INTRODUCCION

Para el mejoramiento de la salud bucodental, la icidme estado siempre
en constante investigacion en la busqueda de pasluvtovadores, que mejoren

las propiedades de sus antecesores.

Debido al acelerado crecimiento y desarrollo urbarmmadiégico, la
sociedad busca cada vez mas un producto que satidfadms sus necesidades
curativas y preventivas, evitando asi el uso de nuomedicamentos para aliviar

sus distintas afecciones bucales.

Es por esta razon que los investigadores invierégnottiempo para
encontrar un producto que sintetice la mayor cantidagordpiedades que mejoren

la salud oral.

A raiz de esta necesidad, es que actualmente egtigev el nuevo producto
MaxHeal® , que promete poseer excelentes propiedani@artiendose en el
agente ideal para la prevencion y el tratamientoafdeciones de las encias, del

periodonto y de la mucosa oral.

Los estudios sobre este producto estan en su clienagste momento se

pretende corroborar su eficacia, asi como también Silslg® efectos colaterales.

En el ambito de la cavidad oral se han realizadoerghsiones no
controladas que muestran resultados bastante satigfacio que ha motivado a

exacerbar las investigaciones de MaxHeal®.



El enorme beneficio que podria derivar un productosia eaturaleza en
controlar el problema de las patologias destructivasdentologia, y mantener la
cavidad oral libre de ellas, justifica plenamente llevar a cabo el estudio
propuesto, ya que es necesario antes de tomar enacsgest excelentes

propiedades, analizar si existen niveles de toxicaagu administracion.
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A. El problema y su importancia

1. ASPECTOS SITUACIONALES
a. Resefa Historica

Para la obtencién de un nuevo producto, la laborarora con la busqueda
de los posibles principios activos en la naturateeza las llamadas bibliotecas de

moléculas. También es factible el disefio virtualfdehaco en el ordenador.

En cualquier caso, durante todo ese proceso puedemiromwchos
“accidentes” y hasta a veces al buscar otros progodiscubrir algin nuevo

medicamento 0 componente activo, Como ocurrio encasto.

El presente invento esta relacionado directamente laon antigua
producciéon de componentes quimicos desconocidosaftws por altas reacciones

exotérmicas.

La quimica clasica sugiere que por medio de la dwwidn de algunos
concentrados especificos, el resultado seria desfavosablembargo, al realizar
una de esas combinaciones en el presente inventesmibridé una reaccion

sorpresivamente estable.



La reaccion es ligeramente exotérmica y al finalmagiece una solucion

acuosa. Las soluciones resultantes son estables.

Estos nuevos componentes quimicos pueden luegoindis su pH o
aumentarlo a cualquier nivel deseado en la escglaldpor medio de la adicion
de algunos componentes. Una propiedad sorpresivaca @s la tolerancia a
cambios de pH sin la formacion de sales y manteioisu estabilidad.

Es teorizado que el agua, y su modificacion de laxi@@es quimicas, es

responsable de muchas de las propiedades dispoarbles nuevos compuestos.

Para todos aquellos diestros en el arte les serén&id aparente que las
reacciones quimicas descritas anteriormente puedahliaresn muchos nuevos,

diferentes, y estables compuestos quimigéSPatent.,1994)

MaxHeal®, es un medicamento revolucionario que obtisn primer
registro sanitario en Costa Rica gracias al esfuerzoemtificos costarricenses.
Se compone de una sustancia estabilizadora capalasdeber acidos o bases sin
cambiar de pH, en la cual se suspenden pequefias dwsaloe vera y acido

salicilico. (cuadro 3)

Dicha sustancia produce una microestimulacion eraghcacion del

medicamento que junto a sus principios activos nfiagrel efecto terapéutico.

La constitucion de MaxHeal® es enteramente fisial®giSe compone a

base de elementos de sodio, potasio, fosforo, azuiitedgeno.



NOMBRE COMPONENTES | PORCENTAIJIE
DEL
PRODUCTO
MAXHEAL | Acido salicilico 1,27
Aloe vera 0,32
Fosfazenos 08,41
TOTAL 100,00
cuadro 3

Sus indicaciones son para los usos comunes de zawadm: cortaduras,
raspones, quemaduras y picaduras de insectos. Sis atarmente efectivo tanto

en lesiones simples como en casos de mayor conmplicac

b. De la empresa

MED Quimica es una empresa que nace de un condengmlaboracion
entre cientificos estadounidenses y costarricensesbjgtivo principal es el de
dar a conocer las notables propiedades de MaxHeal@ante la investigacion
cientifica y clinica, como ademas de promover su madn, comercializacion y

exportacion.

