
(50 U.lLinterferén-alfa-2b).

b) Grupo 2.- 20 embriones inyectados con 10 mcide dilucidn.
(100 U.Linterferén-alfa-2b).

¢} Grupo 3.- 20 embriones inyectados con 15 mci de dilucién.
(150 U.Linterferén-alfa-2b).

d) Grupo 4.- 20 embriones inyectados con 20 mcl de dilucidn.
(200 U.l.interferon-alfa-2b).

e} Grupo 5.- 20 embriones Testigos: 10 embriones sin dosis

y 10 inyectados con agua bidestilada.
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SERIE 3:
Comprende un total de 100 embriones inyectados a las 90
horas de incubacién, cuando se encontraban en el estadio 18 de

H.H., y que subdividimos en 5 grupos:

a) Grupo 1.- 20 embriones inyectados con 5 mcl. de dilucién
(50 U.ILinterferdn-alfa-2b).

b) Grupo 2.- 20 embriones inyectados con 10 mcl de dilucidn.
(100 U.Linterferén-alfa-2b).

¢) Grupo 3.- 20 embriones inyectados con 15 mel de dilucidn.
(150 U.Linterferon-alfa-2b).

d) Grupo 4.- 20 embriones inyectados con 20 mcl de dilucién.
(200 U.lL.interferén-alfa-2b).

e) Grupo 5.- 20 embriones Testigos: 10 embriones sin dosis

y 10 inyectados con agua bidestilada.
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SERIE 4.

Comprende un total de 100 embriones inyectados a las 105
horas de incubacidn, cuando se encontraban en el estadio 22 de

H.H., y que subdividimos en 5 grupos:

a) Grupo 1.- 20 embriones inyectados con 5 mcl. de dilucién
(50 U.Linterfer6n-alfa-2b).

b) Grupo 2.- 20 embriones inyectados con 10 mel de dilucidn.
(100 U.L.interferdén-alfa-2b).

¢) Grupo 3.- 20 embriones inyectados con 15 mcl de dilucién.
(150 U.Linterferén-alfa-2b).

d) Grupo 4.- 20 embriones inyectados con 20 mcl de dilucién.
(200 U.L.interferén-alfa-2b).

e) Grupo 5.- 20 embriones Testigos: 10 embriones sin dosis
y 10 inyectados con agua bidestilada.

La O.M.S. en su informe, 1967, sobre los principios aplicables a
la investigacion teratégena de los medicamentos, senala que la dosifica-
cion a administrar se debe fijar basdndose en el peso corporal de los
animales; nosotros, siguiendo estas directrices hemos extrapolado la
dosis utilizada en adultos humanos, al embridn de ave segun ¢l peso de
éste, de lo que resulta una dosis aproximada de 100 U.I. de interferdén-
alfa-2b.
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Hemos considerado oportuno establecer nuestra pauta de actuacidn
independientemente del estadio del desarrollo embrionario, utilizando 2
dosis de menor o igual cuantia, esto es, 50 U.I. y 100 U.L., y otras 2 de
mayor cuantia: 150 U.L. y 200 U.1. Dado que la dilucién del fdrmaco
conseguida con agua destilada fue de 10 U.I. / mcl., las cantidades a

administrar serian de 5, 10, 15 y 20 mcl. respectivamente.

En todas las series, una vez administrado el producto a los
embriones, o el agua bidestilada en los testigos, se cierra la ventana con
parafilm, y se reintroducen los huevos en la estufa durante 72 horas, a
partir de las cuales se interrumpe la incubacion, se¢ extraen los

embriones y se introducen en formol neutro al 20%

De todos los embriones supervivientes y en todas las series se hace
un estudio macroscépico, asi como un control fotogrdfico, escogiéndose
para su posterior estudio microscépico aquellos embriones que presen-

ten un mayor grado de malformacioén.

En todas las series se han despreciado los embriones que aparecen
muertos tras las 72 horas de incubacién, ain cuando presentaran
marcados signos de malformacién, ya que en éstos es imposible realizar

un estudio y seriacién histoldgica.

De cada serie, y dado que existian malformaciones similares en los

embriones supervivientes, hemos elegido el especimen mds caracteristico.
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B-METODO:

Una vez alcanzado el estadio del desarrollo deseado en cada una de
las series, hemos procedido a depositar sobre el embrion la dosis
correspondiente del interferén-alfa-2b diluido.

El interferén-alfa-2b utilizado por nosotros ha sido el comercia-
lizado por los laboratorios farmacéuticos de Sheringh-Plough, S.A., con
el nombre de INTRON A.

La administracién de la dosis requerida segtn la serie y el grupo,
se realizd con precision mediante la micropipeta semiautomdtica de la
marca BRADS, utilizando en cada una de las series unos capilares
previamente esterilizados, proceso en el que se procur$ invertir un

tiempo no superior a 20 minutos por serie.

Tras administrar el interferén-alfa-2b al embrion, se procedio6 a
cerrar la ventana del huevo mediante parafilm, reintroduciendo de nuevo
a éste en la incubadora durante otras 72 horas mds, al término de las
cuales, hemos extraido los huevos bruscamente, para aislar el embrion

VIVO.

Aislado el embrién por micro-diseccién, se procedid a su estudio
macroscopico cualitativo y cuantitativo, fotografidndolo con cdmara
incorporada al microscopio y fuente de luz fria, y posteriormente
hallando los pardmetros de su peso en miligramos (mgs.), su medida

longitudinal en milimetros (mms.) y su volumen en centimetros cibicos

(cc.)

Finalizado este estudio,los embriones fueron introduciendose suce-
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sivamente en formol neutro al 20%, ordenados por serie y grupo.

Los embriones, una vez estuvieron fijados, y previa seleccién del
especimen mds caracteristico de cada grupo, fueron cortados, en cortes
semifinos, y tefiidos segun la técnica de la Hematoxilina de Harris, para

su ultertor estudio microscépico.
Igualmente se procedié con los embriones testigos de cada serie.

Los datos obtenidos de cada embrién fueron introducidos en un
ordenador IBM PC compatible, e integrados en una base de datos,
concretamente el programa DBASE III PLUS. El andlisis estadistico de
los resultados, se efectudé mediante el programa estadistico R-SIGMA,
y el programa de cdlculo LOTUS 123; vy los grdficos mediante el
programa HARVARD GRAFICS.
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Resultados

ESTADIO 10 H.H.
DOSIS § microlitros
mmm EGNGITUMZ VOL UMEIN, PESO(GR) MALFORMACIONES

" : 1.65 0,22 0,26 |Microftalmia Usilateral
1,75 0,25 0,28
1,40 0,18 0,18
1,25 0,11 0,17
1,60 0,28 0,25 {Microftalmia Unilateral
1,290 0,12 0,17
1,60 0,20 0,26
1.45 0,19 0,20
1,10 0,12 0,18 iMicroftalmia Uailateral
3,50 0,05 0,04 iSindrome Regresion Caudal
1,00 0,10 0,12 |
1,40 020 018 |
0,90 0,09 0,10
0,80 0,06 0,08 |Sindrome Regresion Caudal
1,30 0,13 0,15
1,25 0,14 0,12

ESTADIO {0 H.H.

DOSIS 10 microlivros

EMERION LONGITUINGM] VOLUM. Zt PESCYGR) MaALFORMAZIONES

: : : 1,60 0,20 | 0.2¢ [Microftalmia Unilateral
1,70 0,23 0,25
1,40 0,17 0,16 |Microftalmia Unilateral ]
1,20 Q.12 0,15 |Torsidn Truncal
1,55 0,23 0,25
1,20 012 | 0,15 |
1,4% 0,19 0,20 |Microftalmia Unilateral
1,00 0,09 0,08 |
1.0% 0,11 0,10 |Sindrome Regresidn Caudal
1,40 0,21 0,25 |Asoftalmia Usnilateral
1,00 | 0,10 0,09
1,40 0,22 0,17 |
0,85 9,08 0,09 |[Microftalmia Unilateral
0,60 0,06 | 0,04 [Sirdrome Regresids Caudal
1,10 0,12 0,10
0,90 0,09] 009




Resultados

ESTADIO 10 H H.
DCOSIS 15 microlitros
EMERION  LONGITUDICM) VOLUMENCC) PESOIGR) MALFORMACIONES

1,20 0,10 0,09 [Microftalmia Unilateral
1,35 0,11 0,10 }Torsion Truacal
1,50 0.10 | 0,10
1,55 0,24 0,22 | }
0,80 0,05 0,04 1Mic:wi‘lallmia Unilateral
1,35 | 0,12 | 0,15 |MicroRalmia Unilateral
1,10 ] 0.10 0,09 |Sindrome Regresion Caudal
Q,80 9,06 0,05 {Sindrome Regresion Caudal
0,95 007 6,07 .
135 .12 0,10 {Torsién Truncal
1,45 0,14 0,12 [Microftalmia Unitateral
1,50 0,18 0,17
1.45 0,12 Q0,09 {Microftalmia Unilateral
1,10 0,10 0,10 |Sindrome Regresiog Caudal }

ESTADIO 10 H.H.

DOSIS 20 micrnlitros

EMEBRION LONGITUDYCM] VOLUH@&"E PESHORY MALFORMACIONLES

RS St - 0,80 0,08 0,07 [Microftalmia bilateral
0,70 0,06 0,06 {Sindrome Regresida Caudal
1,05 0,11 0,10 [Microftalmia Uailateral |
0,70 0.07 0,07 |Torsion Truncal
0,90 0,03 0,08
0,80 0,07 0,06 |Torsids Truacal |
0,70 0,06 0,05 ISindrome Regresion Caudal
1,00 009 0,08
1.05 011 0,10 |Microftalmia Ugsilateral
0,50 0.05 0,05
1,00 0,07 0,06 iSiadrome Regresion Caudal
0,68 006 | 0,06 |Torsioe Truncal
0,85 0,08 0,09 |Microftalmia Usilateral
0,60 0,05 0,04 |Sindrome Regresidn Caudal
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ESTADIO 10 H.H.
TESTIGOS

Resultados

LONGITUDICM) VOLUMENICC] PESOIGR)

1,60 0,20 | 0,20 |
1,70 | 0,23 | 0,22
1,65 0,22 | 0,20
1,55 0,20 | 0,20
_ 165 0,23 | 022
1,45 0,18 | 0,16 |
1,58 0,20 | 0,20
1,50 0,18 | 0,27 |
1,70 0,25 | 0,2
1,60 0,22 0,20 |
1,70 0,25 | 0,25
1,50 | 0,20 | 0,20
1,65 0,24 | 0,22 |
1,60 0,22 | 0,22
1,50 0,20 0,18
1,70 026 024
1,60 0,20 | 0,20
1,55 0,20 | 0,20
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KESTADIO 14 H.H.

Resultados

DOSIS § microlitros
LONGITUDION] VOLUMEN(CC) RESO(GR) MALFORMACIONES

] 1,20 0,15 | 0,15 {Microftalmia Unilateral R
110 011 0,11 |Sindrome Regresion Caudal
1,30 0,16 | 0,15
1,45 0,20 0,16 |Microftalmia Unilateral
1,10 0,14 | 0,14
1,35 0,10 0.10
1,10 o4 014 R
1,00 0,11 0,11
1,35 09| 018 |
1,00 0,10 0,10 {8.Regresidn Caudal+Microft. Unil
1,43 Q,25 0,20 |Microftaimia Usilat.+Hemarragia
1,20 0,14 0,14
1,20 016 | 0,16
1,25 0,20 0,20
1,30 0,20 0,19
1,20 0,19 0,18

ESTADIO 14 H.H.
DOSIS 10 microlitros

VOL UMENCC) PESO(OR) AL IORMAC

1,10 0,14 0,14 |Microftalmia Ugilateral {
1,00 0,10 0,11 [Sindrome Regresidn Caudal 4
1,30 0,20 0,18

1,00 ] 0,10 0,10 | Torsioe Truncal

1,15 0.19 0,18 {Totsidon Truncal + Hemorragia
1,10 0,15 Q0,15 [Microftalmia Unilateral

0.90 0,07 0,07 |Sindrome Regresion Caudal

0 80 0,08 | 0,08 |Sindrome Regresion Caudal

1,18 0,18 0,17

1,08 0,10 0,10 |
1,30 0,20 0,20

1,00 0,08 0,08

1.10 0,18 0,16 A
1,10 0,18 0,15

0.80 0,07 0 07 |Sindrome Regresian Cavdal

1,00 0,15 0,12
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Resultados

ESTADIO 14 H.H.
DOSIS 15 microltros
EMBRION LONGITUDICM] VOLUMENICC) PESOIGR) MALFORMACIONES

s LA 1,10 0,15 0,15 |Microftalmia Usilateral
0,75 0,06 0,06 |Sindrome Regresion Caudal
0,50 0,09 0,10
0,90 0,08 0,09 |Sindrome Regresion Caudal
0,30 { 0,09 0,19 {Microftalmia Uailateral
1,00 0,12 0,15
0,80 0,05 0,08 |Sindrome Regresion Cauvdal
0,90 0,10 0,14
0,90 0,09 0,10 |Microftalmia Unilateral
0,90 0,08 0,09 |Torsion Truncal
1,00 0,14 0,15
1,10 0,15 0,15
1,00 | 0,10 0,12
0,70 0,07 0,07 |Torsién Truncal
0,80 0,08 0,08 |MicroRalmia Unilateral

ESTADIC 14 HH.
DOSIS 20 microlitros
gmm LOM?(TUQWE VO UMEN, PE&’GRL MA L FORMACIONES
BRRSRFRaaRGt 0,80 0,08 0,08 |Sindrome Regresitn Caudal
g 1,10 0.10 0,12 jAnoRalmia Unilateral
e 0,70 0,05 0,05 |S.Regresion Caudal + Exocardias |
¢§ 0,60 0,08 0,05 |Sindrome Regresion Caudal
5 0,80 | 0,07{ 0,07
B 1,00 0,10 0,10 [Microftalmia Unilateral
T 1,00 0,12 0,15 |Microftalmia Unilateral
g 0,80 0,07 0,06
5. 0,70 0,07 O,IDS1 Microftalmia Unilateral
i 0,90 0,10 0,10
<31 1,00 0,10 0,11 jMicroftalmia Unilateral
0,60 0,05 0,05 {Torsion T.uncal
0,80 0,08 | 008
0,50 0,08 0,04 {Microfialmia Unilateral
0,70 0,11 0,10 |Torsidn Truncal
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ESTADIO 14 H H.
TESTIGOS

Resultados

EMERION LONGITUDCM) VOLUMEN/OC) PESO(GR)

1 1,60 0,20 0,20
1,70 | 0,23 0,22 |
1,65 0,22 0,20

1,80 0,27 0,25
1,65 | 0,23 0,22
1,75 0,25 0,25
1,55 0,20 0,20
1,75 0,28 0,27
1,70 0,25 0,23
1,80 | 0,28 { 0,28
1,70 0,25 | 0,25 |
1,65 0,24 0,24
1 65 0,24 0,22
1,85 | 0,27 0,25
1,65 | 0,20 0,20
1,70 0,26 0,24
1 70 0,25 0,22
1,60 0,24 0,21
1,65 | 0,25 0,23

55



Resultados

ESTADIO 18 H.H.
DOSIS § microlitros
LONGITUD(CM) VOLUMEN(OC) PESOIGR) MALFORMACIONES
1,50 0,22 0,24 (Microftalmia Unilateral
1,15 0,12 0,12
1,45 022 0,22
1,60 0,28 0,28
1,00 0,12 § 0,12 [Torsion Trupcal
1,80 0,15 £,20 |
150 0,27 0,22
1,58 0,25 0,28 B
1,45 0,25 C,25
1.40 0,24 0,24
1,15 0,15 0,12 |Microftalmia Unilateral
1,00 0,12 0,12
0,30 0,10 0,10
1,30 0,22 } 0,20
1,23 0,20} 0,14
1,70 0,30 [ 0,25
1,70 0,30 | 0,25
ESTADIO 1§ H H.
DOSIE 10 microlitros
VOLUMEN{OC) PESOYCR) MALFORMACINES
0,19 0,19
0,258 0,22
- 0.06 0,06 [Microftalmia Ugnilateral ]
0,28 0,25
0,28 0,25
0,10 0,10}
0,10 0,10
0,25 | 0,25
0,20 0,20 |
0,28 0,28

0,07 0,08 {Torsion Truncal

0,09 0,10 [Microflalmia Unilateral

0,1% 0,21 |
0,20 0,20

0,18 0,20

Q.30 0,25 [Microftalmia Uanilateral

0,22 0,22 |
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ESTADIC 18 H.H.
DOSIS 18 microliros
LONGITUD{OM} VOLUMEN(CC] PESYGR) MALFORMATIONES
R 1,20 | 0,18 { _ 0,17 |Torsion Truscal
1,05 0,16 0,17 | ;Micmﬁalmia Unilateral
1,05 0,14 0,20
1,00 0,18 | 020
1,00 0,14 0,18
1,10 | 0,18 0,16 |
0,95 0,12 0,14 ISindrome Regresidn Caudal
1,10 0,25 0,20
1,00 0,14 0,17
1,00 0.14 0,15
1,00 0,13 0,13 |Microftalmia Unilateral
1.05 0,14 0,15
1,05 | 020 020]
1,00 0,14 .20 [Microftalmia Unilateral
1,1% 0,20 0,20 |Siadrome Regresion Caudal
1,00 0,10 0,10

ESTADIO 18 H.H.
DOSIS 20 microlitros
EMBRION LONGITU&_%[ VOLUMEN, PE&_’;‘ﬂLr_g" ) MALFORMACIONES

T R 1,00 0,13 Liﬂﬂiemﬂalmia Unilateral
0,90 0,13 0,15 {Microftalmia Unilaterai
1,00 0,14 0,15
1,00 t 0,14 0,18
Q.80 Q.12 Q0,12 1Sindr0me Regresidn Caudal
1,06 ¢ 0,14 0,13 |Microftalmia Unilatera}
1,20 L 0,258 0,25
1,15 0181 022 |
1,00 | 0,14 0,15 [Torsion Trunoal
1,00 0,18 0,20
0,70 0,09 0,10 |Sindrome Regresién Caudal
0,80 | 0,081 0,10
1.00 9,14 q,15

: o 0,95 0,08 | 90,10

IR {. Setis 0,80 | 0,08 0,08 |Torsién Truacal
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ESTADIO 1R H.H.
TESTIGOS

r EMEBRICYY J'.GNGITUD@! VOLWEN’EC_E; PESU@IE
e GRS 1,90 0,30 0,30

BOTRP R 1,70 0,23 0,22 |
] 1,65 | 0,22 0,20
e 2 B B A s 2 dn b

RIS, 1,30 0,30 0,30

PRI et 1,65 0,23 0,22 ]
o 1. 8% 0,28 | 0,28

SR SIREE 180 0,32 0,30
::;::3:3;?323:3:3:3:?5 1,95 | 0,35 0,35 |

SRRINRE SRSRT 1,70 | 0,23 0,23
RIS 1O AT 1,90 0,30 0,3¢

...........