1. ANTECEDENTES

En 1992, durante ensayos que se hicieron en los dsstddidos de
Norteamérica para detectar moléculas electroactivasades de sodio, potasio,
fésforo, nitrégeno, y azufre, con capacidad redox y agrokibilidad de adherirse
a superficies que participen en el intercambio derelees. La reaccidn se inicia

con fuertes &cidos y alcalis que se calientan a tempas encima de los 100



grados centigrados. Una explosion de un reactor dealabio sobre uno de los
investigadores hizo pensar que sufriria lesiones irrikess La sorpresa fue que
no sufrié lesiones importantes, mas que lo referente lasion térmica que no
supero el segundo grado. Cuando el producto de laideasx enfrio fue usado en
aplacar las lesiones con muy buenos resultados. Deswbeices se inicid la

busqueda incesante de las propiedades curativasodeigbo.

a. Antecedentes Internacionales

Es en la Universidad de Goteborg (Suecia), donde seyerc 165
referencias bibliograficas sobre la angiogénesis y elatale las medidas
tendientes a controlar o estimular el proceso de deatdn con MaxHeal®.

Se comprueba la baja toxicidad del MaxHeal® paren@a salina, mediante un estudio
realizado en Puerto Rico donde se informa de uss dauy alta para la DL50.
En Honduras los investigadores estan estudiandor@afde como desarrollar los

ensayos en mutagenesis y oncogenesis.

b. Antecedentes Nacionales

En el afo de 1995, se realizan los primeros esfuereosegistro y
divulgacion en Costa Rica y el 12 de octubre dehmoi afio se logra el registro en
nuestro pais. El producto se comercializa en el mercatho coadyuvante de la

cicatrizacion.

Mediante observaciones no controladas ha sido jgosihstatar que el
poder reparativo de MaxHeal® en soluciones de couwmatde la mucosa oral, es
el mismo y hasta superior al que se ha constatadpiednEstas propiedades
cicatrizantes, fueron reconocidas en un estudio expetaineonducido en cerdos

entre los meses de diciembre de 1998 a setiembrg9®e 1



En la Escuela de Veterinaria de la Universidad Nedid®utonoma, se
realizé un estudio preclinico de cicatrizacion dedasicausadas en cerdos, fue
presentado en el Congreso de Veterinarios, durantmarsa del 8 de noviembre
de 1999, se demostré que los casos tratados con MExItlesieron regeneracion
completa de epitelio en 4 de 7 sujetos; 4 vecesquados controles, los cuales

presentaron regeneracién completa de epitelio en Isdgefbds.

El Dr. Ronald Meléndez Arce de la Universidad NacioAattbnoma
realizd un estudio en endometrio de cerdos que deraulkstposibilidad del
producto de incrementar la inmunidad local de la readoatandola por irrigacion

con MaxHeal®.

Se teoriza en vista de los resultados, que al tdagHeal® una accion
topica sobre los agentes patdgenos, produce su aunaonignto y una induccién
inmunizadora local al mismo tiempo. Estos resultdums sido preliminarmente

calificados sin precedentes, por expertos del campgoinatio.

Bajo observaciones no controladas se induce a pensaMaxHeal®
tiene atributos que le dan gran valor en mejorar resmiemmunitarias

patologicas. Queda por demostrar la hipotesis inmwiajten ulteriores estudios.

En afecciones periodontales, la aplicacion de Max®lehecha por
odontdlogos, muestra una disminucion del grado deli@d dentaria, y en dos
casos, regresion de una periodontitis necrotizantdaagn un periodo de 14 a 16
semanas. En un par de casos después de tres mefgma Hae situacion
comparativa 0sea alveolar, al evaluarla mediante iestadioldgico. Se requieren

de estudios controlados para constatar estas obsergag@reliminares.



Un paciente con una ulceracion del piso de la bexgpleado del Hospital
México, tiene excelente evolucion. Las aftas evolugn satisfactoriamente con el

medicamento.