SIS S HUTR 1,70 0,25 0,25
O P I ] :

D VAR 1,35 0,351 0,35
bR 1,90 0,30 0,30
BRI © S 1,60 0,22 0,22 |
BURSE T RBRes 1,85 0,25 0,25

SIS ¢ -CRHr 1,70 | 0,26 0,24
AT 3 AR 1,80 0,28 | 0,27 |
RO 1 IR 1,70 0,29 0,25

RIRIEEI) L SRR 1,63 0,23 0,25 |

-----------
............
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ESTADIC 22 H H.
DOSIE § microlitros
PESO(GR] MALFORMACIONES
0,25 0,30 | Microftalmia Usilateral
0,22 0,20 {Microfialmia Unilateral
025|025
@,20 0,21 {Sindrome Regresion Caudai
0,25 0,26
0,25 | 0.2 | |
2,20 0,22
0,22 Q,23
032 0,221 1
0,25 0,24
0,21 0,22
925 0,26 |
0,28 0,25
0,25 0,36 N
0,28 } 0,26
0,25 0,25
0,23] 0,22
PRUINMINOC! PESOIGR) MALFORMACIONES
0,22 | 0,20}
0,25 | _ 0,2¢ |Microfalmia Unilateral i
0.25 .25
0,25 0,22 |Microftalmia Unilateral
0,20 | 0,28
0,22 | 0,30
025 0,22 t
0,25 0,22 )
0,20 0,20
0,20 0,18 |Sindrome Regresidn Caudal
022} 0,20
0,25 0,23
0,20 0,20
0,26 0,20
0,23 .19
0,25 0,22
0,25 0,22 |
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ESTADIO 12 H.H.

DOKIS 15 microliitos

_SMPRION  LONGITUDICH) VOLUMENC) PESHER! MALIORMACIONTS

:2: ] 1,20 0,25 0,20
1,35 0,25 0,22 |Microfalmia Usnilateral
128 0,28 | .20 Microflalmia Unilateral
1,40 2,30 0,25
1,20 .20 g.16
1,20 0,20 0,18 [Sindrome Regresidn Caudal
1,25 0,20 0,18
1,18 0,18 0,15
1,20 0,15 0,158 |
1,20 9.13 0,14
1,25 0,25 | 0,20] ]
1,30 0,25 w2l | )
1,0¢ oD 0,09 {Sindrome Regresion Caudal
0,70 0,05 | 0,04
1,00 0,08 0,08
1,10 0.12 0,12 (Microftalmia Uailatera)

|ESTADIO 32 H.K.

'DOSIS 20 mictolitros
[TUDNCM) VOLIMENICC) EESOCR) Mt FORMACIONES

1,18 0,22 0,18

1,10 0.16 0,15

1,09 0.16 0,15 |Sisdrome Regresion Caudal
1,15 0,20 0,18

1.20 0,18 Q0,17 {Torsionr Truncal+Celosomia
1,1% 0,203 0138

1,20 0,30 1 0,20 |Microftalmiz Unilateral
1,20 9,20 0,18

1,16 0,20 0,17 | Micraftalmia Unilateral
1,22 0.25 0,322

1,15 0,17 | 0,18

1,15 0,18 O 18

1,10 0,17 017

1,20 0,17 0,18

L,10 2,11 0,10 |Sindrome Regresion Caudal
1,16 0,18 0,15
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ESTADIO 22 H_H.
TRSTIGOS

_EMERION  LONGITUDICM) YOLUMEN(CC) PESOIGR)
T 2,00 0,35 0,32
gL gRees 1.90 0,30 ©,30_
R e 1,95 035 | 0,35
i 2,00 0,35 | 0,33

------------

BOSOOLBOOBDE 1,80 0,28 0,26
:5:}:}:5:}6:}:5:{:{:5:} 2,00 0,35 0,30

I SR 1,90 0,30 0,30 }
NI . ST 1,95 0,32 0,32

RPN STt 1,85 0,30 1 0,30 ;

IIRTI 1 9¢ 0,30 0,28

..........

RNt Y SRRRE 2,00 0,32 0,32
DI TR 1,95 0,38 0,32

SRt 3- RN 1,90 0,30 0,30

OEIPTRRE ¥ ARIY 1,85 0,27 0,30

----------

SR Ot 2,001 0,33 0,35
IR TRR: 1,90 0,30 ¢ 0,30
SESINE & Sl 1,90 | 0,30 0,32
SHEEE - A 1,85 0,34 0,32

lllllllllll

SRR ¢ SRR 1,95 0,31 0,30 |

el B B il fherndale

61



Resultados

SUPERVIVENCIA DE LOS EMBRIONES

Aunque las Tablas de resultados encierran toda la informacién
disponible, es necesario traducirla a un grafico para realizar una sintesis

visual.

El principio de la representacion grdfica de variables o caracteres
mediante diagramas de barras es la proporcionalidad de las dreas a las
frecuencias absolutas, MARTIN, 1977.

Con los resultados obtenidos en nuestra investigacion, y en dras de
una mejor vision global de los mismos, hemos confeccionado un Gréfico
de Supervivencia de los embriones experimentales y testigos, represen-
tados en un diagrama de barras que tienen una base idéntica y una altura
proporcional a la frecuencia absoluta correspondiente, siendo sus dreas

o superficies proporcionales a la frecuencia.
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SUPERVIVENCIA
POR ESTADIOS Y DOSIS

20/
5 |

10

[T

5

// bl
0

 DOSIS Smcl.=
DOSIS 10mecl. H
DOSIS 15mcl. E=
DOSIS 20mc]. B8

TESTIGOS L]
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ANALISIS ESTADISTICO DESCRIPTIVO DE LOS DATOS
OBTENIDOS

La estadistica descriptiva es un método de descripcién nimerica de
conjuntos numerosos, esto es, un método de descripcidn cuantitativa que
utiliza al nimero como soporte objeto, asi pues al lenguaje de las letras,

la estadistica descriptiva opone el lenguaje de los nimeros.

Los conjuntos de datos objeto de nuestro estudio, anteriormente
expuestos en tablas, estdn perfectamente definidos, de forma que en todo
momento podemos saber si un dato o resultado pertenece o no a uno de

los conjuntos.

En nuestro estudio hemos realizado un andlisis descriptivo de los
datos obtenidos mediante los siguientes programas de cdlculo y estadis-
tica: LOTUS y R-SIGMA, agrupando los resultados por estadios del
desarrollo embrionario (10, 14, 18 y 22 de Hamilton-Hamburger) en que
fueron inyectados, y dosis de interferdn-alfa-2b que se utilizaron (3, 10,

15, y 20 microlitros).

ANALISIS ESTADISTICQ DE LOS DATOS DE LONGITUD,
VOLUMEN Y PESO OBTENIDOS EN LOS EMBRIONES EXPE-
RIMENTALES.

De las variables cuantitativas, a saber, la longitud, el volumen y el
peso de los embriones, se determinaron las medias, desviaciones tipicas,

valores mdximos y minimos, y varianza de cada muestra.

Lo realmente importante de este tratamiento estadistico es conocer

los verdaderos efectos que tienen las distintas dosis de interferdn-alfa-2b
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utilizadas sobre cada uno de los estadios del desarrollo del embridn de
ave en que se emplearon, para asi deducir objetivamente la capacidad

teratégena de este foirmaco.

Para comparar dichos efectos, y saber si la longitud, volumen y peso
de los embriones varian segin las diferentes dosis utilizadas del
producto, se utiliza un método estadistico que es el andlisis de la varianza
de un factor o una via, que consiste en una generalizacién de la prueba

de la "t" de Student para datos independientes.

Asf para cada una de las variables de peso, longitud y volumen,
tendremos 4 grupos de observaciones dependiendo de la dosis utilizada
(3, 10, 15 0 20 mcl.), y podremos obtener una media en cada uno de los
grupos resultantes (definidos por la dosis empleada), y una media giobal

independiente de la dosis utilizada en cada estadio.

La desviacion de cada una de las observaciones respecto a esta
media global serd:
Yiy-Y = (Yi-Yi) + (Yi-Y)

Elprimer término de la derecha es la desviacion de una observacion
(Y1) respecto de su media de grupo (Y1), y el segundo término es la

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

El concepto clave es que la variabilidad total de los datos es la suma
de 2 variabilidades, a saber, la variabilidad de los datos dentro de cada

muestra, y la variabilidad existente entre las distintas muestras.

St denominamos por Ut al valor medio de una variable obtenida con

la dosis de un tratamiento i (media poblacional), entonces la Hipdtesis
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a contrastar es:
Hipétesis nula:
Ho=Ul =U2 = U3 = U4
contra la Hipoétesis alternativa HI de que alguna de las anteriores
igualdades no sca cierta. Asi pues, ¢l Andlisis de la Varianza es una

prueba Global que nos indica si todas las medias son iguales o no.

Si estas desviaciones son elevadas al cuadrado y realizamos el
sumatorio de todas las observaciones, resultard la suma de cuadrados

total, que puede ser dividida en 2 partes:

a) La suma de cuadrados de las desviaciones de cada lectura
alrededor de la media de su grupo de dosis correspondiente.

b) La suma de cuadrados de las desviaciones de cada media

de grupo alrededor de la media general.

Resumiendo, la suma de cuadrados total, es igual a la suma de
cuadrados de las desviaciones dentro de cada grupo, mds la suma de

cuadrados de las desviaciones entre grupos.

Si la Hipdtesis nula fuera cierta, las dos varianzas que se originan

coincidirian, y de no ser cierta, ambas varianzas serian distintas.

Cuando existen grandes diferencias entre las medias de los grupos,
es probable que [a suma se cuadrados entre grupos sea mayor gue [a suma
de cuadrados intragrupos. De otra forma, si todas las medias de grupos
son casi iguales y aun existe una considerable variacién intragrupos, es
probable que suceda lo contrario, esto es, que la suma de cuadrados entre

grupos sea menor que la suma de cuadrados intragrupos. Por tanto, los
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tamaiios relativos de las sumas de cuadrados entre grupos e intragrupos
ofrecen la oportunidad de valorar la variacién entre las medias de los

grupos en comparacion con la variacién intragrupos.

En general, para r muestras y cualquier tamaiio N1 de cada muestra
(no necesariamente iguales), un estimador "entre muestras”" de la

varianza cuando la Hipétesis nula es cierta, seria (SE2):

La varianza "dentro de las muestras" para r grupos, cada uno de

tamano Ni seria:

El subindice D se refiere a que es una estimacién obtenida a partir
de las varianzas estimadas de cada muestra, y de ahi que a esta férmula

se le denomine varianza dentro de muestras” (SD2).

En este punto es interesante hacer notar que SD2 es estimador de
la varianza @ con independencia de que la hipétesis nula (Ho) sea
verdadera o falsa, sinembargo SE2 es un estimador de la varianza @ solo
cuando la Ho es cierta, pues de esa hip6tesis se partié. De todo ello se
deduce que cuando la Ho es falsa, entonces SE2 no solo no estima la

varianza @, sino que tiende a dar valores mds altos.

Asi pues, un modo apropiado de contrastar la Ho es comparar
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ambas varianzas, cuando se acepte la igualdad de varianzas, se aceptara
Ho, y en caso contrario se aceptara la Hipétesis alternativa. Con ello el

test consistiria en calcular la cantidad:

y compararla con la F& buscada en las tablas de la F de Snedecor con
(r-1)y (n-r) grados de libertad.

Entonces:
*8iFexp. < F& (r-1, n-r)----> Las varianzas son iguales
—————— > se acepta la Ho, y por tanto todas las medias de las muestras
son iguales.
*SiFexp. > F& (r- 1, n-r)----> Las varianzas son distintas-
————— > se rechaza la Ho, y por tanto alguna de las medias de las

muestras es distinta de las demas con error &.

Los grados de libertad de la F& han sido (r- 1) y (n - r) pues ellos
son los denominadores de SE2 y SD2

TIPOS DE VARIABILIDAD A ESTUDIAR:

I.- La variabilidad total de los datos: se mide por la cantidad de
la suma de cuadrados total, siendo el numerador de la varianza de todos
los datos, como si fuera una sola muestra, por tanto, sus grados de
libertad son N -1 ( siendo N el nitmero total de embriones en cada estadio,

independientemente de la dosis de interferén-alfa-2b utilizada).
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X
S.CTotal = £ (Xij - XP = 2, Xij - -

II.- La variabilidad entre las muestras: se mide por la cantidad
de la suma de cuadrados entre grupos. Su cdlculo se realiza en base al
nimero de muestras (r), siendo sus grados de libertad r -1.

r r Xi ). ¢
S.C.Entre =X NiXi-X)? =X -
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 conocemos las 2 anteriores, por la diferencia entre la total
(SCT) y la entre las muestras (SCE). Sus grados de libertad se obtienen
por diferencia entre N - 1.

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

Las sumas de cuadrados anteriores son variabilidades brutas
totales. Para conseguir variabilidad promedio es necesario dividir cada
suma de cuadrados por sus grados de libertad, obteniéndose asi las
medias cuadradas, las cuales son la Varianza "entre” muestras, y la

Varianza "dentro" de cada muestra.

Como la varianza "dentro” es una mezcla de las varianzas de todas
las muestras, ésta serd una estimacion de la varianza con independencia

de que la Hipétesis nula sea cierta o no.

Sila Hipétesis nula es cierta, la variabilidad "entre" s6lo dependerd
del azar, y asi, estimard también a la varianza.
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El Test de Anilisis de la varianza consiste en comparar ambas
varianzas ("entre" y "dentro") por el procedimiento cldsico de la F de
Snedecor. La cantidad experimental es el cociente de las dos varianzas,
la cantidad tedrica es una F de las tablas de Snedecor, y los grados de
libertad son los de las 2 varianzas divididas.

Si la razén de las 2 varianzas no es significativa o, incluso, si lo es
ligeramente, tiene poco sentido examinar las diferencias entre pares de

medias.

Siporelcontrario, la F es significativa, contamos con una evidencia
razonable de que existen diferencias reales entre las medias, y que son
lo suficientemente grandes como para mostrarseé por encima de la
variacion del azar. Eneste caso, conviene examinar las diferencias entre

los grupos al objeto de estudiar a qué se debe la significacidn encontrada.

Para estudiar y comparar estas medias hemos seleccionado como
método estadistico LA PRUEBA DENEWMAN-KEULS (asistidos por
el programa estadistico R-SIGMA).

En este método se comienza ordenando las r medias de los grupos
en orden ascendente y se compara en primer lugar las dos medias
extremas de entre las r, luego las 2 medias extremas de entre cada uno
de los dos grupos de r -1 medias consecutivas, y asi sucesivamente con
gruposder-2,r-3,r-4,... y2 medias consecutivas, La principal ventaja
de este método es que en cada paso el nimero de medias comparadas va
disminuyendo, el valor de K también y consecuentemente el de la "t" de

Student, siendo mds probable y fdcil encontrar una significacion.

Teniendo en cuenta todas las consideraciones tedricas expuestas,

70



Resultados

hemos realizado un tratamiento estadistico asistido por ordenador y con
los programas especificos resenados, cuyos paso intermedios omitimos
por la austeridad del espacio disponible y lo innecesario del seguimiento
de las férmulas matematicas y sus desarrollos, para el lector, por lo que
pasamos directamente a exponer los resultados utiles obtenidos en los

embriones supervivientes de nuestro trabajo de investigacidn.
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SIGMA Ficha: 66 AtDOSISES COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
BOKDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNCV-
VARIABLE NEDIA DESV. TIP.|ERR, EST. [MINIMOC MAXIMO TAKARG
LONGITUD 1.2219 a.1402 Q.,031505 1.45 la
——
Diferencia néx. tesrica: 0.29% (p < 0.1) 0.327 (p < 0.05)
Diferencia nmdxina observada: 0.12449
RQ SE DETECTAN DIPERENCIAS SIGNIFICATIVAS
NQR ILOCNGITUD/ESTADIO=14 3 LONGITUD N
SIGMA Ficha: 66 A:DOSISS COND Bage 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
FRUEBA DR KOLMOGORQV~SMIRNQV
VARIABLE MEDLIA DESBV. TIP.IERR. EST. [MINIMO lHAXIHO TAMARD
LONGITUD 1.2594 0.33824{ 0.0B456 1.75 14

Diferencia mdx. tedrica:

Diferencia mixima obsarvada:r

0.295 (p < 0.1)

0.07345¢6

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIPICATIVAS

0.327 (p < 0.0%)

NOR LONGITUD/ESTALLO=10
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SIGMA Ficha:

66

A:DOSISS COND Bage 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
(VARTABLE |MEDIA DESV, gig?BERgF ggégocg?gE;gKIHNoxaxrun TAMANG 1
LONGITUD 1.3529 0.24461| 0.059327 0.9 1.7 17

Diferencia mAx. tedrica:s

Diferencia médxina obgervada:

0.286 (p < 0.1)

0.10194

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

0.318 (p < 0.05)

NOR LONGITUD/ESTADIO=18

3 LONGITUD N

SIGMA Ficha:

66

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIPICATIVAS

AIDOSTS5 COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KOLMOGQROV-SMIRNOV
VARTABLE |MEDIA DESV. TIP.|ERR. EST. {MINIMO MAXTMC TAMANO
[EPNGITUD 1.5 0.11456 0.027786 1.3 1.8 17
Diferencia midx. tedrica: 6.286 (p < D.1) 0.318 (p =< 0.05}
Diferencia méxiwa observada: 0.14706

NOR LOKGITUD/ESTADIQ=22

2

LONGITUD N
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SIGMA Ficha: 66 A:DOSISS COND Base 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMOGOROV=-SMIRNOV:

VARIABLE |MEDIA DESV. TIP.[ERR. EST. |MINIMO MAXIXO TAMARO
VOLIMEN 0.15063 Q.063505 0.015876 0.05 0.2% 16
Diferencia ndx. tedrica: 0.295 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.9%)

Diferencia maxima abservada: 0.12894

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR- VELUMEN/ESTADIO=10 3 LONGITUD R

SIGMA Ficha: 66 A:DOSISS COND Base 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

FPRUEBA CE KOLNOGOROV-SMIRNOV

VARLIABLE |MEDIA DESV. TIP.|BRR. EST. Inru:so AJMAXIMD TAMARO
VOLUMEN D.1587% 0.04334 0.010335{ 0.1[ 0.25 16
Dliferencia mdx. tedrica: 0.295 (p < 0.1} 0.327 (p < D.05)

Diferencla mdxima observada: D.11967

HO SE DETBCTAN DIFERENCIAS SIGNITICATIVAS

NOR VOLUMEH/ESTADIO=14 1 LONGITUD N
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Resultados

Diferencia wAxima observadat

0.15204

NGO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

SIGMA Ficha: 66 A:DOSISS COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NCRMAL
— PRUEBA DE KOLMDGOROUV=-SMIRNOV
VARTABLE MEDIA DESV. TIP.{ERR. EST. [MINIMO MAXIMO TAMARG
VOLUMEN 0.20647 h. 0667156 0.016336 0.1 0.3 17
Diferancia mdx. tedrica: 0.286 (p < 0.1) 0.318 (p < 0.05)

NOR VOLUMEN/ESTADIO=18

3 LONGITUD K

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

SIGMA Ficha: 66 A:DOSISS CCND hase 1
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
r —— PRUEBA DE KOLMOGCORCV-SMIRNOV-

VARIMABLE MEDIA DESV. TIP.{ERR. EST. |MINIMO MAXIMO TAMARO
VOLUMEN 0.20647 0.067356 0.016336 0.1 0.3 17
Diferencia mdx. tedricad 0.286 (p < 0.1) G.318 (p < 0.05}

Diferencia mixima observada: D.15204

NOR VOLUMEN/ESTADIO=22
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Resultados

SIGMA Ficha: 66 A:DQOSISE COND Bage 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMODGOROV-SMIRNOV

VARIABLE MEDIA DRESV. TIP.[ERR. EST. {MINING MAXTMO TAMARNO

PESO 0.16318 0.06%038 0.01l726 0.04 0.28 16
Diferencia méx. tedérica: 0.295 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.05)
biferencia médximm observada: 0.12634