Se ha comprobado en casos aislados el sanado elasilaricosas de
pacientes que las padecian desde hace cinco aftbisz Como también pruebas

en pacientes asmaticos con excelentes resultados.

El producto se ha estudiado en personas que usasiprd¢atales y que se
lastiman las estructuras blandas al llevarlas pue€as.el uso de MaxHeal®
aumenta la "tolerancia" a llevar la proétesis y dessaq@a los signos inflamatorios.
Ha sido posible observar por lo menos en una decer@sbs, que las lesiones
producidas por las protesis dentales, cicatrizan ermpariodo de 3 a 4 dias.

Igualmente ocurre con los que llevan sujeciones ortam

En el afo 1999, en la Universidad Latinoamericana Glencia y
Tecnologia se da inicio a varios estudios pargletodre ellos se pueden
mencionar: el estudio titulado: “MaxHeal® como unaeva alternativa en el
tratamiento quirdrgico periodontal” con el cual se preééedemostrar la reduccion
de bolsas periodontales y su rapida cicatrizacidnpigamel estudio llamado
"Regeneracion Osea en Roedores al utilizar Maxhea®"el cual se quiere
observar la posible regeneracion ésea al aplicar MdfHdéa@ego de una

osteotomia en ratas.
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3. DELIMITACION DEL PROBLEMA

La innovacion de nuevos y mejores productos siempsidaade interés, tanto
para los cientificos como para el publico en generaguS antecedentes,
MaxHeal® parece tener propiedades para diferentes teattn® dentro del area
de la salud bucodental, pero antes de que a ungiooda le puedan atribuir
méritos por sus excelentes propiedades es necesdfioavda seguridad para el

empleo del mismo. De esta manera se plantea comepralle estudio:

¢, Como se puede detectar si existen niveles deidagicdel producto
MaxHeal® en estudio experimental con ratones, parsetpridad de su futuro

empleo en tratamientos odontologicos?

4. JUSTIFICACION

Este tema fue escogido ante la creciente necesidpbdactos innovadores y
efectivos en el area de la salud. Es importante lazae&n de este y otros
estudios en un producto tan nuevo como lo es Ma&gmmra que de este modo
una vez con resultados, el odontélogo pueda valoraea eficacia para el uso

potencial en sus pacientes.

Al efectuar la valoracion del producto, ademas de temmgntar el primer
estudio sistematico en cavidad oral en seres humbewsdo a cabo actualmente
en ULACIT y asi dar mayor validez a los resultados)bign se podrian abrir

nuevas oportunidades curativas en procesos regenerativos
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B. Proposito del estudio

1. OBJETIVOS
a. Objetivo general

Analizar macroscoépica y microscopicamente la posiloecidad del
producto MaxHeal en higado, rifion y pulmén de ratorsgsidando en su

investigacion para su futura utilizacion en tratangemdontologicos.
b. Objetivos especificos

1. Interpretar los resultados de los hallazgasicols realizados en el
Laboratorio de Ensayos Biologicos de la Universidad Giesta Rica para

identificar signos de toxicidad durante el period@dsayo con ratones.

2. Describir los cortes macroscopicos de pulménnrgidigado de ratones
dosificados con MaxHeal® comparados con los de congava identificar

posibles diferencias.

3. Mostrar posibles cambios en la histologia pulmormaral y hepatica de
los ratones dosificados con MaxHeal® para identificrationes al compararlos

con los ratones de control.
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A.Estudio de toxicidad subcrénica en MaxHeal

La gran cantidad de nuevos productos generados poroserle
investigacion constituye un gran problema para elis@diato de ellos por parte
de los humanos, previamente son necesarios riguexsmsenes de toxicidad que
garanticen la seguridad del producto. Estos examestessndser realizados para

cualquier tipo de producto, sean medicamentos, d@rBEU Otros.

La sociedad actual es mucho mas exigente en cwafdocalidad de los
productos. La propuesta de un producto innovador ocmpresionantes
propiedades, requiere estudios en los que se puedsanvau efectividad y
seguridad, de manera que este producto pueda seaddilconfiadamente en la
cavidad oral y sea un recurso mas al alcance deluseario para el tratamiento

odontoldégico.

El analisis de los posibles niveles de toxicidadeylos terapéuticos del
producto Maxheal®, exige un estudio de casos y cbrdponde se pueda
documentar casos clinicos efectuados en animalesdeatorio, de tal forma que
al administrarles dicho producto, se pueda deducirrségrespuesta de los

animales si se presenta toxicidad o no.

Dada la naturaleza del estudio, se justifica lazatiion de animales de
laboratorio como modelos del hombre, ya que existamnemzmorales y practicas
gue impiden el empleo de voluntarios humanos pae tgst de investigacion

donde existe el riesgo de toxicidad.
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En esta investigacion se emplearan parametros fisoaggpatofisioldgicos
y conductuales para estudiar las respuestas del anmaalez administrado el
compuesto, ademas de controlar los efectos farmaco&dy toxicos, para medir

la concentracion y establecer la eficacia y seguiighdlaxheal®.

1. HISTORIA DE LA TOXICOLOGIA

El desarrollo histérico de la toxicologia comenzon clos primeros
cavernicolas quienes reconocieron las plantas veregassaron su extracto para

la caza o para guerras.

Con el tiempo, los venenos se volvieron muy uatilescon mucha

sofisticacion. Algunas victimas notables incluyeddarates y Cleopatra .

Para el tiempo del Renacimiento y la Era de llustrgacilgunos conceptos
fundamentales para la toxicologia empezaron a tomarafofambién hay que

considerar los estudios que realizaron Paracelsus y.Orfila

Paracelsus es muy recordado por su afirmacion: “Te@dasustancias son
toxicas; no hay ninguna que no lo sea. La dosicadd hace la diferencia entre
un veneno y un remedio”; mediante sus estudiossdubrio o que hoy se conoce

como la relacion dosis-respuesta.

Orfilia, un médico espariol, es conocido como el fundae la toxicologia.
El demostré efectos toxicos en 6rganos especificosnalizar materiales

autopsiados de venenos y su relacion con los daBaos tejidos.

El siglo XX estd marcado por un nivel avanzado deralimiento con

respecto a la toxicologia, principalmente por el desmiento del ADN.
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El nivel actual de conocimiento de los efectos tdxien érganos y células
esta siendo revelado a un nivel molecular. Estd mmdo que aparentemente
todos los efectos téxicos son causados por cambidasemoléculas de células

especificas y en bioquimicos.

2. TOXICIDAD SUBCRONICA

La Real Academia Espafola define tdxico como “cualgsustancia
venenosa para el organism@iendo asi la toxicidad el resultado con caracter

toxico de dicha sustancia.

Existen varias técnicas de ensayos toxicoldégicagdaauna con criterios
indispensables para evitar la utilizacion indebida ¢bs animales de

experimentacion durante las practicas de laboratorio.

En la valoracion estimada de las propiedades téxieasina sustancia
guimica, la determinacién de la toxicidad subcrémpigade ser efectuada después
de la obtencién de los datos de toxicidad agudas# gimples o repetidas. Este
tipo de estudio brinda informacion acerca de los ogspotenciales para la salud,
resultantes de una exposicion de preferencia oral, de depetidas de una

sustancia en un periodo de tiempo limitado.

La toxicidad subcronica brinda informacién adiciora@re 6érganos y sobre
efectos acumulativos. Los datos aqui obtenidos ssimén estimativas del nivel
de exposicion, que servira de base para el estaldato de un régimen de dosis
para las investigaciones de toxicidad crénica u owesidios, también da
informaciones iniciales de seguridad relacionadagpaseziones de la sustancia a

prueba para el hombre.



16

La caracteristica principal de un ensayo toxicoldgiglocronico es que, en
este tipo de ensayo, el tiempo en el cual la snbista&es administrada tiene que ser
claramente definido, de acuerdo con el tiempo de @ipasprevisto en su
utilizacion,y debe constar de informacion.Los reswitadbservados en examenes
anatomopatoldgicos deben estar directamente relatweneon la duracion del
ensayo para que, efectivamente, se auxilie los easdiyicos.

Por definicion:

Toxicidad subcronicas un efecto nocivo que se produce en el animal de
experimentacion resultante de la administracion réaeti diaria de la sustancia
administrada, considerando el aumento de sus concem&s o de sus

metabolitos sobre tejidos sensibles.