NG SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR PESQ/ESTADIO=10 3 LONGITUD N

SIGHA Ficha: 66 A:DOSIS5 COND Basg 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORNAL

PRUEBA BE XCLMOGOROV-SMIRNOV
FmIABLE MEDIA DESV. TIP.|ERR. BST. |[MINI¥O %HAXIMG TAMARD
[PESD 0.1487% 0.032838| 0.0082095 0-1‘ 0.2 16
Diferencie mdx. tedérica: 0,205 (p < 0.1) G.327 (p < 0.08)
Diferencia mdxima observada: 0.13101

NC SE DETECTAN DIPERENCIAS SIGHNTFICATIVAS

NOR PESO/ESTADIC=14 3 LONGITUD N

76



Resultados

SIGMA Ficha: 66 A:DOSISS COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DR XKOLMOGOROV-~SMIRNOV
VARIABLE MECIA DESV. TIP.ERR. EST. |MINIMO MAXIMNO TAMARO
PESO 0.19529| 0.06084| 0.0147%6 0.1 0.28 17
Diferencia max. tedrica: 0.286 (p < 0.1) 0.318 (p < 0.05)})
Diferencia m&xina cbeervada: 6.18618
NO S5E DETECTAN UIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
NOR PESG/ESTADIO=18 3 LONGITUD N
SIGMA Ficha: 66 A:DOSISS COND Rase 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KCLMOGOROV-SMIRNOQWV
VARIABLE MEDIA DESV. TIP.]!ERR. EST. |MINIMO |HAXIHO TAMARO
PESO 0.,24176 0.025058] D.0060776 U.2l 0.3 17
Diferencia wax. tedrica: 0.286 (p < 0.1} 0.318 (p < 0.05)

Diferencla wAxima ohservada:

0.17457

NG SE DETEUCTAN DIFERENCIAS SIGNITICATIVAS

HOR PESC/FSTADIO=22
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3 LONGITUD W



Resultados

SIGMA Ficha: 66 A:DOSISIO COND Base 1

BSTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV

VARIABLE |MEDIA DESV. TIP.|ERR. BST. |MINIMO MAXTMO TAMARO
LORGITUD 1.212% 0.30523 0.076308 0.6 1.7 16
Diferencia aédx. tedrica: 0.295 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.08)

Diferencia mA&xima aobservada: 0.081276

NG SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR. LOKGITUD/ESTADIO=10 3 LONGITUD N

SIGMA Ficha: 66 A:DOSIS1O COND Base 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMOGORQV-SMTIRNQV
VARTABLE MEDIA DESV. TIP.|ERR. EST. |MINIMO MAXIHMO TAMARO
LONGITUD 1.4531 0.1443 D.036075 c.8 1.3 16
Diferencia mdx. tedrica: 0.295%5 {p < 0.1) . 0.327 (p < 0.0%)
Diferancia maxiwa obhsgervada: D.126

NG SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIPICATIVAS

NOR LONGITUD/ESTADIO=14 3 LONGITUD N
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Resultados

SIGHMA Ficha:

66 A:DOSIS10 COND Base 1
e BSTADISTICA BASICA -
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KOLMUGOROV-SMIRNOV-
VARIABLE |MEDIA DESY. TTYP.|ERR. EST. IMINTMO HAXTIHMO TAMARD
LONGITUD 1.1147 0.176571 0.042824 0.8 1.35 17

L

Diferanclia méx. tedrica:

Diferencia méxima observada:

0.286 (p < 0.1}

0.18212

NO SE DETECTAN DIFERENCTAS SIGNIFICATIVAS

0.318 (p < 0.0%5)

NOR- LONGITUD/ESTADIO=18

3 LONGITUD N

SIGHA Ficha:

26

A:DOSTS10 COND Bage 1
DO, 3 1,
. ESTADISTICA BASTCA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
_ PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV
VARIABLE |MEDIA DBSV. TIP.|ERR. EST. |MININO MAXIMO TAMARG
LOKGITUD 1.3294] ©.1090s 0.02645 1.2 1.5 17

Diferencia méx. tedrica:

Diferencia médxima ohservada:

0.286 (p < 0.1)

0.25336

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

0.318 (p < 0.05)

NOR LONGITUD/ESTADIO=Z2
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3 LONGITUD R



Resultados

SIGMM Ficha: &6 A:DOSIS10 COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE XOLMOGOROV-SMIRNOV:

VARIABLE MEDIA DESV. TIP.]ERR. EST, |MINIMO MAXTMO TAMARO
[E?LUMEN 0.14625 0.059203 D.014801 0.06 G.23 16
Diferencia médx. tedrica: ¢.285 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.05)

Ciferencia méxima observadaz 0.23376
NKC SE DETRCTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NQOR. VOLUMEN /ESTADIQ=106

3 LONGITUD N

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

SIGMA Ficha: 66 A;DOSIB10 COND pasa 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV-

VARIABLE MRDIA DESV. TIP.|ERR. EST. |MINIMOD  MAXTMO TAMARO
VOLUMEN 0.13563 0.049121 0.01228 0.07 0.2 16
Diferencia wdx. tedrica: 0.295 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.08)

Diferencia mdxina chservada: 0.20335

NOR VOLUMEN/ESTADYO=14
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3} LONGITUD N



Resultados

SIGMA Ficha: 66 A:DOSIS1Q COND Base 1

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMCGOROV-SMIRNOV:

VARIABLE NEDIA DESV. TIP.|ERR. EST. [MINIMO HAXIMO TAMARO
VOLIMEN G.135613 0.049121 0.0l1a28 0.07 0.2 16
Diferencia ndx. tedrica: Q.295% (p < 0.1} 0.327 (p < 0.05)

Diferencia maxima okservada: 0.2033%

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFTCATIVAS

NOR- VOLUMEN /ESTADIO=~18

SIGMA Ficha: 66 A:DOSISLIO COND Base 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMOGOROV-~SHIRNOV
VARIABLE [MEDTA DESV. TIP.|ERR. EST. |MINIMO MAXIMO TAMARO
VOLUMEN 0.23118 0.021179] 0.0051365 0.2 0.25 17
Diferencia mix. tedrica: 0.286 (p < 0.1) 6.318 (p < 0.05)
Diferencia mixina obeervada: 0.187Q8

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

HOR VOLUMER /ESTADIO=22 3 LONGITUD N
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Resultados

NGO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

SIGMA Ficha: 66 A:DOSIELO0 COND Base 1
E ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV
VARIABLE MEDIA DESV. TIP.|ERR. EST. |MINIMO MAXIMO TAMARC
PESO 0.15063 0.370187 0.017547 0.04 C.25 16
Diferencia néx. tedrica: 0.295 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.05)
Diférencia ndxima observada: 0.20213

NQR. PESQ/ESTADRIO=10

3 LONGITUD N

SIGMA Ficha: 66 A:DOSIS1IO COND Bage 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUﬁBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV-

VARIABLE MEDIA DESV. TIP.}ERR. EST. |MINIMO HMAaXIMNO TAMARG
PESC Q.12875 0.043031 0,010758 0.07 0.2 1¢
Ditarencia mdx. tedrica: 0.295 (p < 0.1) 0.327 {p < 0.0%)

biferencia mdxime observada: 0.12297
NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR PESC/ESTADIC=14
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1 LONGITUD N



Resultados

SIGMA Ficha: 66 A:DOSIS10 COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KCLMOGOROV-SHIRNOV-

VARIABLE MEDTIA DESV. TIP.|ERR. EST. |MINIMO MAXTMO TANARO
PESO Q.l8580 2.069826 0.01691% 3.068 0.28 17
biferencia méx. tedrica: 0.286 [(p < 0.1) 0.318 (p < G.058)

piferencia wmdxima observada: 0.18476
NG SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
NOR. FESC/ESTADIO=)8 3 LONGITUD N
SIGMA Ficha: 66 A:DOSIS10 COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
BOKDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
r—— PRUEBA DE XOLMOGORQV-SMIRNOV-
VARIABLE MEDIA DESV_. TIP.|BERR. EST. |MINIMO MAXTMD TAMARO
PESO 0.21176 0.01B109| 0.0043921 0.18 0.28 17
4
Diferencia mdwx. tedrica: 6.286 (p < 0.1) 0.318 (p < 0.05)

Diferencia méAxima observada:

0.21263

RO SE DETECTAN DIFERENCTIAS SIGNIFICATIVAS

NOR PESQ/ESTADIO=22
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3 LONGITUD N




Resultados

SIGMA Flcha: 61 A:DOSISIS COND Base 1
ESTADTSTICA BASICA —y
BONDAD DE AJUSTE A UKA NORMAL
PRUEBA DE KOLMOGOROV-SHIRNOV
VARIABLE MEDIA DESV. TIP.|ERR. EST. |MINIMO MAXIMO TAMANO
LORGITUD 1.2464 0.2583 0.06%013 0.8 1.55 14
Diferencla mdx. tedrica: 0,314 (p < 0.1) 0.349 (p < 0.05%)
Diferencia mdxina chaservade: 0.11994
NO SE DETECTAN DIFERENCIAS STGNIFICATIVAS
NOk_ LONCITUD/ESTADTO=10 3 LONGITUD W
SIGMMA FPicha: 61 A:DOSIS1S COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KOIMOGOROV-SHMIRNOV-
VARIABLE MEDIA DESV, TIP.lER.'R. EST. {MINIMO MAXTHO TAMANG
LONGITUD 0.91 O.IIBBL U.030158 .7 1.1 15
Diferencia madx. tesorica: 0.304 {(p < 0.1) 0.338 (p < £.0%)
Diferencla mdwima observada: 0.20078
NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR LONGITUD/ESTARIO=14
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3 LONGITUD N



Resultados

SIGMA Ficha: 61 A:DOSIS1S COND Baga 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAJL

PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV

VARIABLE MEDIA DESV. TIP./ERR. EST. |NININO KAXIMO TAMARC
LONGITUD 1.0438 0.065511 0.016378 Q.95 1.2 16
Diferencia n&x. tedrica: 0.29% (p < 0.1) 0.327 {p < 0.05)

Diferencia méxinma observada: 0.2#788

NGO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR- LONGITUD/ESTADIO=18 3 LONGITUD N

SIGMA FPicha: &1 A:DOSIS1S COND Base 1

ESTADISTICA BASICA

BONKDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

FRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV-

VARIMABLE MEDIA DESY. TIP.|ERR. EST. |MINIMO MAXTMO TAMARO
LORGITUD 1.1718 0.1653 0.041324 0.7 1.4 16
Diferencia max. tedrica: 0.295 (p < D.1) C.327 (p < 0.05)

Diferencia mdxima observada: D.13486

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR LONGITUD/ESTADRIO=22 ' 3 LONGITUD N




Resultados

SIGMA Ficha: 61 A:DOSIS1S COND Base 1|

ESTMDISTICA BASTCA 1

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV

VARIABLE MEDIA DESV. TIP.|ERR. EST. |MINIMO KAXTIMO _JTAHAﬂD
VOLUMEN 0.115 0.048635 0.012998 Q.05 0.24 14
Diferoncis méx. tedrica: 0.314¢ {p < G.1) 0.342 {(p < ©.08%)

Diferencia mdxima observada: 0.24477

NO SE DETECTAN DIPERENCIAS SIGNIFICATIVAS

HOR- VOLIMEN /ESTADIO=1 D 23 LONGITUD H

SICMA FPicha: 61 A:DOSIS1S COND Rase 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

—~———p———PRUEBA DE KOLMOGOROV-SHIRNOV-

VARIABLE MEDIA DESV. TIP.|ERR. EST. |MINIMC MAXING TAMARO
VOLUMEN 0.096687 0.030861] 0.0079%6B2 0.05 0D.15 15
Diferencia wdx. teéricas 0.304 (p < D.1) 0.338 (p < 0.05)

Diferancia péxima cbhservada: 0.19033

NO SE DETECQTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR VOLUMEN /ESTADIO=14 3 LONGITUD N
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Resultados

SIGMA Ficha: 6} A:DOSIS1S COND Bage 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAC DE AJUSTE A UNA NORMAL

FRUEBA DE KOLMOGOROV-SHIRNOV:
VARIABLE |MEDIA DESV. TIP.|ERR. EST. |HINIHO MAXIMD TAMARO
VOLUMEN C.15438 0.036691 0.0091723| 0.1 Q.29 16
Diferencia wdx. tecrica: D.295 (p < 0.1) 6.327 (p < 0.0%)
Difergencia mdxima observada: 0.27739

NO 3E DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

[

NOR VOLUMEN/ESTADRIO=18 3 LONGITUD N

SIGMA Ficha: 61 A:DOSIS1S COND Base 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE XKOLMOGOROV-SMIRNQOV-

VARIABLE MEDIA DESV. T{ELJERR. EST. |MINIMO MAXIMO TAKARD
VCLUMEN 0.1B8 D.U?303l 0.018257 0.05 0.3 16
Diferencia wméx. tedrica:z 0.295 (p < 0.1} 0.327 {p < 0.05)

Diferencia méxima observada: 0.12422

HO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR VOLUMEN/ESTADIO=22 3 LORGITID N
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Resultados

SIGMA Ficha: 61 A:DOSIS1S COND Baze 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV
VARIABLE MEDIA DESY. TIP.|ERR. EST. [MINIMO MAXIMO TAMARC
PESQO 0.10643 0.047167 0.012606 0.04 0.22J 14
Diferencia max. tedrica: 0.314 {p < 0.1) 0.349 (p < 0.05)
Diferencia nmédxima obrervada: 0.26849

NC SE DETECTAN DYFERENCIAS SIGNIPICATIVAS

NOR PESQ/ESTADIO=10 3 LONGITUD N

SIGMA Ficha: 61 A:DOSIS1S CCND Base 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UKA NORMAL

—————PRURBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV
NEDIA DESV, TIP.|{ERR. EST. [MINIMO MAXIMO ‘lmmﬁo

0.310867 0.032042] 0.00B2731 0.06 0.15 1%

Diferencina méx, tedrica: 0.304 {(p < 0.1) 0.338 (p < 0.0%)
Diferencia méxima ohservada: 00,2066

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NROR PESO/ESTADIO=14 1 LONGITUD K
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Resultados

Diferencia nmdxima observada:

0.2066

NO S5E DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

SIGMA Ficha: 61 A:DOSIS1S " COND Base 1
BORDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KOLMOGOROV-SHIRNOV
VARIABLE MEDTA _WDESV. TIF.{ERR. EST. [MINIMQ MAXTIMOQ TAMARQ
PESO 0.10887 0.032042( 0.0082731 G.06 g.15% 15
Diferencis méx. tedrica: 0.304 (p < 0.1) 0.338 (p < 0.0%5)

NOR PESQ/ESTADIO=18

Diferencia mdx. tedrica:

Diferencia méAxina cbservada:

SICGMA Ficha: 61 A:DOSIS15 COND Base 1
=T ESTADISTICA BASICA =
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KOLMOGORCV-SMIRNOV
VARIABLE NEDIA DESV. TIP.|ERR, EST. lEIHIHO NAXIMO TAHARO
PESO 0.1l8 0.055857 0.0139641—_ 0.04 U.EEL 16

9.295 (p < G.1)

0.11196

NO 3E DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

0.327 (p < 0.05)

NOR PESO/ESTADIO=22
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3 LONGITUD N




Resultados

SIGMA Ficha: 61 A:DOSIS20 COND Bage 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV
VARIABLE MEDIA DESV. TIPF.|ERR. EST. |[MINIMO MAXTHMO TAMARO
LONGITUD 0.8092¢9 0.17336 0.046332 0.5 1.05 14
Diferencia nédx. tedrica: 0.314 (p < 0.1) 0.349 (p < 0.05)
Diferencia mdxima observada: 0.16436

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR LONGITUD/ESTADIO=10 3 LONGITUD N

SIGMA Ficha: 61 A:DOSIS20 COND Base 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE EOLMOGOROV-SMIRNOV
VARIARLE HEDIA DESV, TIP.|ERR. EST. |MINIMD MAXIMO TAMARD
LONGITUD 0.8 0.17321 0.044722 0.5 1.2 15
Diferencia médx. tedrica: 0.304 (p < 0.1} 0.338 (p < 0.05)
Diferencia mdxima observada: 0.16667

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR LONGITUD/ESTADIO=14 3 LONGITUD N
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Resultados

SIGMA Ficha: 51 A:DOSIS20 COND Base 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE ROLMOGOROV-SMIRKOV

VARIABLE [MEDIA 'DESV. TIP.|ERR. EST. |MINIMO HAXINO TANMANO
ESNGITUD 0.8725% D.14526 0.036315 0.7 1.2 16
Diferencia néx. tedrica:r 0.295 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.08)

Difersncia mAxima observada: 0.17492

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR LONGITUD/ESTADIO=18H 3 LONGITUD N

SIGMA Ficha: 61 A:DOSIS20 COND Base 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE ECLMOGOROV-SMTRRKOV-

VARIABLE MEDIA DESV. TIP.'ERR. EST. |MINIMO MAXIMO TAMARO
LONGITUT 1.15251 0.046547I 0.011637 1.05 1.22 1¢
Diferencia nédx. tedrica: 0,295 (p < 0.1} 0.327 (P < 0.05)

Diferencia médxima observada: 0.1235

NC SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR LONGITUD/ESTADIO=22 3 LONGITUD N
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Resultados

SIGMA Ficha:! 61 A:DOSIS20 COND Base 1

ESTADISTICA BASTCA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV

VARIABLE |MEDIA DESV. TIP.|ERR. EST. [MINTIMO MAXTMO TAMARO
VGLUKEN 2.075 2.0159513| 0.0052152 0.08 C.11 14
Diferencia ndx. teérica: 0.314 (p < 0.1} 0.349 (p < 0.0%)

Diferencia mdwima observada: 0.17254

NQ SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR VOLUMEN,/ESTADIC=10 3 LONGITUD N

SIGMA Ficha: 61 AIDOSIS20 COND Base 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAT

PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMEIRNOV-

VARIABLE MEDIA DESV. TIP.|ERR. EST. |[MINIMO MAXTMO TAMANO
VOLUNEN 0.08 0.023935( 0.0061721 0.05 0.12 15
Diferaencia max. tedrica: 0.304 (p < 0.1) 0.338 {p < 0.05)

Diferencia mdxima observada: 0.16193

NO SE¥ DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

ROR VOLUMEN/FSTADIO=14 3 LONGITUD N
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Resultados

SIGMA Ficha: 61 A:zDOSIS20 COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV
VARIABLE |MEDIA DESV., TIP.|ERR. EST. |MINIMO MAXINO TANARO
VOLUMEN 0.1425] 0.051704( ©.012926 0.08 .25 18

biferencia ndx. tedrica:

Diferencia mixima observada:

0.285 (p < 0.1)

0.26928

RO SE DETECTAN DIFBERENCIAS SIGNIPICATIVAS

0.327 (p < 0.05)

NOR-. VOLUMEN /ESTADIC=14

3 LONGITUD N

SIGMA Ficha: 61 A:DOSIS20 COND Base 1
EETADISTICA DASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NQRMAL
PRUEBA DE KOLMOGOROV~SMIRNOV:

VARIABLE MEDIA DESV. TIP.|ERR. EST. |XIKIMC MAXIMO TAMARD
VOLUMEN 0.18875% 0.04334 0.010835 0.11 0.3 16
Diferencia mdx. tedrica: 0.295 (p < 0.1} 0.327 (p < 0.08)

Diferencisa wmixima observada: 0.2101
NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR VOLUMEN /ESTADIO=22

3 LONGITUD K



Resultados

Diferencia miaxima observada:

0.19128

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

SIGMA Picha: 61 A:DOSIS20Q COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNQV
VARIABLE MEDIA DESV. TIP.{ERR. EST. |(MINIMO MAXTMO TAMARO
PESG 0.069286 0.018%9| 0.0049685 0.04 0.1 14
Diferencla mdx. tedrica: 0.314 (p < 0.1) 0.349 (p < 0.09)

HOR PESO/ESTADRIC=10

3 LONGITUD M

Diferenclia maAxims observada:

0.1517%

NO SE DETECTAN DIFERENRCIAS SIGNIFICATIVAS

SIGMA Fichas &1 A:DOSIS20 COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KOLMOGORQV=-SMIRNOV —
VARTARLE MEDIA DESV. TIP.|ERR. EST. |MINIMO MAXTIMC TAMARO
PESO 0.0B1333 0.031266] 0.0080986 0.04 0.15 15
Diferencia max. tedrica: 0.304 (p < 0.1) 0.338 (p < 0.05)

NOR PESQ/ESTADIC=14
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Resultados

SIGMA Ficha: 61 A:DOsSIsS20 COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KOLMOGOROV-SHIRNOV-

VARIABLE MEDIA DESV. TIP.lERR. EST. |MINIMO MAXIMO TAMARD
PESOQ ¢.1525 0.0523451 0.013086 0.08 0.25 16
Diferencia ndx. tedrica: 0,295 (p < 0.1) 0.327 (p < 0.05)

Diferencia maxima observada: 0.26905
RO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
NOR PESO/ESTADIO=18 3 LONGITUD R
SIGMA Ficha: 61 A:DOSI&20 COND Base 1
ey ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA CE KOLMOGORCV-SMIRNOV
LX’RIABLE MEDIA DESV. TIP.]|ERR. EBST. |HMINIMO MAXIMO TAMARGC
PESO 0.17125 0.026045] 0.0065112 0.1 0.22 16

Diferencia mix. tedrica:

Diferencia mAxina observada:

0.285 (p < 0.1)

0.24345

NQ SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

0.327 {p < 0.03)

NOR PESO/ESTADIC=22
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Resultados

SIGMA Ficha: 75 A:DOSIS0 COND Barne 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAIL
PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV:
VARIABLE |MEDIA DESV, TIP.|ERR. EST. |MINIMO MAXIMO TAMANQ
LONGITUD 1.5972| 0.079469| 0.018731 .1.45 T 1.7 18
l:iferencia mdx. tedrica: 0.379 (p < 0.1) 0.309 (p < 0.909)
Diferencia mdxima observada: 0.11271
NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR LONGITUD/ESTADIO=10

3 LONGITUD N

SIGMA Ficha: 75 A:DOSISO COND Base 1
ESTADISTTICA RASTICA
BOKDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

— FRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV-

VARIADLE MEDIA DESV. TIP. ERR. BST. |[MINIMD MAXTMO TAMARO
LONGITUD 1.6B95 0.075607 0.01734% 1.55 1.8% 19
Diferencia mAx. tedrica: 0,271 (p < 0.1) 0.301 {(p < 0.¢5)

Diferencia maéxima observada: 0.18148
NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR LONGTTUD/ESTADIO=14
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Resultados

SIGMA Ficha: 75 A:DOSISO COKD Base 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KQLMOGOROV-SMLRNOV

VARIABLFE MEDIA DESV. TIP.[ERR. EST. |MINIMO MAXIMO TAMARO
LONGITUD 1.7B58 0.11884 0.027264 1.6 1.95 19
Difarencia mAx. tedrica: 0.271 (p < 0.1} 0.301 (p < 0.05)

Diferencia mixima observada: 0.24122

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGHNIFICATIVAS

NQE LONGITUD/ESTADIO=18 3 LONGITUD N

SIGMA Ficha: 75 A:DOSISO COND Base 1

ESTADISTICA BASICA

BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL

PRUEBA DE KOLMOGOROV-SEMTRNOW-

VARIABLE MEDIA DESV. TIP.|ERR. BST. |[MINIMO MAXTHO TaMaNO
LONGITUD 1.9237 0.0603938 0.01398 1.8 %1 19
Diferencia mdx. tedricam: 0.271 (p < 0.1} 0.301 (p < 0.08)

Diferencia mixiwa cobservada: 0.17755

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR LONGITUD/ESTADIO=22 ’ 3 LONGITUD N
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Resultados

SIGMA Flicha: 75 A:DOQSISO COND Bage 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DR AJUSTE A UNA NORMAL
PRURBRBA DE XKOLMOGOROV-SMIRNOV-
VARIABLE MEDIA DESV. TIP.|ERR. EST. |MINIMO MAXINO LTAHAﬂO
VOLUMEN 0.215%6 0.023818[_0.0056141 0.18 Q.26 18
Diferencia max. tedrica: 0.279 (p < 0.1) 0.309 {(p < 0.058)
Diferencia mdxina cobservada: 0.24315
NO SE DETECTAN DIPERFNCIAS STGHIFICATIVAS
NOR VOLUMEN/ESTADIO=10 3 LONGITUD N
SIGMA Ficha: 75 A:DOSISO COND Basa 1
ESTADISTICA BASICA
BORDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KCLMOGOROV-SMIRNOV
VARIABLE MEDIA DESV. TIP.|ERR. BST. ;HINIMD MAY IMO TAMARO
VOILAMEN 0.24263 D.024909| 0.0057146 2.2 .28 19
Diferencia wax. tedrica: 0.271 (p < 0.1) 0.301 (p < 0.08)

Diferencia wadxima observada:

0.12053

NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NCR VODLUMEN,/ESTADICO=14

938

3 LONGITUD W



Resultados

SIGMA Ficha: 75 A:D0S1IS0 COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
BONKDAD DE AJUSTE A UNA NORMAT,
PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV:

VARIABLE MEDTAM DESV. TIP.|ERR. EST. |MINIMO MAXINO TAMARO
VOLUMEN 0.27211 0.041174 0.009446 0.22 9.35 19
Diferencia ndx. tedrica: 0.271 (p < Q.1) 0.301 (p < 0.05)

Riferencia mixima observada: n.17801
NO SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFLCATIVAS
NOR VOLUMEN/ESTADIO=18 1 LONGITUD N
SIGMA Ficha: 75 A:DOSISO CONRD Basa 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNQOV- T ]
VARIABLE WEDIA DESV. TIP.1ERR, EST. |HINIMO MAXIHD TAMARC
VYOLUMEN 0,.31632 0.029667 0.006806 0,25 0.35 19
Piferencla max. tedrica:z 9.271 {p < 0.1) 0.301 {(p < 0.05)

Diferencia maxima observada:

0.18251

NQ SE DETECTAN DIFERENCIAS STGHNIFICATIVAS

NOR VOLUMEN/ESTADIO=22
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Resulta

dos

Diferencia méxima observada:

SIGMA Ficha: 7% A:DOSISO COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
FRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOWV
VARIAEBLR MEDIA DESV. TIP.{ERR. EST. |MINIMO MAXIMO TAMARNG
PESD 0.21167 0.025495| 0.0060022 bD.1l6 0.27 18
Diferencia mix., tedrica: 0.279 (p < 0.1) 0.309 (p < 0.05)}

0.23194

NQ SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR PESO/ESTADIO=10D

3 LONGITUD N

SIGMA Ficha: 75 A:DOSISO COND Rage 1
ESTADISTICA BASICA —
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAIL
PRUEBA DE XOLMOGORCV-SMIRNOV

VARTABLE MEDTA DESV. TIP.|ERR. BST. |MINIMO MAXTMO TAMARO

PESOQ 0.23052 0.023915%] 0.0054B€5 0.2 0.28 ig

|

Diferencia mix. tedrica:

Diferencia mdxima cbservada:

0.271 {p < 0.1) 0.2301 (p < 0.05}

0.14377

NC SE DETBCTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

NOR PESO/ESTADIO=14

3 LORGITUD N
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Resultados

l SIGMA Ficha: 75 A:DASISO COND Base L—l
ESTADISTICA BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NCRMAL
PRUEBA DE KOLMOGOROV~SMIRNOV
[GARIABLE NEDIA DESV. TIP,|ERR. EST. |MINKIMO MNAXIMO TAMARO
F&BO 0.26737 ©.043313| 0.009%367 0.2 0.25 19
Diferancia waAx. tadrica: 0.271 {p < ©.1) 0.301 (p < 0.05%)

Piferencia néxima obsarvada:

o.la21

NC SE DETECTAN DIFERENCIAS SIGNIFTCATIVAS

NOR PESO/ESTADICO=18

3 LONGITUD N

NO SE DETECTAN DIFERENCTAS SIGHNIFICATIVAS

SIGMA Ficha: 7% AtDO3IS0 COND Base 1
ESTADISTICE BASICA
BONDAD DE AJUSTE A UNA NORMAL
PRUEBA DE KOLMOGORGCV=SMIRNQV.
VARTABLE MEDIA DESV. TIP.|ERR. EST. |MINIMO MAXTMO TAMARO
PESO 0.31105 0.023069| 0.00%52923 0.26 0.35 19
Diferencia mdx. tedrica: 0.27L {(p < 0.1} G.301 (p < 0.0%)
Diferencia mixima observada: 0.21039

NCR PESO/ESTADIO=22
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Resultados

SIGMA Flicha: 78 AIESTADLO COND Baze 1

ESTADISTICA BASICA

MNOMBRE MEDIA DESV. TIP.|TANARC MIRING MAXIMO TRANSF
MUESTRA 1 1.5972] 0.073469 18 1.45% 1.7

MUESTRA 2 1.2594 0.33624 1é 0.5 1.75%

MUESTRA 3 1.212; 0.30523 16 0.6 1.7

MUESTRA 4 1.2464 Q.2683 14 0.8 1.55 4
MUESTRA & 0.309291 0.17336 14 0-5 1.06

AN1 LONGITUD/DOSIS=0,/DCSIS=5/DOSIS=10/DOSIS=15,/DOSIS=20

SICMA Ficha: 78 AIESTAD1OD COND Bame 1

ANALISIS DE LA VARIANZA 1 FACTOR

FUENTE VAR |VARLANZA G.L. F PR NIVEL SIG.

FACTOR 1.2278 4 20.411; 3.729E-11|p < 0.001

ERROR n.nNé6ll5a6 71

TOTAL 6.12195 77

Media global = 1.2446

ANl LONGTITUD/DOSIS=D/DOSIS~5/DOSIS=10,/D0SI5=15/D0SI5=20

SIGMA Ficha: 78 A: ESTADLO COND Base 1

PRUEBA DE NEWHMAN-KEULS (VR = 0.061356, gl = 73)

VARIABLEL |[VARIABLE2Z |DIFERENCIA| Q EXPER. R Hiv. Sig.| Q@ TEOR.

MUESTRA 1 |MUESTRA 5 0.78794 12.6242 5(p « 0.01 4.7962
MUESTRA 1 |MUESTRA 1 0.38472 6.3928 4|p < 0.01 4.5783
MUESTRA 1 |MUESTRA 4 0.35079 5.6204 ifp < 0.0 4.2627
MUESTRA ] |MUESTRA 2 0.33785 5.6139 2|p < 0.0 3.747
MIESTRA 2 |MUESTRA 5 0.45009 7.0218 4ip < 0,01 4.5783
HUESTRA 2 |MUESTRA 3 0.046B75 £.75696 3{NO 3.2913
MUESTRA 2 |HUESTRA 4 0.01294% 0.20198 2| NO 2.823%
MUESTRA 4 jMUESTRA % C.43714 6.6031 I[p < 0.01 4.2637
HUESTRA 4 {MUESTRA 3] 0.03392% 0.52932 2{NO 2.8235
MUESTRA 3 |MUESTRA S 0.40321 6.2905 2]p < 0.01 3.747

ANl IORGITUD/DOSIS=0/DOSIS=S/DOSIS=10,/DOSIS=18 /DUSIS=20
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Resuitados

SIGHA Ficha: 78 AIESTAD1IO COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
NOMBRE MEDIA DESV. TIP.|TAMARC MINIMO MAXINO TRANIF
HUESTRA 1 0.215586 0.02)818 18 0.l18 0.26
MUBSTRA 2 0.15%062 0.063505 16 0.05 0.25
MIFESTRA 2 0.14625 C.0592013 16 0.06 Q.23
KUESTRA 4 0.115 D.0D48625 14 0.05 Q.24
MUESTRA 5 0.075 0.019513 14 0.0% 0.11 J
AN1 VOLUMEN/DOSIS=0/DOSIS«%/DOSIS=10/DOSIS«15/DOSIS=20
SIGMA Picha: 78 A:ESTADIO COND Base 1
ANALYSIS DE LA VARIANZA 1 FACTOR -
FUENTE VAR|VARIANZA G.L. F PR NIVEL SIG.
FACTOR 0.042B33 4 19.7383| 4.820E-11|p < 0.001
ERROR 0.00217 73
TOTAL 0.0042824 77
Media glcohal = 0.14474

AN1 VOLUMEN/DOSIS=0/DOSIS=5/DOSIE=10/DOSIS=15/D0S]S=20

SIGMA Ficha: 78 ATESTAD1O COND Base 1
PRUEBA DE NEWMAN-KEULS (VR = 0.00217, gl = 73)

VARTABLE1l ;VARIABLE2 |DIFPERENCIA| Q EXPER. R Riv. sig.| @ TEOR.
MUBSTRA 1 |MUESTRA 5 0.14056 11.9744 S5|p < 0.01 4.79%62
HOESTRA 1 |MUESTRA 4 0.130k6 8.5667 4|p < 0.01 4.5783
MUBSTRA 1 [MUESTRA 3 0.069306 6.1236 3lp < 0.01 4.2627
MUESTRA 1 |MUESTRA 2 0.0654%31 5.737 2(p < €¢.01 .17
HUESTRA 2 |(MUESTRA 5 0.075625 £.273% 4lp < 0.01 4,578B3
MUESTRA 2 |MUESTRA 4 0.Q35625 2.%55) 3|NO 3.2913
MUESTRA 2 |MUESTRA 3 D.0D4375 0.37567 2|NQ 2.8235
NMUESTRA 3 |MUESTRA S 0.07125 5.9166 3|p < 0.01 4.2627
HWUESTRA 3 |MUESTRA 4 0.03125 2.5924 2| ND 2.8235
MUESTRA 4 |WUESTRA 5 0.04 3.2128 2|lp < 0.09 2.8235

AN1 VOLUMEN/DOSTS=0/DOSIS=5/BOSIS=10/D03T3=15/DCSTIS=20
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Resultados

SIGMA Ficha: 78 A:ESTADLD COND Baue 1
F ESTADISTICA BASICA
(NOHBRB MEDIA ’DESV. TIP. | TAMARO MINIMHO MAXTIMO TRANSF
MUESTRA 1 0.21167[ 0.0254495 18 0.1l6 Q.27
MURSTRA 2 0.16938 U.069038 16 0.04 a.28
MUESTRA 3 0.15063 Q.070187 16 0.04 0.2%
MUESTRA 4 0.10641 0.047167 14 0.04 0.22
MUESTRA 5 0.069286 0.01859 14 c.a4¢ 0.1
ANl PESC/DCSIS=0,/DOSIS=5/008SIS~=10/NOSIS=15/DOSIS=20
SIGMA Ficha: 78 A:ESTADIO COND Basa 1
ANALISTE DE LA VARIANZA 1 FACTOR
FUENTE VAR|VARTANZA G.L. F PR NIVEL SIG.
FACTOR 0.047754 4 18.3619| 1.774E-10|p < 0.001
ERRCR ¢.00260Q7 73
TOTAL 9.0Q49462 771
Media global = 0.14s073
ANl PESC/DUSIS=0/DOSIS=5/DOSIS=10,/DOSIS=15,/I20815=20
SIGMA Picha: 78 A;ESTADL1G COND Basa 1|

== PRUEBA DE NEWMAN-KEULS (VR = 0.0026007,

gl = 73) e

b s

VARIABLEL |VARTABLEZ |DIFRRENCIA| ¢ EXPER. ® | Niv. 8ig.| Q TEOR-

MUESTRA 1 [MUESTRA 5 0.14238 11.0802 5(p < 0.01 4.7963
MUESTRA 1 jMUESTRA 4 0.10%24 8.1897 4(p < 0.02 4.578)
HUESTRA L |WUESTRA 3 0.061042 4.9267 ilp < o.oa 4.2627
MUESTRA 1 |(MUESTRA 2 0.042292 3.4131 2|p < 0.05 2.821%
MUESTRA 2 (MUESTRA S 0.10009 7.5B44 ilp < 0.01 4.5783
MUESTRA 2 |MUESTRA 4 0.062946 4.76%2 3{p < 0.01 4.2627
MUESTRA 2 |MUESTRA 3 0.0187% 1.4707 2iNO 2.8235
MUESTRA 3 |MUESTRA 5 0.0812339 6.1636 3|p < .0l 4.2627
MUESTRA 3 |MUESTRA 4 G.044196 1.349 2ip < 0.05 2-B213%
HUESTRA 4 [MUESTRA 5 0.037142 2.7252 2RO 2.8235

ANl PESO/DOSIS=0/DOSIS=5/D0S1IS=10/00515~15/D05T5=20
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Resultados

SIGMA Ficha: Bl A:ESTAD14 COND Bage 1
ESTADISTICA BASICA
- —
NOMBRE MEDIA DESV. TIP.|[TAMARC HININO MAXTMO TRANSF
MUESTRA 1 1.6885 0.075607 19 1.55 1.85
MUESTRA 2 1.2219 0.1402 16 1 3.45
MUESTRA 3 1.05.{1T 0.1441 16 0.8 1.3
I . —1
MUESTRA @ 0.91 0.1168 159 .7 1.1
1 e
MUESTRA S 0.8 a.,17321 15 0.5 1.1
ANl LONGITUD/DOSIS=0/D0SIS=5/DOSIS=10/DOSISw=15/DOSIS=20
l SIGHMA Ficha: 81 A:ESTADL 4 COND Bage 1
ANALISIS DP LA VARIANZA 1 FACTOR —=
FUENTE VAR |VARIANZA Gc.L. ® FH NIVEL SIG.
FPACTOR 2.1129 ) 121.5%18 tip < 0.001
ERROR 0.0171383 76
TOTAL 0.122158 80
Media global = 1.1621
MAH1 LONGITUD/DOSIS=0/DOSIS=5/DOSIS=10,/DOSIS~15/DOSIE=20
SIGMA Ficha: B1 ATESTAD14 COND Bage 1
— PRUEBA DE NEWMAN-KEULS {VR = 0.D173B3, gl = 76)
VARIABLE1l |VARIABLEZ |DIFERENCIA| Q EXPER. Niv. Sig.| Q TEOR.
MUESTRA IAWHUBSTRA 5 0.88947 27.6231 5lp < 0,01 4.7907
MUESTRA 1 |MUESTRA 4 0.77947 24.207 4|p < 0.01 4.5733
MUESTRA 1 |NMUESTRA 3 0.63615 20.1166 I|lp < 0.01 4.2587
MUESTRA 1 |MUESTRA 2 0.4676 14.782 Zip < 0.OL 3,744
MUESTRA 2 |MUESTRA 5 0.42188 12.5912 4|p < 0.01 4.5733
MULSTRA 2 |MUESTRA 4 0.31188 9.3083 3(p < 0-01 4.2587
KUESTRA 2 |MURSTRA 3 0.1587% $.119%7 2jp < 9.01 3.784
MUESTRA 3 |MUESTRA 5 ©.25313 7.5%547 3jp < 0.01 4.2587
MUESTRA 3 |MUESTRA 4 Q,14313 4.2717 Z2lp < 0.01 3.744
YUESTRA 4 (MURSTRA 5 .11 3.2313 2ip < ©.0S9 2.822
L e

AN1 LONGITUD/DOSIS=0/DOSIS=5/DOSIST10/00815=15/00S1S=20
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Resultados

SIGMA Ficha: §1 A:ESTAD1 4 COND Base 1 I
ESTADISTICA BASICA —
NOMBRE MEDIA DESV. TIF.|TAMARO MINIMO MAXIHO TRANSF
MUESTRA 1 0.24281 0.,024909 19 0.2 0.28
MUESTRA 2 0.15875 0.04334 16 0.1 0.25l
MUESTRA 3 0.13%561 O.G45121 16 0.07 0.2
MUESTRA 4 1 0.096667 D.030861 15 a.os G.15
W —
MUBSTRA % c.08{ 0.021905 15 0.08% 0.12
AN1 VOLUMER/DOSIS=0/DOSIS=5/DOSTS5=10/D05IS=15,/D0ST5=20
SIGMA Ficha: Bl A:ESTAD14 CCND Basg¢ 1
ANALTSIS DE Ix VARTANZA I FACTOR
FUENTE VAR |VARIANZA G.T.. |4 PR WIVEL SIG.
FPACTOR 0.070832 4 55_5717 O(p < 0.001
ERRCR 0.00L2746 76
TOTAL 0.00475925 80
Media glcbal = 0.14778
ANl VOLUMEN/DOSIS=(0/DOSI1S=5/DASIS=10/DOSTS=15,/D0SIS=20
SIGMA Ficha: Bl ATESTAD14 COND Base 1

PRUEBA OE HEWMAN-KEULS (VR = 0.0012746, gl = 76)
VARIABLEl {VARIABLRZ2 |DIPERENCIA| Q EXPER. R Kiv. Sig.| @ TEOR.