Extisten diferentes estudios de toxicidad subcré@aa-crénica Tipo | (20
administraciones), Sub-cronica Tipo Il (25 administraeg)nSub-crénica Tipo I
(30 administraciones), Sub-crénica Tipo 1V (35 administraes) y la Sub-crénica

Tipo V (40 administraciones).

La dosisse expresa en gramos o miligramos de sustancia parprob
por unidad de peso del animal en experimentacidnpien, en peso de la

sustancia por unidad de medida del alimento o agasuenida por el animal.

La sustancia a prueba en este ensayo, es admiaistrdds animales
experimentales preferiblemente con una racion de agsexpresada en mg/ml

de agua.
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a. Objetivo de un estudio de toxicidad

Los propdsitos de estos estudios son establecerokis ¢l efectos de la
administracion Unica o repetida, la toxicidad y/o taspuestas farmacologica
exageradagCCAC, 1998)

b. Principio metodoldgico

La sustancia probada es administrada diariamentefererdes dosis, por
la via escogida, durante el periodo de tiempo correlspate al tipo de estudio
seleccionadoDurante el periodo de administracion de la sustatasagfectos en
los animales son diariamente observados, anotancloslguier manifestacion
toxica ocurrida en cada una de las dosis. Los aasnalie mueren durante la
experiencia son autopsiados para determinar la causa ohuerte, y aquellos que
sobreviven son sacrificados y autopsiados al finakdshyo, siendo sometidos a

examenes histopatoldgicos apropiados

c. Modo operativo

El volumen maximo que puede ser administrado desalzavez, para cada
dosis de substancia a prueba, depende de la coidsiity de la condicién del
animal de experimentacion. Para los roedores, estaneoluno debe exceder
1ml/100g (10ml/kg) de peso corporal, para el caso decisoles acuosas, el

volumen de 20ml/kg se divide en dos administraciones

Para poder extrapolar los resultados obtenidos de an KEP, debemos
tener en cuenta que setenta kilos humanos represamtiito de peso del raton.
(Garcia,M.,2000)
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Todos los animales deben ser expuestos al mismoé aevdosis en cada
uno de los grupos. Es necesario, que la sustangmolaar sea disuelta o

suspendida en un vehiculo adecuado.

d. Nivel de dosis

El término dosis se conoce como la cantidad deasaist administrada
durante un estudio. La dosis se expresa en gramolgoamios de substancia por

unidad de peso del animal en experimentacion.

La dosis es el factor mas importante y critico pagterthinar si una

sustancia sera un toxico agudo o cronico.

Ya que la respuesta a un producto quimico varia aaosis, cualquier
sustancia puede ser un veneno. Un medicamento puedecir respuestas que

son terapéuticas (beneficioso) o téxico (adverso), ararnales.

La relacion dosis-respuesta es fundamental para el monde toxicidad.
Esta correlaciona las exposiciones con el resultaeldod efectos inducidos.
Generalmente, cuanta mas alta sea la dosis, la stapserd mas severa. La
relacion dosis-respuesta esta basada en registros elwaitignes en animales de

laboratorio, humanos, o estudios celulares.

La relacion dosis-respuesta normalmente se presemt@ cma curva
sigmoide con resultados terapéuticos y mortales comsoque se observan

tipicamente en las curvas Ay C, respectivamentig Bgura 1.
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Fig.l Curvas dosis-respuesta

Si el medicamento x tiene curvas dosis-respuesta A, B, terapéuticas,
toxicas y letales, respectivamente, X es un mediotomgeguro, ya que no hay

traslape de las curvas.

Para algunos agentes medicinales, hay traslapesdeulaas de dosis-
respuesta terapéuticas y mortales, de modo que ursagi@scausa una respuesta
terapéutica en algunos individuos pueda matar a dgtes agentes, por lo tanto,

Nno son tan seguros.