MUESTRA 1 |MUESTRA 5 D.16263 18,6515 5ip < D.01 47907
MUESTRA 1 |MUBSTRA 4 0.14586 16.7401 4ip < 0.01 4.5733
MUESTRA 1 [MUESTRA 3 0.10701 12.4922 Jip < 0.01 4.3%87
MUESTRA 1 [MUESTRA 2 0.083882 9.7928 2{p < 0.01 31.744
MUESTRA 2 [MUESTRA § 0.07875 B.6796 4|p < 0.D1 4.5733
MURSTRA 2 |MUESTRA 4 0.062083 6.8427 3lp < 0.01 4.2587
MUESTRA 2 | MUESTRA 3 0.023125 2.59089 2| NO 2.822
MUESTRA 3 |MUBSTRA 5% 0.055625 6.1309 IJ|lp < 0.01 4.2587
MUESTRA 3 |MUESTRA 4 G.036958 4.2939 2lp < 0.01 3.744
MUESTRA 4 |MUESTRA 5 0.016667 1.808 2|KO 2.822

AN1 VOLUMEN/DGSIS<0/DOSIS=S,/DOSIS=10/D0SIS=15/DOSTIS=20
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Resultados

SIGMA FPicha: Bl AIESTADLIA CORD Bage 1
ESTADISTTICA BASICA
NOMBRE MEDIA DESV. TIP. |TAMARO MYNIHO HANIMO TRANSP
MUESTRA 1 0.23057 0.023315 19 0.2 0.28
MUESTRA 2 0.14875 0.032838 16 0.1 0.2
MUESTRA 7 0-13875 0.043011 16 Q.07 0.2
MUESTRA 4 0.10867 0.032042 15 0.06 0.15
Luut:sm 5 l 0.0813331| 0.011166 15 0.04 a.1%
ANl PES0/DOSIS=0/DOSIS=S/DOSIS=10/DOSIS=15/DOSIS=20
SIGMA Ficha: 81 A'ESTAD1S COND Base 1
ANALISIS CE LA VARIANZIA 1 FACTOR
FPUENTE VAR|VARIANZA G-L. F FR NiVEL SIG.
YACTCR 0.055%91 [t 51.6476 o|p < €¢.001
ERROR 0,0010841 76
TOTAL 0.00382%4 2Q
Media global = 0.14407
ANl PESO/DOSISa0/DQSIS=5/DOS1S5=10/DOSIS=15/D0OSIS=20
SIGMA Ficha: 81 ArESTADL 4 COND Base 1
PRUERPA DE NEWMAK-KEULS (VR = 0.0010841, g1 = 78)
VARIABLEl |VARIABLEZ |DIFEREKCIA| Q EXPER. R | Wiv. sig.| Q TEOR.
MURSTRA 1 |MUESTRA 5 n.14919 18.5529 5ip < 0.01 4.7907
MUESTRA 1 |MUESTRA 4 D.l2188 15.1539 4ip < 0.0 4.5731
MUESTRMA 1 |MUBSTRA 1 0.10178 12.8834 3(p < 0.01 L.2587
MUESTRA 1 |MUESTRA 2 0.08177%6 10.3517 2ip € 0,01 3.744
MUESTRA & |MUBSTRA &5 0.067417 a.0%87 4lp < 0.01 4_5713
MUESTRA 2 [MUESTRA 4 2.040083 4.7%04 Alp < 0.0) 4.2587
MUESTRA 2 |MUESTRA 3 0.02 2.4297 2 (w0 2.822
MUESTRA 3 |[MUBRSTRA 5 0.0Q7417 5.6866% 3fp < g.01 4.2587
MUESTRA 3 |MUBSTRA 4 0.0200a3 2.4002 z|wo 2.822
MUESTRA 4 |MUESTRA 5 0.027333 3.2152 2lp < 0.05 2.822

ANl PESQ/DC3IS=0/DOSIS=5/D0SIS=10/DOSIS=15/DCSIS=30
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Resultados

SIGMA Ficha: 85 A*ESTADLS COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
1
NOMBRE NEDTM DESV. TIP.|TAMANO MINIMG MAXTMO TRANSF
—
NUESTRA 1 1.7868 0.11884 18 1.6 1.95
3
MUBSTRA 2 1.3523 0.,24461 17 0.9 1.7
! — -
MUESTRA 3 1.1147 0.17657 {i{ 0.8 1.3;
MUESTRA 4 1.0438 0.065511 16 0.85 1.2
WUESTRA 5 Q.9725% 0.14528 16 0.7 1.;
ANl LAONGITUD/DOSIS=0/00818=5/D0SIS=10,/D0S18=15/D0SIS=20
SIGMA Fichea: 85 A:ESTADLS COND Base 1
ANALISIS DE IA VARTANZA 1 FACTOR
FUENTE UAEJVARIANZA G.L. F PR NIVEL SIG.
FACTOR 1.9592 4 7¢.9492 0lp < C.001
ERROR 0.026141 80
[?OTAL ¢.11819 84

Media glopal = 1,2725

AN1 LONGITYUD/DOSIS—0/DASI1S=5/DOSIS=10/DOSIS=15/DOSIS=20

T T

SIGMA Ficha: BS A:ESTAD18 COND Hage 1
PRUEBA D¥ NEWMAN-KEULS (VR = 0.026141, gl = 80)

VARIABLELl |VARIABLEZ |DIFERBNCIA] Q EXPER. R Hiv. Sig.j 9 TEOR.
MUESTHEA 1 [MUESTRA 5 D-B1434 20,9926 Slp < 0.01 4.,7833
MUESTRA 1 |MUPSTRA 4 0.74309 19.15%8 4ip < 0.01 1.5667
MUESTRA 1 [MUESTRA 3 0.67214 17.6102 Ilp < 0.01 4.25313
MUESTRA 1 jMUESTRA 2 0.433% 11,3682 2|p ¢ 0.01 3.74
MUESTHA 2 [MUESTRA S 0.28044 9.5537 4ip < 0.01 4.5667
MUESTHA 2 |MUESTEA 4 0.30919 T.7h44 lp < 0.8 4,251
HUESTRA 2z |MUESTRA 3 0,23B24 6.0754 2lp < Q.01 3.74
HUESTRA 3 |HUESTRA & 0.14221 J.5711 Jfp < 0.05 1.3B67
MUESTRA 3 |MUESTRA 4 0.070956 1.7819 2iND 2.82
MUESTRA 4 |MUESTRA 5 0.07125 1.7627 2 NO 2.82

ANl LONGITUD/DCSIS=0/DOSIS=5/DCSIS=10,/DOSIS=15,/D0515=20
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SIGMA Ficha: B85 AIESTADLA COND Base 1
ESTADISTICA BASICA
r” - - _—r
NOMBRE MEDIA BESV. TIP,|TAMANO MININO MAXTMO TRANSF
NUESTRA 1 0.27211 0.041174 19 0.22 a.35
4|
MUESTRA 2 C.20647 Q0.067356 17 0.1 0.3
] —
NUESTRA 2} 0.18824 0.080563 17 0.06 0.3
MUESTRA 4 £.15438 0.01669L 16 0.1 0.25
MUESTRA 5 0.1425 0.051704 16 0.08 0.25
. S ——
AN1 VOLUMEN/DOSIS=0/DOSIS=5/D0SIS=10,/DOSIS*15/DC515=20
I SIGMA Picha: 85 A:ESTADLS COMD Base ;_H
ANALISIS DE LA VARIARZA 1 PACTOR
FUENTE VAR|VARIANZA G.L. F PR N1VEL SIG.
FACTOR 0.046811 q 13.9531] 1.118E-08(p < 0.Q0L
ERROR 0.0033496 80
TOTAL 0.,0054012 B4
Media global = 0.19565
AN1 VOLUMEKR/DOSIS=0/DOSIS=5%/DOSIS=10/DOSIH=15/DOSIS=30
5IGHMA Ficha: 85 A;ESTADIB COND Bose 1

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS (VR = 0.0033406, gl = 8D)
VARIABLE! |VARIABLE2 |DIPFRENCIA| Q EXPER. R Niv. Sig.| Q TEOR.

-

MUESTRA 1 |NUESTRA 5 0.12961 9.3461 5]p « 0.01 4.7833
MUESTRA 1 |MUESTRA 4 0.11771 8.48%8 4tp < 0.01 4.5667
MUESTRA 1 |MUESTRA 3 0.08387 6.137 J|p <« 0.01 4.25313
MUESTRA 1 |WUESTRA 2 0.065635 4_810% 2)p < 0.01 3.74
WUESTHA 2 |NUESTRA 5 0.06397L 4.4918 4lp < 0.05 1.7367
MUESTRA 2 |MUESTRA 4 0.052096 3.6596 1|lp < 0.05 3_3867
MUESTRA 2 |MUESTRA 3 D.Qre23% 1,30Q09 2 NO 2.82
HUESTRA 3 |MUESTRA 5 0.045715 3.2128 3RO 3.3887
MUESTRA 3} [MUESTRA 4 0.033B¢ 2.31786 2(No 2.82
MUESTRA 4 |MUESTRA S 0.011875 0.82183 2| ND 2.82

AN1 VOLUMEN/DCSI5=0/DOSIS=5/DOSIS=10/DOSIS=15,/DOST3=20
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SIGMA Picha: B85 AESTADLG COND Base 1

ESTADISTICA BASICA

NOMBRE MEDIA DESV. TIP.|TAMARO MINIMO MANTNG TRANSP
MUESTRA 1 0.26737{ 0.0433113 1% 0.2 $.35
MUESTRA 2 0.3.9529 0.06084 17 0.1 0.28
MUESTRA 3 o.1aseap 0.069826 17 Q.06 0.28
MUZSTRA 4 6.17] 0©0.020332 16 0.1 Q.32
MUESTRA 5 0.1525| 0.052345 16 0.08 0.25

AN1 PESO/DOSI8=0/DORIS=5/DDEIS=]10/DOSIS=15/DOSIS=20

SIGMA Ficha: BS AtESTAD1SE COND Baza 1

ANATLISIS DE LA VARIANZA 1 FACTOR

FUENTE VAR|VARIANZA ] G.L. F PR NIVEL SIG.
FACTOR g.034993 4 12.3569| 7.146E-08|p < 0.001
ERROR G.OOZB2JEI B0
TOTAL 0.00435OQJ a4

Media global = 0.1%671

ANl PERQ/DCOSIS=C/DOSIS=5/DOSIS=10/0051S=15/D0SIS=20

S5IGMA Ficha: BS A:ESTADLD CORD Baxe L

r—re———ae—= PRUEBA DE NEWMAN-KEULS (VR = 0.0028238, gl = EBQ)
YARIABLEY |VARIABLEZ |DIFERBHCIA| @ EXPER. R ¥iv. 5ig.| G TEOR.

MUESTRA 1 |MUESTRA % 0.11487 3, 0099 5lp < 0.01 4,7833
MUESTRA 1 |MUESTRA 4 0.09%7368 7.6369 4lp < .01 4.5667
HUESTRA 1 |MUESTRA 3 0.0BL4B6 6.4958 3lp < 0.01 4,2533
MUESTRA 1 |MUESTRA 2 0.072074 5.745% 2lp < .01 3.7
WUESTRA 2 |{MUESTRA S Q.042734 3.2697 4 NG 3.7367
MUESTRA 2 |MUESTHA 4 0.025294 1.9326 I NQ 3.3867
MUESTRA 2 |MUESTRA 3 0.00%4118 D.73026 2| NO 2.82
MUESTRA 3 JMUESTRA 5§ 0.033382 2.5506 3| HO 3.3867
MUESTRA 3 |MUESTRA { 0.0158382 1.2135 21ND 2.82
MUESTRA § |MUESTRA 5 0.0175 1.3173 2 |NT 2.82

AN1 PESC/DOSIS=0/DOSIS=5/DOSIS=10/DOSIS=15/DOSIS=20
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SIGHA Ficha: 85 AESTADZ2 QOND Base 1
ESTADISTICA BASICA
NOMBRE MEDTA DESV. TIP.|TAMARG NININMO MAXINO TRANSF
MUESTRA 1L 1.9237 0.060938 19 1.8 2
MUESTRA 2 1.5 0.1145%% 17 1.3 1.8
MUESTRA 3 1.3294 0.10906 17 1.2 1.5
MUESTRA ¢ 1.1719 Q.1653 16 a.7 1.4
MUESTRA S 1.15258 0.046547 16 1.08 1.22
ANL LONGITUD/DOSIS=0/DOSIS~S/DO515=10/D0SI5=15/DOSIS5=20
SIGMA Ficha: B% ASESTAD22 COND pase 1
AMALISTS DE LA VARIANZA 1 FACTOR
FUENTE VAR|VARIANZA G.L. F PR NIVEL SIG.
FACTOR 1.75%8 4 157.9638 Dip < 0.00C1
ERROR 0.011368 B0
TOTAL 0.096342 84
Media globael = 1,42334
d
ANl LONGITUD/DOSIS~Q/DOSIS=S/DOSYS=10/D0SIS=1% /DOSIS=20
8IGMA Ficha: BS AESTAD22 CORD Base 1
ANALISTIS DE 1A VARIANZA 1 FACTOR
FUENTE VAR|VARIANZA G.L. F PR NIVEL SIG.
FACTOR 1.7958 4 157.9635% 0lp < 0,001
ERROR 0.011368 80
TOTAL 0.096342 a4

Media global = 1.4334

AN]1 LONGITUD/DOSIS=0/DOSIS=5/DOSIS=10/D0SIS=1%/DO3IS=20
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SIGMA Ficha: &S AtESTADZZ COKRD Base 1
—== ESTADISTICA BASICA
NOMBRE MWEDIA DBSV. TIP. | TAMANO NINIMC MAXIMO TRANSF
MUESTRA 1 a4.31632 0.0298A87 i9 0.25% .35
MUESTRA 2 0.23704 0.022013 17 0.1 0,28
MURBTRA 3 Q.23118 0.021179 17 6.2 0.25
MUBSTRA 4 G.185 O, 0730% 1¢ 3.45 0.3
MDESTRA 5 D.LaB75 0.04334 16 .11 0.3
AN1 VOLUMEN/DOSIS=0,/D0SIS=5/DOSIS=10/D0SIS=15/DOSI5=20
SIGNA Ficha: 85 AESTAD22 COND base 1
ANALISIS DE LA VARIANZA | FACTOR *x
FUENTE VAR|VARTANZA G.L. F PR HIVEL SIG.
—— —t R m——
FACTOR D.u50D43 q 28.8127 alp < 0.00L
ERROR 0.00173680 80
TOTAL 0.0040371 84
Nedia global = 0.23471
ANL VOLUHEN}DUSIS=D/DOSIS=5/DOSIS=10/DOSIS-15/DGSIS=20
SIGKA Ficha: 85 A:ESTADZ22 COND Base 1
o ..« PRUEBA DE NEWMAN-KEULS (VR = 0D.0017368, gl = BD)
VARTABLE1 |VARIABLE3 |DIFERENCIA| {Q EXPER. R Niv. sig.| Q TEOR.
MUESTRA 1 |MUESTRA 4 0.13132 13.1328 S(p < 0.01 4.78313
MUESTRA 1 |MUEBSTRA 5 0.127257 12.7577 4ip < 0.01 4.5667
MUESTRA L {MURSTRA 3 0.085129 g.654 ilp < o.01 4.2513
MUESTRA 1 [MOESTRA 2 0.079257 8.0561 2lp < 0.01 3.74
MUESTRA 2 |MUESTRA 4 0.05205% 5.0718 4i{p < €.0L 4.5667
WUESTRA 2 |MUESTRA S 0.04B309 4. 7064 3tp < 0.0L 4,2533
NUESTRA 2 |MUESTRA 3 0.0058824 0.58136 ZINO 2.82
MUERSTRA 3 |MURSTRA 4 0.6046178 4.49B7 Jlp < 0.01 4.2532
MUESTRA I {MUESTRA 5 0.082426 4.1332 2|p < 0.01 3.74
MUESTRA S5 |MUESTRA 4 0.00375 0.35993 2| NO 2.82

AN1 VOLUMEN/DOSIS=0/D0S5IS=5/DORIS=10/D0SIS=]15/DOSIS=20
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SIGMA Ficha: 85 ATESTADZZ COND Bane 1
ESTADISTICA BASICA
e
NOMBRE MNEDIA DESV. TIP.|TAMARG MINIMO HAXINO TRANSF
NUHSTRA 1 0.311058 ¢.023069 19 0.26 D.35
B B ——
HUESTRA 2 0.24176 0.02%0%9 17 a.2 0.3
MUESTRA 3 0.21176 0.018109 17 .18 .25
[ |-
MUESTRA 4 g.18 0.05%857 1s 0.04% O'EJ
MUESTRA 5 0.17125 0.026045 16 0.1 0.22
AN1 PESD/DOSIS=0/DOSIS=5/DOSI%=10,/D081515/DOSIS«20
B8IGMA Ficha: A3 A*ESTAD22 COND Baze 1
o ANALISYIS DE LA VARIANZA 1 FACTOR
FUENTE VAR| VARIANZA G.L. F FR NIVEL 321G,
FACTOR 0.065446 4 631.3679 o|p < 0,001
ERROR 0.0010231 ag
TOTAL 0.0040%08 a4
Mecia glaobal = D,2225%
AN PESO/DOSIS=Q/DOSIS=5/DG815=18/DASIS=15/D3SI8=20
SIGMA Ficha: 8% AsESTAD22 COND Base 1
s e PRUEBA DE NEWMAN-KEULS (VR = 0. 00113231, gl = 80] ———————
VARIABLE]l |VARTARLE2 !DIFERENCIA] Q EXPER. ¥iv. 5ig.| Q TEOR.
MUBSTRA 1 |MUBSTRA 4 0.1510% 19.6822 Sip < Q.41 4.78133
a,2169 4 < 0.01 4.5667
MUESTRA 1 |MUESTRA 5 0.1198 18, P
MIESTRA 1 (MUESTRA 3 0.099288 13.1493 ilp < 0.01 4.25?3
MUESTRA 1 |[MUESTRA 3 0.069288 9.1762 2|lp < 0.01 3.-74
WJESTHA 2 |MUESTRA & 0.081765 10.3788 4{p < 0.01 4,.5667
MUESTRA 2 |MUBSTRA 5 D.070615% 8.9508 3lp < C.01 4.2533
MUESTRA 2 |MUESTRA 2 3.03 3.8671 2|p <« 0.01 3.74
MUEBSTRA 3} |HUESTRA 4 0.051765% 6§.5708 3 < 0_G1 4.2513
HUBSTRA 3 |MUESTRA S G.040515 5.1428 2|p < 0.02 .74
MUESTRA % [MUESTRA 4 D.C1135 1.406% 21 HO 2.82

AN1 DESO/DOSIS=C/DOSIS=5/DOSIS=10/D0SIS=18/DOSTS=20
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A.- RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
DE LONGITUD DE LOS EMBRIONES EXPERIMENTALES,

1.-En el estadio 10 de H.H.: El andlisis de la varianza denota
diferencias significativas (P < 0.01) entre los embriones testigos y todos
los inyectados con el producto {dosis de 5, 10, 15 0 20 mcl.), asi como
entre los inyectados con dosis de 5, 10 y 15 mcl. respecto a los tratados

con 20 mel.

2.-En el estadio 14 de H.H.: El anilisis de la varianza denota
diferencias significativas (P < 0.01) entre los embriones testigos y todos
los inyectados con el producto (dosis de 5, 10, 15 o 20 mcl.), asi como
entre los inyectados con dosis de 5 mcl.respecto a los tratados con 10,
15 y 20 mcl., y entre los tratados con 10 mcl. respecto a los que

recibieron 15 y 20 mcl.

3.-En el estadio 18 de H.H.: El andlisis de la varianza denota

diferencias significativas (P < 0.01) entre los embriones testigos y todos
los inyectados con el producto (dosis de 5, 10, 15 0 20 mcl.), asi como
entre los inyectados con dosis de 5 mcl.respecto a los tratados con 10,
15y 20 mcl.

4.-En el estadio 22 de H.H.: El andlisis la varianza denota

diferencias significativas (P < 0.01) entre los embriones testigos y todos
los inyectados con el producto (dosis de 5, 10, 15 0 20 mcl.), asi como
entre los inyectados con dosis de 5 mcl.respecto a los tratados con 10,
15 y 20 mel, y existen también diferencias significativas (P < 0.01) entre

los tratados con 10 mcl. y los tratados con 15 y 20 mcl.



Resuitados

B.- RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
DE VOLUMEN DE LOS EMBRIONES EXPERIMENTALES.

1.-En el estadio 10 de H.H.: EIl an4lisis de la varianza denota

diferencias significativas (P < 0.01) entre los embriones testigos y todos
los inyectados con ¢l producto (dosis de 5, 10, 15 o 20 mcl.), asi como
entre los inyectados con dosis de 5 y 10 mcl.respecto a los tratados con
20 mcl.

2.-En el estadio 14 de H.H.. El andlisis de la varianza denota
diferencias signiftcativas (P < 0.01) entre los embrionestestigos y todos
los inyectados con el producto (dosis de §, 10, 15 0 20 mcl.), asi como
entre los inyectados con dosis de 5 y 10 mcl.respecto a los tratados con
15 y 20 mcl.

3.-En el estadio 18 de H.H.: El analisis de la varianza denota

diferencias significativas (P < 0.01) entre los embriones testigos y todos
los inyectados con el producto {dosis de 5, 10, 15020 mcl.), y diferencia
con menor nivel de significacién (P < 0.03) entre los inyectados con

dosis de 5 mcl.respecto a los tratados con 15 y 20 mcl.

4 -Fn ¢l estadio 22 de H.H.: El andlisis la varianza denota

diferencias significativas (P < 0.01) entre los embriones testigos y todos
los inyectados con el producto (dosis de 5, 10, 15 0 20 mcl.),asi como
entre los inyectados con dosis de 5 y 10 mcl.respecto a los tratados con
15 y 20 mcl.
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C.- RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATQS
DE PESO DE LOS EMBRIONES EXPERIMENTALES.

1.-En el estadio 10 de H.H.: El andlisis de la varianza denota

diferencias significativas (P < 0.01) entre los embriones testigos y los
inyectados con el producto a dosis de 10, 15 0 20 mcl., asi como entre
los inyectados condosisde 5 y 10 mcl.respecto a los tratados con 20 mcl.

2.-En el estadio 14 de H.H.: El andlisis de [a varianza denota

diferencias significativas (P < 0.01) entre los embriones testigos y todos
los inyectados con ¢l producto (dosis de 5, 10, 15 0 20 mcl.), asi como
entre los inyectados con dosis de 5 mcl.respecto a los tratados con 15 y
20 mcl., y entre los inyectados con 10 mcl. respecto a los de 20 mcl.

3.-En el estadio 18 de H.H.: El anilisis de la varianza denota

diferencias significativas (P < 0.01) entre los embriones testigos y todos
los inyectados con el producto a dosis de 5, 10, 15 0 20 mcl. No hubo
diferencias significativas entre los embriones inyectados con distintas

dosis del producto.

4.-En el estadio 22 de H.H.: El andlisis la varianza denota
diferencias significativas (P < 0.01) entre los embriones testigos y todos
los inyectados con el producto (dosis de 5, 10, 15 0 20 mcl.), asi como
entre los inyectados con dosis de 5 mcl.respecto a los tratados con 10,
15 y 20 mcl., y entre los inyectados con 10 mcl. respecto a los que

recibieron 15 y 20 mcl.
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ESTUDIO DE LAS MALFORMACIONES

En nuestro trabajo de investigacion hemos comprobado la produc-
cidn, por parte del agente en estudio, el interferdn-alfa-2b, una serie de
alteraciones morfolégicas en el desarrollo embrionario, tal y como se

refleja en el cuadro general de resultados anteriormente expuestos.

Para una vision global de las malformaciones obtenidas, hemos
agrupado los embriones afectados por alguna malformacién, segiin el
estadio en que se inyectd el interferdn alfa-2b, y la dosis utilizada. Los
resultados que tuvimos los reflejamos en un diagrama de barras, siendo
el valor del eje Y el nimero de embriones que presentaron una o mds de

las anomalias que después describiremos.

En el estudio de estos resultados no hemos incluido aquellos
embriones experimentales que transcurridas 48 horas de 1a administra-
cién del fdirmaco, se encontraban muertos, aunque se apreciaran en ellos
algin tipo de anormogénesis. Por tanto los datos expuestos en la grédfica
reflejan sélo y exclusivamente el estudio de las malformaciones ocurri-

das en los embriones experimentales supervivientes.
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MALFORMACIONES
POR ESTADIOS Y DOSIS

DOSIS Smel.22, 5 |
DOSIS 10mecl. D ’
DOSIS 15mcl. =8| 10
DOSIS 20mcl.@ 11 | 11 | 7 |
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Como se puede apreciar en el grdfico de malformaciones expuesto,
el mayor numero de éstas se produjeron en los estadios 10y 14 de H.H.,
disminuyendo considerablemente su frecuencia de presentacién en los
estadios 18 y 22 de H.H.

Respecto a las dosis utilizadas dentro de cada estadio, se puede
objetivar un incremento del nimero de malformaciones al aumentar la
dosis. Este aumento fue estadisticamente significativo (P < 0.01) en el
estadio [0y 14 de H.H., en los que para la dosis 5 mcl. se produjeron
5 embriones con alguna malformacién de los 16 y 14 supervivientes
respectivamente, esto es, un 31% de embriones malformados en el
estadio lOH.H., yun35% enelestadio 14 H.H., mientras que al elevar
la dosis hasta 20 mcl. se produjeron 11 embriones malformados en
ambos estadios, lo que supone un 68 % en el estadio IO H.H., yun 78 %
en el estadio 14 H.H.

A continuacién realizaremos un estudio individualizado de las

malformaciones obtenidas.

Obviamente reflejar en la iconografia de esta Tesis la totalidad de
los embriones, por nosotros estudiados, supondria adjuntar un volumen
de fotografias tal que seria tedioso para el lector por lo innecesario y
repetitivo de tal iconografia. Por tanto hemos considerado oportuno
realizar una seleccién de aquellos embriones cuyas malformaciones
resultan representativas de las encontradas en el conjunto de las distintas

dosis y estadios que han constituido nuestro trabajo de investigacion.

Las anomalias mds frecuentemente encontradas por nosotros han
sido malformaciones del esbozo ocular: Microftalmias uni o bilaterales,

anomalias a nivel truncal: Torsiones Atipicas del Tronco, y malforma-
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ciones del polo caudal del embrién consistentes en la ausencia o
disminucién del volumen y longitud del mismo, lo que hemos dado en

llamar como Sindrome de Regresidén Caudal.

Por estadios, han sido mds frecuentes en el estadio 10y 14de H.H.,
y por dosis, al elevar ésta de 5-10 mecl. a 15-20 mcl.aumentaron

significativamente en nimero.

Hemos de hacer constar que la malformacién que aparecié en la
préctica totalidad de los embriones experimentales supervivientes fue la
Microsomia, entendiendo por ésta la disminucién en el volumen y peso
del embrién superviviente en comparacion a los de su mismo estadio de
desarrollo. Esta malformacién queda claramente puesta de manifiesto en
las tablas y grificos en los que hemos comparado las medidas de
volumen y peso de los embriones tratados con interferén-alfa-2b, con
respecto a las medidas de volumen y peso de los embriones testigos, y
que a continuacidén mostramos, por lo que en este apartado no incluimos

iconografia comparada.
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VOLUMEN PORCENTUAL

RESPECTO A LOS
TESTIGOS(=100%)

_|EST. I0[EST. 14 EST. 18 EST. 22
(DOSIS Smel.E2| 72,7 | 66,6 | 75 ’ 75 |

DOSIS 10mcl.#®| 68,1 | 58,3 ' 67,8 = 71,8
iDOSIS ISmcl.B8| 454 | 37,5 | 53,5 ’ 59,3
| DOSIS 20mel. 88, 31,8 | 333 | 50 | 59,3
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PESO PORCENTUAL
RESPECTO A LOS
TESTIGOS(=100%)

100
80|
60

40

20

- EST. 10 |[EST. 14 |[EST. 18 |EST. 22

DOSIS 5mcl.=2| 80,9 | 65,2 @ 74,1 @ 77,4
DOSIS 10mcl.M@| 71,4 | 652 | 70,3 | 67,7
DOSIS I5Smcl.B®. 42,8 | 43,4 | 62,9 51,6
DOSIS 20mcl.j 28,5 | 34,7 | 555 | 54,8 |
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LONGITUD PORCENTUAL
RESPECTO A LOS
TESTIGOS(=100%)

100,
80 =i

60

40|

20

0f o
EST. 10 |EST. 14 |EST. 18 |EST. 22

DOSIS 5mecl.B=2| 78,7 | 71,7 75 | 71,7
DOSIS 10mcl.m| 75,6 | 61,7 | 61,6 | 68,9
DOSIS 15mcl. B | 64,3 47 | 51,7 | 60,6
DOSIS 20mcl. 8. 47,5 | 47 . 533 | 59,5 |
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Figural v la

Embridn al que se le administraron 15 mcl. de interferén-alfa-2b
cuando se encontraba en el estadio 10 de H.H. de desarrollo.

En la fig.1 observamos el lado derecho de este embrién en el que
se aprecia la fuerte inflexién que presenta a nivel del tronco: "Torsién
Truncal”, anomalia ésta que se presenté con una mayor frecuencia en los
embriones tratados por nosotros con interferon-alfa-2b en el estadio 10
de H.H. y que como pudimos comprobar, su aparicién fue disminuyendo

en los embriones tratados en estadios mas avanzados.

En la fig.1a que corresponde al lado izquierdo de este specimen

comprobamos nuevamente la fuerte inflexién truncal.
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Figura |

Figura 1.a
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Figuras lby lc:

El estudio histolégico muestra una serie de detalles caracteristicos

y comunes en estos embriones:

*La notocorda presenta marcados signos de hipermorfosis, con
clara y evidente desorganizacién de la trama fibrilar y aparicién de
amplios espacios, ocupados en gran parte, por filtrado plasmdtico y
c€lulas necréticas.

*Los cuerpos vertebrales, a nivel de la atipica notocorda, aparecen
fusionados, formando un bloque; por el contrario, los arcos vertebrales
se sithan aislada e independientemente a la formacién corporal, obser-
vdndose la presencia metamérica y alternante de las formaciones

ganglionares.

*Conjuntamente y en la porcién distal del cuerpo embrionario, pero
excluido de lacavidad celdmica, se localizan formaciones mesonefriticas,
tipicas en su configuracidn y morfologfa, pero con un voluminoso y
dilatado conducto de Wolff.
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Figuras 2 v 2a

Corresponden ambas figuras aun embridn al que se le administrarén
20 mcl. de interferén-alfa-2b cuando se encontraba en el estadio 10 de
H.H.

En la fig.2 comprobamos una casi normalidad en el lado derecho
de este embridn, si bien, aunque no llega a apreciarse una torsién del
tronco si que comprobamos una rectificacién a nivel tordcico mante-
niendo una curvatura normal tanto en la regién cervical como en la

caudal.
La fig.2a corresponde a una vision del lado izquierdo de este mismo

embridn en la que podemos destacar la existencia de una microftalmia

unilateral.
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F:gurﬁ 2
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Figuras 2b v 2c:

El menor desarrollo del ojo 1zquierdo a su vez caracterizan tres

hechos:

*Si bien, tanto la ldmina neural,-retina-, como la pigmentaria, -
tapetum-, presentan una clara diferenciacion, el ectomesénquima
periocular no adquiere el grado de maduracién que a estos estadios

corresponde.

*Los ojos microftdlmicos presentan con gran frecuencia retinas
septae debidos a la persistencia de la arteria hialoidea o restos fibrosos

de ésta, que determinan pliegues retinales.

*Escasamente en el ectomesénquima que rellena el segmento
fronto-orbitariodel Il arco, se localizan las condensaciones blastematicas
que corresponden a esbozos de la musculatura extrinseca, caracteristica

ésta que es tipica en las microftalmias.
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Figuras 3 v 3a

Corresponden ambas figuras a un embrién al que se le administra-
ron 5 mcl. de interferén-alfa-2b cuando se encontraba en el estadio 14
de H.H. de desarrollo.

Este embrién posee la prictica totalidad de las anomalias por
nosotros descritas en nuestro trabajo de investigacién, entre ellas, una
marcada hipervascularizacién con pseudohemorragia tal y como se
evidenciaenla fig.3, lado derecho. Enesta misma figura apreciamos una

discreta microftalmia unilateral.
En Ia fig. 3a, lado izquierdo, objetivamos otra anomalia aparecida
con una elevada frecuencia en los embriones tratados en estadios

tempranos: la Torsion Truncal.

Conjuntamente comprobamos un menor crecimiento de la porcién

caudal, fase inicial del Sindrome de Regresién Caudal.
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Figura 3
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Figuras 3b, 3c y 3d:

El estudio histolégico nos muestra:
*Hipermorfosis notocordal con fusién, a distintos niveles, de

cuerpos vertebrales.

*Completa ausencia de la porcién distal del cuerpo embrionario,
caudal a un plano de seccién que discurra por los esbozos de los
miembros inferiores, que a su vez, presentan un menor desarrollo y

diferenciacién que los tordcicos.

*El mesonefros, sobre todo del lado izquierdo, presenta una
marcada mesohidronefrosis, con gruesos glomus vasculares que en parte
obliteran la luz, asi como una gran dilatacién del conducto de Wolff,
hecho este caracteristico en estos embriones, ya que gran parte de la
cavidad celdmica, se encuentra ocupada por la dilatacién sacular

wolfriana que termina en fondo de saco ciego.

*La porcién truncal del cuerpo embrionario si bien presenta
tipicidad en ¢l S.N., va acompanada de hipermorfosis notocordal, hecho
este que condiciona que la comisura ventral medular sea atipica, incluso

en ciertos specimenes, hay duplicidad en la luz del tubo neural.

Por el contrario, y a nivel cefdlico, no observamos alteracién en los

derivados mesenquimatosos.
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Figura 3.b
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Figuras 4 y 4a

Ambas figuras corresponden a un embrién al que se le administra-
ron 20 mcl. de interferén-alfa-2b en el estadio 14 de H.H.

La fig. 4 muestra el lado izquierdo del embridn en el que se objetiva
una lesidn artificiosa a nivel de la cola, producto de incorrecta manipu-

lacién instrumental.

Es clara la presencia de alteracién en el desarrollo del polo caudal
del embrién: Sindrome de Regresién Caudal, anomalia ésta que en el
caso de este embridn, se presenté con una gran intensidad, pues como
podemos apreciar tanto en la fig. 4 como en la fig. 4a que corresponden
a los lados izquierdo y derecho, se inicia a partir de la regién truncal con

defectos en el desarrollo de los miembros superiores e inferiores.
Conjuntamente comprobamos la presencia de un exocardia con
completa ausencia de pared antero-lateral de la cavidad celémica a este

nivel.

Llama la atencién la prdctica normalidad y por tanto, ausencia de

anomalias en el polo cefdlico.
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Figura 4.a
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Figuras 5 v 5a

Corresponden ambas figuras a los lados izquierdo y derecho de un

embridn al que se le administraron 10 mcl. de interferén-alfa-2b en el
estadio 18 de H.H.

Observamos en la visidn macroscdpica y por defecto de la téenica,

una leve lesidn a nivel caudal.

En la fig.5 es evidente sobre todo cuando se comparan las dos
proyecciones, la existencia de microftalmia unilateral, que afecta al lado
izquierdo; por contra, es clara la practica normalidad del esbozo éptico
del lado derecho, fig. Sa.
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Figura 5

Flgur;_fua
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Figuras Sb, Sc v 5d:

El estudio histolégico muestra en este embrién tipicos caracteres en

relacion a la anomalia ocular:

*En la microfotografia panordmica se aprecia como la seccién es
préacticamente frontal, disponiéndose ambas vesiculas telencefélicas de

modo simétrico al diencéfalo impar y medio.

*Las formaciones dpticas presentan una evidente asimetria; mien-
tras la derecha es completamente normal tanto en su morfologia como
estructuracion, observdndose incluso la configuracion de cdmara ante-

rior y esbozode cérnea, la formacidnizquierda es claramente microftalmia.

*Del suelo diencefdlico, en su porcién derecha, se desprende y
configura el nervio 6ptico con trayectoria e inclusidn retiniana comple-

tamente tipica.

Por el contrario, no se aprecia en el lado izquierdo a lo largo de toda
la seriacién histoldgica, esbozo fascicular; en este caso, junto con la
microftalmia se ha producido una degeneracion secundaria fascicular

que ha condicionado ausencia de nervio optico.

*Al igual que en specimenes anteriores con similar o parecida
malformacién, el ectomesénquima periocular, presenta un marcado
grado de inmadurez y desorganizacién, no observdndose esbozos
blastemdticos pseudomusculares tipicos de la musculatura extrinseca, -
si evidentes en el lado derecho-, asi como del circulo arterial periocular,

cristalino y cdmara anterior.