El nivel en el que se presenta toxicidad es conocano de umbral de

dosis.

e. Dosis letal 50 (dI50)

Los estudios para encontrar el rango de dosis sonaanguite usados en
los programas de investigacion farmacéutica toxicokdestos estudios también
brindan una indicacion de los 6rganos potencialmafdgetados y de los efectos

adversos inesperados.
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El conflicto ocurre cuando los investigadores estanqougados por las
tasas de supervivencia. Para que un estudio ssalemado negativo, se requiere

gue la supervivencia sea de por lo menos el 50%AJHQCAC.,1998)

Entonces podemos describir la dosis letal media,ocanuella dosis
minima requerida para causar la muerte al 50% del gnumstudio. Los valores

DL50 son determinados en animales de experimentacion

Los estudios de DL50 fueron concebidos en 1927 paopmmonar una

medida de la toxicidad de unos importantes compesangtdicinales.

La DL50 proporciona un medio para calcular el peligeola dosis téxica
de una sustancia dada, una base para futuras ineastigs de limites seguros y

dosis tolerables para humanos.

Una medida cuantitativa de la seguridad relativa @glicamentos es el
“indice terapéutico”, el cual se describe como Ipuesta de la dosis que
produce una respuesta letal en un 50 por ciento dadosduos tratados (DL50)
dividido entre la dosis que produce una respuestaégtiap en un 50 porciento
de los individuos (DT 50Fuanto mas grande sea el indice terapéutico, mas
seguro es el medicamento. Es por esta razon que espartante calcular los
niveles de dosis toxicos y terapedticos, ya que qu@y tener muy en cuenta el
riesgo en la utilizacion de un medicamento, concepte incluye la dosis de

exposicion.

Esto significa que entre menor sea el valor de la DlB@yor sera la

toxicidad.
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La diferencia existente entre las frecuencias de las&ipa corresponde a
la cantidad de tiempo que un producto quimico setieraen el tejido del animal
diana. Una sola exposicion de un medicamento aadiErsis puede ser suficiente
para producir una concentracion toxica en un tejidogdaciendo al desarrollo de
la toxicidad. Las exposiciones repetidas en la midasas entonces aumentaran la
severidad de la lesién debido a la presencia deil@den toxicos del producto

guimico en el tejido del animal diana.

f. Acumulacioén del téxico

La acumulacion del téxico es una de las razoneslgmcuales durante
dosis repetidas se produce toxicidad, mientras gqueasola exposicion pueda no

producirse

Algunos medicamentos se distribuyen en el cuerpoloy afectan érganos
especificos del animal. Otros, sin embargo, pued@ardaialquier célula o tejido
gue contacten. Los 6rganos que son afectados pwediem dependiendo de la
dosis y la via de exposicidha via de administracibn mas comun es la via oral

(por sonda o mezclado en la dieta).

Como un caso hipotético se podria mencionar el desmila figura 2: una
concentracion de mas de 100 miligramos por gramo eejigb del blanco es
requerido para que el medicamento “A” cause toxicida@ste medicamento es
administrado a una dosis en la que no se produgelesitdxicos en el tejido y la
eliminacion del producto se completa a las 24 hegsysiciones diarias repetidas
con la misma dosis no causaran toxicidad. Por otlo, Isin embargo, esta “B” un
medicamento similar al anterior, pero con un tiempeldainaciéon mayor a las

24 horas. Si la exposicion del producto “B” es llewadcabo con la
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misma dosis que con el producto “A”, la concentraaé “B” en el tejido del
blanco no se eliminara a las 24 horas. Consecuentenias exposiciones diarias
de “B” causaran que se acumule el toxico, y asicel ghe la concentracion de “B”
en el diagrama aumentara diariamente. Eventualmédntmbeal del toxico sera
alcanzado y se empezaran a presentar dafios. Pordpepbsiciones repetidas

de un producto pueden causar toxicidad a una dosdeds fuera solo una

exposicion no produciria dafio.
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Fig.2 Acumulacion de toxicos en el blanco durante

exposiciones repetidas

Hay varios tipos de células en el cuerpo y se puethsificar de varias

maneras.