141



Resultados

142



Figura 5.d

143



Resultados

Figuras 6 v 6a

Corresponden ambas figuras a un embrién al que se le administra-
ron 10 mcl. de interferén-alfa-2b en el estadio 22 de H.H.

Se manifiesta la anomalia mds frecuente por nosotros obtenida:
microftalmia unilateral izquierda, anomalia que no ha afectado al lado
derecho, en el que las estructuras oculares han seguido un desarrolio

normal, fig. 6a.
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Figura 6.a
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Figuras 7 y 7a

Corresponden a un embridn al que se administraron 20 mcl. de
interferdn-alfa-2b el estadio 22 de H.H.

La fig.7 muestra en el lado izquierdo una gran Torsién a nivel

Truncal.

Asi mismo, fig.7a, es evidente la existencia de una celosomia por

defecto en el cierre de la pared ventral del tronco.
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Figuras 8 v 8a

Las imdgenes pertenecen a un embridn al que se le administraron
15 mcl. de interferén-alfa-2b en el estadio 22 de H.H.

Observamos un discreto retraso en el desarrollo, Microsomia,

detectable al compararlos con los embriones testigos de cada serie.

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

nicroftalmia unilateral.
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Figura 8.a
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RESULTADOS FINALES

I.- En todos los embriones tratados con interferén-alfa-2b se
produjo una disminucién significativa del volumen y peso (Microsomia)
con respecto a los embriones testigos de su mismo estadio del desarrollo,
y ocurrié en todos los estadios: 10, 14, 18 y 22 de H.H.

[I.- Respecto a la dosis-dependencia del efecto del interferon-alfa-
2b en los distintos estadios para producir Microsomias, observamos que:

a) En el estadio 10 de H.H. fue significativa (P < 0.01)la
disminucién del volumen y peso obtenidas con las dosis 5 y 10 mcl.

con respecto a la dosis de 20 mcl.

b) En el estadio 14 de H.H. existi6 diferencia significativas (P
< 0.01) en la disminucién del volumen y peso obtenidas con las

dosis de 5 y 10 mcl. con respecto a la dosis de 15 y 20 mcl.

¢) En el estadio 18 de H.H. sélo hubo diferencias ligeramente
significativas (P < 0.05) en la disminucidn del volumen de los
embriones tratados con 5 mcl. con respecto de los tratados con 15
y 20 mcl. No hubo diferencias significativas del peso del embridon

para las distintas dosis administradas.

d) En el estadio 22 de H.H. observamos diferencias significa-
tivas (P < 0.01) parael volumen y el peso de los embriones tratados

con 5 y 10 mcl. con respecto a los tratados con 15 y 20 mcl.

II1.- Continuando con el estudio y andlisis de otras malformaciones

obtenidas en nuestro trabajo de investigacidn, comprobamos que por su
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frecuencia fundamentalmente fueron tres, a saber: Microftalmia
(mayoritarimente unilateral, sin predominio de lado), Torsién Truncal y

Sindrome de Regresién Caudal.

De forma inequivoca comprobamos como el mayor nimero de
malformaciones ocurridas en los embriones experimentales supervi-
vientes sucedio en los estadios 10 y 14 de H.H. con un total de 34 y 33
malformaciones obtenidas respectivamente. Con respecto a la dosis, en
ambos estadios hubo una clara dosis-dependencia de forma que en la
dosis de 5 mcl. se produjeron 5 malformaciones en cada uno de estos
estadios mientras que al aumentar la dosis a 20 mcl. se produjeron 11

malformaciones en cada uno de ellos.

El nimero de malformaciones obtenidas en los estadfos 18 y 22 de
H.H. fué significativamente inferior con un total de 20 y 16 malforma-
ciones respectivamente. El aumento de la dosis provocé un aumento de
las malformaciones en el estadio 18, pasando de 3 a la dosis de 5 mcl.
a7 obtenidas conunadosisde 20mcl. Enel estadio 22 no hubo aumento

significativo del mimero de malformaciones al aumentar la dosis.

IV.- No existi6 relacion entre el tipo de malformacion y el estadio
de desarrollo o la dosis administrada, siendo la Microftalmia unilateral,
sin predominio de lado, la anomalia mds frecuentemente por nosotros

encontrada en todos los estadios y para todas las dosis.
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Discusidon

Al analizar los resultados obtenidos en nuestro trabajo de investi-
gacion la primera cuestién que se nos plante6 fué la de si las anomalias
por nosotros observadas en los distintos estadios del desarrollo de los
embriones tratados con interferén-alfa-2b se debian a una accién
teratdgena de esta sustancia o por el contrario eran producidas simple-
mente por las maniobras de la inyeccidn y manipulacién del huevo

durante su incubacidn.

Asi haciendo una revisidon amplia acerca de la teratogénesis
experimental en el embrién de pollo, comprobamos como ya en 1939
HOLMDAKL, advertia que las alteraciones del extremo caudal en el
embridn de pollo podian ser espontdneas dado el particular desarrollo

de esta zona.

En 1950 ANCEL describié dintintas malformaciones en el embrién
de pollo, a saber, urenteria con y sin hidronefrosis, o duplicaciones del
tubo neural, provocadas por la apertura de la cdscara del huevo y el
deposito de una gota de agua destilada sobre el embrién, asi obtuvo

malformaciones hasta en un 18,4% de los embriones por €l estudiados.

Es claro pués, que para establecer una relacidn causa-efecto entre

el agente teratdgeno, en nuestro caso, ¢l interferdén-alfa-2b, y las
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malformaciones de los embriones tratados es necesaria la produccién de
un porcentaje significativo de anomalias que sea ostensiblemente supe-
rior al que de forma espontdnea, y tras la aplicacién de las técnicas de
manipulaciéon propias del laboratorio, por nosotros empleadas, se

produzcan.

Como reflejamos en el capitulo de introduccién, no hemos encon-
trado articulos o publicaciones de investigadores interesados en el efecto
que la sustancia objeto de nuestro estudio, el interferon-alfa-2b, ejerce
en el desarrollo del embridn de ave, por ello carecemos de datos con los

que cotejar los resultados obtenidos.

De manera general dos tendencias engloban el efecto de las
sustancias citostdticas en el desarrollo embrionario, para unos como
KELLER y cols., 1.983, producirian embriotoxicidad al considerar que
"s6lo condicionan muerte, ya que alteran en su prdctica totalidad los
mecanismos vitales”, mientras que otros, KOPF-MAIER y cols., 1.985,
interpretan que su accion altera iniciales mecanismos morfogénicos que
condicionan e incluso destruyen el patrdn de desarrollo, aunque no el

vital, esto es, son teratdgenos.
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En nuestro trabajo el interferon-alfa-2b no ha mostrado ser un
agente con efecto de letalidad embrionaria, ya que no ha producido la
muerte de un nimero significativo de embriones, y si teratogenicidad,
puesto que ha sido muy frecuente y casi general encontrar un tamano
muy reducido en los embriones supervivientes, esto es Microsomias,

ademds de otras malformaciones a nivel ocular y truncal.

Ademds coincidiendo con JONHSON, 1984, el cociente entre
toxicidad en el animal adulto y la toxicidad del desarrollo (A/D) resulta
ser mayor que la unidad, lo que significa que el embridn se dana a unos
niveles inferiores a los que resultan téxicos para el adulto, nosotros
consideramos poder confirmar este extremo, dado que el porcentaje de
embriones malformados ha disminuido progresivamente para las mis-

mas dosis al aumentar el estadio de aplicacidn.

Se puede comprobar que dentro de un mismo grupo de embriones,
igual dosis, igual estadio, y en las mismas condiciones de incubacion, ha
sido muy frecuente la produccién de distintos tipos de efectos teratégenos,
asi practicamente todos los grupos de embriones tratados con interferén-
alfa-2b tenian; a) embriones vivos aparentemente normales, si bien con

una sensible disminucién de su tamafio (volumen y peso), b) un minimo
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porcentaje de embriones muertos, a veces en distinto grado de degene-

racién, y c¢) embriones con diferentes tipos de malformaciones.

El porqué de esta heterogeneidad de efectos podria explicarse en
funcién de la fase-especifica en que el interferén-alfa-2b actuarfa, esto
es, su accion teratégena dependeria del nimero de células embrionarias
que entran en una fase sensible a su accién en el momento del desarrollo

en que se inyecta el producto.

Estamos de acuerdo con TUCHMANN-DUPLESSIS, 1984, cuan-
do afirma que si esto ocurre al comienzo de la ola de multiplicacién de
un estadio de organogénesis, es ficil imaginar c6mo una pequeiia
diferencia temporal en el momento de la ola en los embriones de un

mismo estadio puede modificar los efectos citostdticos del agente.

Asimismo, hemos de tener en cuenta que el ritmo de replicacién del
DNA no es constante en las diferentes etapas del desarrollo; asi, segin
NRUBERT y cols., 1.980, el ritmo de réplica del DNA en el embridn
aumenta mil veces sobre el mecanismo genético durante los dos o tres
primeros dias del comienzo de la organogénesis, para mantenerse hasta

el estadio de diferenciacion organogénica y decrecer Unicamente a partir
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de la fase de crecimiento. En nuestra investigacion hemos comprobado
como el interferon-alfa-2b ha provocado la mayor tasa de embriotoxicidad
en los estadios 10y 14 de H.H., para disminuir en los estadios 18 y 22

de H.H.

Igualmente, se comprueba tras el estudio del porcentaje de embrio-
nes malformados, que en el estadio 10 y 14 de H.H., se presentaron
anomalias en el 42,5% y 41,2% de los embriones tratados respectiva-
mente, disminuyendo de forma significativa en los estadios 18 y 22 de
H.H., donde el porcentaje de anomalias total fue del 25% y 20%

respectivamente.

No obstante, el andlisis giobal del efecto del interferon-alfa-2b en
el embrién de ave, no se puede considerar tan puntual en el tiempo ni tan
especifico de la sustancia, habida cuenta de que las malformaciones
observadas se localizan y son dependientes a estructuras con diferente
patrén organogenético: Inflexion del tronco o Torsidén Truncal, Sindrome
de Regresién Caudal en su forma mds leve como fué la ausencia de cola,
o mds intensa como fué la agenesia a partir de la regidn truncal media,

Microftalmia unilateral y bilateral, y menos frecuentemente Anoftalmia.
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Uno de los mecanismos causales de la accién teratogénica del
interferon-alfa-2b, puede ser el bloqueo del metabolismo protéico y
sintesis del RNA, lo que alteraria o modificaria el patrén de aquellas
dreas morfogenéticas con un mayor indice de crecimiento y diferen-
ciacion, presentando en este sentido una aparente selectividad al "critical

time" organogenético.

En definitiva, hemos de estar de acuerdo con autores como
UNDERWOOD vy cols., 1.970 o TUCHMANN-DUPLESSIS, 1.984,
cuando afirman que cualquiera que sea ¢l mecanismo general que
produce el efecto nocivo sobre el producto de la concepcidn, la accidn
teratogénica resulta en un deterioro de los procesos normales de
desarrollo y la respuesta final depende principalmente de la suceptibilidad
del animal, que es muy variable. Algunas especies son muy resistentes
a un factor y sensibles a otro, igual ocurre con las razas de la misma
especie, incluso dentro de una misma camada se producen estas
diferencias, y asi unos embriones son normales, otros estdn muertos y
otros presentan malformaciones. Esto puede ser explicado, al menos
parctalmente, sobre la base de diferencias genéticas y segtin el momento

en que ¢l factor actia mediante un particular tipo de interaccidn.
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Las malformaciones por nosotros observadas podemos considerar-
las anormogénesis por defecto, las cuales viecnen a ser catalogadas
cldsicamente como dependientes de dos tipos de mecanismos a saber, la

detencion en el crecimiento y la destruccidn de estructuras ya formadas.

El exacto conocimiento y dependencia de una u otra posibilidad en
un nimero determinado de casos ofrece gran dificultad, no obstante, en
la mayoria de las malformaciones la hipétesis sefialada como detencién
del crecimiento, parece ser que, para determinadas sustancias, tiene una
mayor validez, lo que erréneamente podria considerarla como causa

mediata e incluso directa de malformaciones.

Sin embargo, tal criterio, como indica BELON, J., 1.990, no es
cierto y no puede ser aceptado plenamente ya que el proceso de
"afectacién unica y primaria” condiciona necesariamente bloqueos en
los mecanismos de diferenciacién, crecimiento e interacciones
morfolégicas, a la vez que alteraciones, siempre condicionantes, en el
metabolismo tisular y enzimdtico de estructuras celulares en fases de

determinacion.

Por tanto, esta primera hipdtesis, independientemente del mecanis-
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mo intimo de su produccidn, coincide plenamente con la alteracién del
desarrollo que mayor incidencia ha tenido, con diferencia, en los
embriones por nosotros tratados con interferon-alfa-2b, y nos referimos
a la aparicion prdcticamente generalizada de Microsomias, es decir, la
detencion global del desarrollo del embrién, en ocasiones, concretamen-
te en los estadios 10y 14 de H.H., asociada a otras malformaciones, y
en otros casos, como sucede en los estadios 18 y 22 de H.H., como

alteracidn en un gran porcentaje de forma exclusiva.

Otros investigadores obtuvieron Microsomias al estudiar el efecto
de las drogas citostdticas en el desarrollo embrionario, RUANO GIL,
1.964, en sus trabajos con la Talidomida en embridn de pollo, obtiene
un tipo de malformacién general y no especifica, que es la Microsomia
y que aparecia indistintamente tanto en embriones intervenidos en
estadios precoces como en embriones inyectados mds tardios. Cree, por
lo tanto, que el agente teratdgeno puede actuar selectivamente en clerta
regién inhibiendo la induccién del desarrollo de ciertos drganos segin
el estadio y también, de forma general, inhibiendo el desarrollo global
del embrién y produciendo como consecuencia un retraso del crecimien-

to.
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ROS TRENCHS y DOMENECH RATTO, 1.975, en su trabajo con
Genoxal en el embridn de polio, obtienen gran nimero de Microsomias
y torsién patoldgica del tronco con la mencionada droga, dado que la
Ciclofosfamida {(Genoxal) dentro del grupo de las sustancias citostdticas,
actia como un agente alquilante, consideraron este efecto como el
resultado del bloqueo generalizado de las cadenas de DNA, con lo cual
producirfa alteraciones nucleares y cromosdmicas, provocando la desnatu-

ralizacién y precipitacién del DNA.

KONHG SUN, C., 1.976, en su estudio de Tesis Doctoral del efecto
de la Daunomicina sobre el embrién de pollo, obtuvo en 8 casos una
detencién global del crecimiento del embridn (microsomia), dos inyecta-
dos en el estadio 5 de H.H., 4 en el estadio 10 de H.H. y otros 2 en el
estadio 12 de H.H., explicando su aparicién como el resultado de la
unién de la Daunomicina a las cadenas de DNA, con la consecuente

inhibicidn de la sintesis de RNA.

Hemos de hacer constar que en ninguno de estos trabajos se realizé
la medicién de volumen y peso sistemdtica de los embriones estudiados,
o al menos no se refleja en las publicaciones.  En nuestro trabajo de

investigacidn, sistemdticamente, como s¢ muestra en el capitulo de
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resultados, hemos medido, pesado, y obtenido el volumen de todos los
especimenes supervivientes, y asi hemos podido comprobar la
disminucién del peso y del volumen de los embriones tratados con

interferén-alfa-2b con respecto a los embriones testigo.

El estudio de las tablas de porcentaje de volumen y peso de los
embriones tratados con respecto a los testigos, nos demuestra esta

pérdida por estadios y dosis.

En el estudio y andlisis de la malformacién que hemos dado en
denominar Microsomia, entendiendo por tal la disminucién del peso y
volumen del embridn con respecto al testigo sometido a las mismas
condiciones, técnicas de laboratorio y tiempo de incubacién, varios

hechos nos llaman poderosamente la atencién:

1) En el estadio 10 de H.H. la microsomia resulta ser altamente
dosis-dependiente, obsérvese que con la dosis de 5 mcl. el volumen
medio es del 75% respecto de los testigos y el peso del 80% , mientras
que para la dosis de 20 mcl. el porcentaje desciende vertiginosamente y
se sitia en el 35% para el volumen y el 32% para el peso (ambos

porcentajes respecto de los testigos).
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2) En el estadio 14 de H.H. existe una significativa dosis-
dependencia, comprobdndose una disminucién del volumen y peso al
aumentar la dosis: en la dosis de 5 mcl. el peso fue del 66 % respecto de
los testigos y el volumen del 70%, mientras que en la dosis mayor de 20

mcl. el peso fue del 34 % y el volumen del 33 % respecto de los testigos.

Si comparamos estos resultados de peso y volumen con los
obtenidos para las mismas dosis en el estadio 10 de H.H., podremos
observar como en todas las dosis (5,10,15 y 20 mcl.) la disminucién del
peso y volumen de los embriones tratados fué mayor en el estadio 14 de
H.H. queenelestadio 10de H.H., lo que nos sugiere que la Microsomia,
como malformacién, fué mds intensa en el estadio 14 de H.H. del
desarrollo que en ningin otro estadio por nosotros estudiado, lo que
sugiere que durante este estadio el embrién es mds suceptible a 1a accién
del interferén-alfa-2b, por lo que el estadio 14 de H.H. seria el “critical

time” para esta sustancia.

3)En los estadios 18 y 22 de H.H. la disminucidn del porcentaje de
volumen y peso con respecto a los testigos, al aumentar la dosis no fué
tan intensa, indicando una menor dosis-dependencia en este estadio para

el interferon-alfa-2b.
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Asi, en el estadio 18 de H.H. para la dosis de 5 mcl. el peso fue del
77% respecto del peso de los testigos y el volumen del 75% igualmente,
mientras que para la dosis de 20 mcl. el peso y el volumen fuerondel 58 %
y 50% respectivamente. En el estadio 22 de H.H. para la dosis de 5 mcl.
el peso y el volumen fueron del 77% y 75% respecto de los testigos,
mientras que para la dosis de 20 mcl. fue del 54 % y 59 % respectivamente

para ¢l peso y €l volumen,

Para nosotros la explicacién a estos hechos no tiene una respuesta
facil, no obstante, hemos de recordar que la accién del interferén-alfa-
2b radica en la inhibicién de la sintesis protéica celular a través de
diversos mecanismos expuestos en la introduccién, por lo que creemos
que la alteracion en la relacidn estadio/dosis y efecto, solo podria deberse
a la diferente suceptibilidad del embridn a la accidn de este agente, que
como hemos demostrado es mdxima durante el estadio 14 de H.H. ,estadio
en el que se estan iniciando tmportantes estructuras (existen 22 somitos,
la vesicula 6ptica primaria comienza a invaginarse, la placoda dptica estd
formada, la bolsa de Rathke puede identificarse, se distinguen los arcos
viscerales 1 y 2, el asa ventricular del corazén es ventral al canal
atrioventricular, la curvatura cervical es amplia y se produce la rotacién

del tronco apareciendo una suave curvatura en el mismo).
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Otra hipétesis que creemos buena para explicar estos acontecimien-
tos del desarrollo del embrién seria la que postula Ia rotura por parte del
agente utilizado, de una compleja cadena de sistemas protéico-enzimdticos
que mediante un continuo proceso de aposicidén y regeneracién de las
estructuras morfogenéticas lesionadas o dafadas, sustituyen €stas por
otras nuevas sin que se produjese una discontinuidad. La alteracién por
parte del interferén-alfa-2b de estos mecanismos de sintesis o regene-
racion de estructuras desvitalizadas, se traduciria en una multiplicacién
del efecto lesivo provocado en el embrién y por tanto en una evidente
detencidn del crecimiento del embridn, tal y como hemos observado en

nuestro trabajo de investigacion.

Seguidamente procederemos a considerar las diversas malforma-
ciones mds frecuentes por nosotros obtenidas, de forma individualizada,
a saber, la Microftalmia uni o bilateral, la Torsién Truncal y por dltimo

el Sindrome de Regresion Caudal.

La Microftalmia unilateral o bilateral y la Anoftalmia unilateral o
bilateral son malformaciones que cldsicamente se han descrito como
integrantes de un complejo de malformaciones del polo cefdlico del

embridon de pollo, siendo multiples los autores que las describen,
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habiéndolas provocado con diferentes agentes teratégenos. Asi MURILLO,
1970, obtuvo intensas Microftalmias bilaterales en embriones de pollo
a los cuales habia extirpado la mitad de la capa calcdrea del huevo antes
de la incubacién (produjo anomalias del sistema nervioso, de la médula
espinal y de los érganos de los sentidos). Asimismo se produjeron
Microftalmias mediante anoxia en los trabajos publicados por ORTS
LLORCA, o mediante la inyeccién de sustancias alquilantes como las
producidas por el Genoxal (Ciclofosfamida) segun publicaron BLATNER
y cols. en 1960, y ROS y DOMENECH en 1975, las provocadas con
el Busulfan segin demostré BOLLAG en 1953, o con el Clorambucil,
MURPRY, 1960. El mecanismo patogénico propuesto en todos ellos es
el mismo, a saber, detencién de la invaginacién de la vesicula dptica,
formacion defectuosa de la cipula Optica, y al no establecer contacto Ia
retina con el tapetum, se provocaria una detencion de la diferenciacién

y crecimiento retiniano.

COULOMBRE, 1955 y 1956, consiguié producir experimental-
mente Microftalmias en el embrién de pollo mediante la introduccién de
un tubo hueco muy fino en el ojo de dicho embridn durante los dias 5 y
6 del desarrollo; sin embargo, comprobé que la Microftalmia no ocurria

st sustitufa el tubo hueco por un tubo sélido; esto permitid concluir al
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autor que la salida de liquido del humor vitreo a través del tubo hueco
provocaba una disminucién de la presién interna ocular, evitando la
expansién y el crecimiento del ojo. Estos hallazgos permitieron a
COULOMBERE emitir la hipétesis de que la Microftalmia espontdnea
asociado con Coloboma podria deberse a la pérdida de liquido del humor

vitreo a través del Coloboma.

La Microftalmia ha sido también descrita como una de las malfor-
maciones producida por los fdrmacos citostdticos tales como los
derivados de la Vinca, el Csplatino, BELON, 1991, y el Mitoxantrone,
DUENAS, 1992; en estas experiencias la Microftalmia no estuvo
asociada con Coloboma, sino que los cambios degenerativos de la capa
interna del epitelio ciliar aparecieron en una fase muy temprana, al
segundo o tercer dia de administrarse la droga, 1o que coincidid con el
momento en que se detectd una disminucién del crecimiento ocular. De
acuerdo con BELON, 1990, estos hallazgos sugeririan que la Microftalmia
era provocada por una reduccion en el ritmo de secrecion de liquido por
el epitelio ciliar y no por el trasvase o escape de dicho liquido del vitreo

tal como postulaba COULOMBRE.

De acuerdo con BELON, 1991, la formacién éptica es un complejo
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de estructuras tisulares de origen y material diferente, en parte derivada
del sistema nervioso como evaginacion especifica de la pared diencefdlica,
otra parte derivada de la placoda ectodérmica y el resto procederia del
ectomesénquima cefdlico, por tanto el posible factor causal del proceso
inductor anémalo de esta malformacidn, es la alteracidn del mesodermo
precordal, formacién celular que rige el proceso morfogénico del
sistema nervioso, la notocorda, y el proceso ocular. Asi pues la
Microftalmia o Anoftalmias provocadas mediante este mecanismo no
aparecerian aisladas ¢ independientes, sino incluidas dentro de un
complejo malformativo del sistema nervioso del embrién, BELON,

1991].

En nuestro trabajo de investigacién hemos obtenido Microftalmias
unilaterales y bilaterales en casi todos los estadios y dosis de interferén-
alfa-2b por nosotros utilizados, no acompandndose dichas malformacio-
nes ni de Coloboma ni de otras anomalias del sistema nervioso central,
ni macroscopicas ni microscdpicas, por lo que creemos que el mecanis-
mo de su produccién o bien puede ser distinto al de una alteracién del
mesodermo precordal o bien afectar a éste levemente de forma que no
se afecte la capacidad intrinseca que tiene para regir el proceso

morfogenético del sistema nervioso y la notocorda y si aquella parte que
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rige el proceso morfogenético ocular.

Como ya se expuso en la introduccién, el interferén-alfa-2b
provoca sus efectos mediante una inhibicién directa de la célula en
division reduciendo la sintesis de RNA y otras proteinas esenciales para
la sintesis del DNA con lo que la célula queda en fase GO y se enlentece
el ritmo del ciclo celular. Este efecto se inicia al unirse el interferén-
alfa-2b a los receptores de membrana celular, asi EVINGER y cols.,
1981, y TROTTA, 1985, demostraron este efecto celular tanto "in vivo"
como "invitro", y podria ser el mecanismo productor de la Microftalmia
bien al actuar sobre las células del mesodermo precordal con lo que se
inhibiria o retrasaria el proceso de la morfogénesis ocular regido por
aquél, o bien el interferén-alfa-2b actuando directamente sobre las
células del epitelio ciliar alteraria el sistema enzimdtico de la anhidrasa

carbonica, esencial para la secrecién de liquido por dicho epitelio.

ROGERS y HURLEY demostraron que la induccién de una
deficiencia de zinc en los fetos de ratas provocaba Microftalmia al alterar
la enzima anhidrasa carbénica del epitelio ciliar, la cual se compone de
un micleo protéico y zinc, y la falta de esta enzima impediria la secrecion

de agua e iones por el epitelio ciliar, causa tltima de una disminucién de
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ia presidn intraocular y ausencia de expansién del ojo.

Ennuestra experiencia, y dada la ausencia de otras malformaciones
del polo cefdlico que acompafien a las Microftalmias por nosotros
obtenidas, nos inclinamos por la teoria de que el interferén-alfa-2b
actie localmente en la vesicula 6ptica en desarrollo, uniéndose a los
receptores de membrana de las células del epitelio ciliar provocando una
mmmediata y directa inhibicién de la sintesis de RNA y de proteinas
esenciales para el desarrollo celular, esto es, provocaria, ademds de un
enlentecimiento de la divisidn celular y degeneracidn del epitelio ciliar,
una alteracion de los sistemas enzimdticos proteinicos de dicho epitelio,
y posiblemente entre ellos, 1a enzima anhidrasa carbénica, de lo que
resultaria una disminucién de la secrecién de liquido intraocular, factor
determinante principal de la presién intraocular, la cual al descender,

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

Muy importante seria también el aumento de la red vascular, que
produce el interferén-alfa-2b, en el lado de la Microftalmia, lo que
alteraria el equilibrio de Flujo/Filtracion que normalmente ocurre en el
esbozo ocular, lo que se sumaria al efecto de disminuir la presién

intraocular, y cuyo resultado dltimo seria una detencién del crecimiento
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ocular.

Mediante esta hipétesis del mecanismo de accién del interferon-
alfa-2b a nivel ocular, sélo en parte podriamos estar de acuerdo con los
hallazgos de BELON, 1991, que " parecen sugerir que la Microftalmia
resultd de una reduccién en el ritmo de secrecién de liquidos por el

epitelio ciliar y no por el trasvase o escape de liquido del vitreo ".

A nivel del tronco las malformaciones por nosotros observadas han
consistido fundamentalmente en la inflexién mas o menos intensa del
tronco, el cual presentaba torsiones respecto a su eje longitudinal y
transversal, anomalia que de forma genérica hemos denominado Torsién
Truncal, as{ como el Sindrome de Regresién Caudal tanto en su forma
mds leve consistente ¢n la agenesia de cola, o mds intensa en la que existia
una ausencia de las estructuras del polo caudal del embrién; por tltimo
y mds raramente hemos observado a nivel truncal una falta del cierre de
las paredes del mismo produciéndose una Celosomia en el estadio 22 de
H.H. a la dosis de 20 mcl., y un Exocardias en el estadio 14 de H.H. a

la dosis, igualmente mds alta, de interferdn-alfa-2b.

ROS y DOMENECH, 1975, publicaron sus resultados tras la

administracién de Ciclofosfamida a 132 embriones de pollo, obteniendo
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en 52 de ellos (un 39,4 %) perturbaciones de tipo teratégeno de los cuales
29 (un 55,7% del total de embriones malformados) presentaron Torsién
Truncal, 5 embriones presentaron un Tronco Atrdfico, 12 (23%)
presentaron Celosomia y 16 (30%) Exocardias. Estos autores atribuye-
ron estas malformaciones a la Ciclofosfamida, la cual, como agente
alquilante produciria alteraciones nucleares y cromosémicas que
provocarian la desnaturalizacién del DNA alterando la normal evolucién
de los procesos morfogenéticos, conduciendo al establecimiento de estas
anomalias. ROS y DOMENECH, 1975, afirmaron que "nosotros
observamos, en la mayoria de nuestros embriones, Exocardias y
Torsiones, datos que no han sido observados o destacados por los autores
mencionados”, estos autores no eran sino aquéllos que previamente
habian investigado el efecto teratdgeno de las sustancias alquilantes en
el embrién de pollo como BLATTNER, WILLIAMSON, SIMONSEN
y ROBERTSON en 1960, MURPHY en 1960 y TUCHMANN-
DUPLESIS y MERCIER-PAROT en 1967.

Mis recientemente DUENAS, 1992, en su Tesis Doctoral demostrd
como el Mitoxantrone, un agente citostdtico, inyectado en estadios
tempranos del desarrollo esto es, en los estadios 10 y 14 de H.H.

produciaunalto porcentaje de Torsiones de Tronco de dichos embriones,
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no guardando su aparicidn una relacion significativa con la dosis de
Mitoxantrone administrada. Segin afirma DUENAS, 1992, siendo el
mecanismo intimo de la normodiferenciacién notocordal un aumento
selectivo del DNA, resulta evidente que el Mitoxantrone ha alterado o
modificado el gradiente morfogénico de la notocorda provocando la
existencia de inflexiones o irregularidades, que a su vez, inciden en el
patrén y disposicion del escleromesénquima a partir del que se origina

y da lugar a las formaciones vertebrales.

Hace tiempo que los embridlogos se preguntaron por la causas que
condicionaban la normal morfogénesis de la porcién troncocaudal del
tubo neural, habiendo demostrado la Embriologia Experimental que
éstas son de cardcter extrinseco. Es decir, que la normal conformacién
del tubo neural se debe a la influencia de las estructuras vecinas:
notocorda y somitos principalmente. En la actualidad es admitido por
todos los autores que los somitos, situados a ambos lados del tubo neural
estimulan el crecimiento de sus paredes, en tanto que, la notocorda,
situada ventralmente con relacién al tubo neu.ral inhibe el crecimiento de
las mismas, aceptandose, por tanto, que del equilibrio entre la accién
negativa notocordal y la accién positiva de los somitos sobre el
crecimiento de las paredes del primitivo tubo neural, depende la tipica

estructuracidn que dard lugar a la médula espinal.
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Asf pues, agentes teratdgenos que modifiquen el equilibrio entre
fuerzas inductoras y fuerzas inhibidoras del crecimiento de la notocorda,
los somitos y el tubo neural, dardn lugar a malformaciones mds o menos
aparentes, consistentes en una alteracién de la intima estructuracion

citoarquitectonica del tronco del embridn.

La Torsién Truncal por nosotros observada con interferén-alfa-2b
podria ser resultado de una alteracién de los normales mecanismos de
regulacién de crecimiento a nivel truncal, bien sea lesionando la
normodiferenciacién de la notocorda, o afectando por una inhibicién
directa o enlentecimiento de la divisién celular (detencidn de la sintesis
de proteinas, pasando a la fase GO del ciclo celular) el mesénquima de

los somitos.

Por ultimo, y con respecto al Sindrome de Regresién Caudal
observado en todos los estadios del desarrollo por nosotros estudiados
tras la administracién de interferén-alfa-2b, sin que existiese una
relacién con la dosis administrada, estamos totalmente de acuerdo con
JIMENEZ COLLADQ,J., 1969, cuando incluye a este tipo de malfor-
macidn en el grupo cuyo mecanismo teratogénico es el de la destruccion
de estructuras ya formadas. Asipues, IMENEZ COLLADO, J, 1969,

defiende la importancia del incremento anormal y atipico de procesos
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destructivos o degenerativos de 6rganos normalmente desarrollados, ya
que observa un aumento en el proceso de muerte celular que a su vez
condiciona y da origen adesestructuracion de dreas normal y previamen-

te establecidas.

Concluimos en que sea cual fuere el mecanismo teratogénico
productor de este tipo de malformacién del polo caudal del embrion, es
obvio que ¢l interferdn-alfa-2b interviene inhibiendo el desarrollo de la
notocorda, aunque no podemos atribuirle exclusivamente a esta sustan-
cia todos los efectos sin antes descartar la intervencién de otros agentes
secundarios como el nutritivo, oxigenacién, manipulacién, etc., factores
todos que pueden agravar lesiones primitivas mds 0 menos leves
producidas por el fdrmaco y a continuacién provocar la degeneracion de

aquellas estructuras ya formadas en la regién caudal del embrién de ave.

Por lo que respecta al mecanismo intimo inductor de las anomalias,
creemos con otros autores, que el camino aberrante seguido por los
diversos organos y estructuras en desarrollo puede deberse a cambios
bioquimicos en los diversos principios inmediatos o sistemas enzimaticos.
Desviaciones en el metabolismos protéico han sido descritas por

muiltiples autores que han hallado cambios cuantitativos y cualitativos en
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los espectros protéicos electroforéticos, asi PAOLETTI y cols., 1962,
encontré en el plasma de ratas tratadas con Azul Tripdn una nueva
fraccion alfa-globulina y ademds cambios cuantitativos en los modelos

protéicos.

BECK, LLOYD y GRIFFITHS, 1967, defendieron esta teoria
teratogénica apoyada en una inhibicién de los enzimas lisosémicos
intracelulares por el Azul Tripan lo cual alteraria el normal desarrollo

celular eutréfico.

BARBOSA AYUCAR, 1969, estudié en embriones de pollo com-
prendidos entre los estadios 8 al 14 de H.H. la influencia de la sintesis
protéica sobre la morfogénesis, mediante la administracién a estos
embriones de Puromicina, un potente inhibidor de la sintesis protéica

cuyo mecanismo de accidn es perfectamente conocido desde los estudios

realizados por YARMOLINSKY ycols., 1959, y MORRIS y cols.,1961.

BARBOSA, 1969, comprobd la existencia un gradiente de sensibi-
lidad de los diferentes esbozos embrionarios a {a inhibicién de la sintesis
protéica provocada por la Puromicina, que era, en orden decreciente, ia

siguiente: vesiculas encefdlicas, somitos, esbozo medular y notocorda.
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Dentrode los estadios de desarrolio en que se realiza la organogénesis,
la accion directa sobre los 6rganos y estructuras en crecimiento seria
fatal para su futura realizacién, ya que las alteraciones afectan a los
materiales protéicos que se estdn movilizando para la construccién del
armazon de los diversos érganos. Las células embrionarias sintetizan
proteinas especificas y estructurales, necesarias para el mantenimiento
de la integridad de los esbozos formados, ast como para la diferenciacién

de los mismos.

La accién directa del teratégeno utilizado en nuestro trabajo de
investigacion, el interferén-alfa-2b, sobre los principios protéicos
estructurales o especificos como los sistemas enzimdticos, tracria como
consecuencia inmediata la conformacién anormal de un determinado

organo o estructura en desarrollo.

El presente estudio de investigacién ha consistido en un analisis
morfoldogico de los tipos de malformaciones producidas por el interferdn-
alfa-2b, asi como un esfuerzo por intentar comprender 10s mecanismos
intimos que pueden estar implicados en los procesos que conducen a
tales anomalias, dejando este trabajo como base de partida para

ulteriores estudios bioquimicos y ultraestructurales que arrojen luz
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sobre sucesos intracelulares que inicialmente ocurren y de los que
nosotros hemos tenido constancia por los resultados que morfolégicamente

produjeron en el embridn de ave.
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Conclusiones

1) El INTERFERON-ALFA-2B en nuestro estudio de inves-
tigacién, base de Tesis Doctoral en embriones de ave, se ha
mostrado como agente teratégeno capaz de producir
embriotoxicidad y malformaciones, con especial incidencia

cuando es inyectado en los estadfos tempranos 10 y 14 de H.H.

Por el contrario, no produjo aumento de la mortalidad en los
embriones tratados.

2%) El INTERFERON-ALFA-2B ha presentado la siguiente
teratogenicidad seguin las dosis:

* A dosis de 5 mcl.(50 U.L.): produjo Microsomia en el
100% de los embriones tratados, malformaciones del polo
cefdlico - Microftalmia -, Torsién Truncal y Sindrome de Regre-
siéon Caudal en el 31.2% en los estadios 10 y 14 de H.H.,
mientras que en los estadios 18 y 22 de H.H. s6lo se produjeron
3 en cada uno de ecllos el 17.6% de éstas.

* A dosis de 10 mcl. (100 U.L): causé Microsomia en el
100% de los embriones tratados, y 50% de embriones
malformados,-polo cefdlico 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 HH. el 17.6% de éstas.

* A dosis de 15 mcl.(150 U.L): produjo Microsomia en el
100% de los embriones tratados, y 71.4% de embriones
malformados en el estadio 10 H.H., el 60% en el estadio 14 de
H.H., en el estadio 18 de H.H. el 37.5%, y en el estadio 22 de
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H.H. el 31.2%, todas ellas caracterizados por alteraciones del
esbozo ocular, Sindrome de Regresion Caudal y atipias vértebro-

raquideas: bloques vertebrales e hipermorfosis notocordal.

* A dosis de 20 mcl.(200 U.L): Observamos Microsomia en
el 100% de los embriones tratados. Los inyectados en el estadio
10 de H.H. presentaban el 78.5% de malformaciones; similar
porcentaje, 73.3% se encontrd en los tratados en el estadio 14
de H.H.; mientras que aquéllos que lo fueron en los estadios 18
y 22 de H.H. presentaron el 46.6% y 31.2% respectivamente.

3°) Del estudio estadistico de los resultados por nosotros
obtenidos, podemos considerar que la teratogenicidad del
INTERFERON-ALFA-2B en el embrién de ave no es tipicamente
dosis-dependiente, ya que diferentes dosis condicionan y produ-
cen similar tipo de malformacién. Por tanto, consideramos que
el interferon-alfa-2b actia selectiva y especificamente sobre
mecanismos diferenciadores tipicos y selectivos en los estadios
10 a 18 de H.H., fases morfogenéticas en las que los procesos
diferenciadores ¢ inductores de la formacién oOptica presentan
una mayor actividad. Conjuntamente, y al observar con un alio
indice de frecuencia malformaciones del sistema notocorda-
vertebral, que en estos estadios condicionan la regulacién del
complejo axial, consideramos que la capacidad e indice
teratogénico del interferdn-alfa-2b puede estar en directa depen-
dencia del estadio y fase del desarrollo en el que se inyectd, esto
es entraria en el grupo de sustancias drgano o crono-dependien-

tes.
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