« Estructura béasica (ej.células cuboidales)

Tipo de tejido (ej.hepatocitos del higado)

Células germinales (ej.6vulos y espermatozoides)

Células somaticas (ej.células no reproductivas)
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Las células germinales son las que estan envuedtasprocesos
reproductivos. La toxicidad en este tipo de céluleexdp causar efectos en fetos en

desarrollo (como malformaciones congénitas y abortos)

Las células somaticas son todas las células dekrpouexcepto las
reproductivas. La toxicidad en estas células canaavariedad de efectos toxicos

al individuo expuesto (tales como dermatitis, cagomuerte).
B.Consideraciones sobre animales experimentales

La utilizacién de animales de laboratorio como maslelel hombre es muy
comun, ya que con frecuencia existen razones éticagjqas y/o financieras que
impiden el empleo de voluntarios humanos o depaas animal diana para estos
estudios(Martin,J.,2000)

Los animales de laboratorio cumplen con la necesidadse tiene de estos
sistemas para la ejecucién de muchos programas dk Salwso esta reportado

desde hace mas de dos mil anos.

Los modelos animales todavia ofrecen resultados n@sose que los

computarizados u otros bioensayos

En efecto, actualmente nadie duda que para realizsgwer tipo de
investigacion biomédica se hace precisa la experangmt con animales. El ratdon
ha sido y sigue siendo una pieza fundamental eraghdstico. En esta especie es

en la que mas trabajos se han realizado.
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En ocasiones, los animales se utilizan como nesdedra el estudio de las
respuestas bioldgicas. En este caso, el investigadoplea parametros
fisiolégicos, patofisiolégicos o conductuales paraudist las respuestas del

animal una vez administrados los compuestos o dsismu

Este estudio es necesario para controlar los efirtoacologicos y
toxicos de ciertos compuestos, para medir la cona@dtrae los farmacos y para

establecer la eficacia y seguridad de nuevos meditasie

El animal experimental debe ser lo suficientementesisle como para

permitir que su reaccion se pueda percibir de formecéia y clara.

Cuando se realiza un experimento con el propositaedeutbrir los efectos
toxicos de los compuestos administrados, es comdizidispensable que las
reacciones del animal experimental se puedan extrapatias especies, incluido
el hombre. La mayoria del conocimiento que poseenuwes fisiologia,
endocrinologia y bioquimica general procede de larerpatacion animal. En
teoria, este conocimiento se extrapola al hombre.dPanto, en gran parte de los
experimentos el animal actia como sustituto del memise le denomina modelo
animal. Llegados a este punto, es importante defitéreino "modelo animal de
laboratorio”. Una definicion seria un individuo engele se estudia la biologia o
conducta normativa o en el que se investiga un poopatoldgico inducido o
espontaneo y en el que un fendmeno se parece al menos aspecto a ese

mismo fendmeno en el hombre o en otra especie animal.

Extrapolacién: Cuando se selecciona un modeloarara su empleo, es
importante considerar el ambito de generalizacion atlesale los resultados
obtenidos. La base logica para extrapolar los resdtadotras especies esta

basada en la homologia. La homologia se refiere amiéitgd evolutiva de las
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estructuras morfoldgicas y los procesos fisiologicasgstente entre las distintas
especies animales pero también entre los animalelsoymbre. A pesar, de hecho,
de que han aparecido grandes divergencias duranteolacién, aun existen
muchas similitudes entre las distintas especiesaesty el hombre. Cuando nos
embarcamos en el estudio de caracteristicas especdgaecesario seleccionar
una especie 0 cepa que muestre una total conforneiddd referente a dichas
caracteristicas fisioldgicas o anatémicas especifioada especie a la que se van
a extrapolar los resultados.La extrapolacion puedetssdgo cualitativa como
cuantitativa. La cualitativa aborda procesos patdfigioos de un animal y sus
reacciones a ciertos estimulos que se extrapolan a.atimales o al hombre. La
extrapolacion cuantitativa se refiere a una valoraddésada en pruebas con
animales sobre cual es la dosificacion de un conpuglo que seria beneficiosa
o dafina para el hombre o animal diana. En este, tafbayen las diferencias
cualitativas entre las distintas especies junto ¢tasm posibles diferencias
cuantitativas de los procesos fisioldgicos. La exiepon de los animales al
hombre siempre se debe realizar con reservas. Los adssiliexperimentales
obtenidos en animales tienen que ser verificadostaedies con humanos. Por lo
general, entonces, solo se sabra a posteriori hastpumiié estaba justificada la

extrapolacion de los animales al hombre.

Dada esta situaciéon, lo anico que se puede afirrmagque las pruebas

realizadas con animales reducen los riesgos para érbom

La seleccion de modelos animales: La elecciordeterminada por la
hipotesis 0 cuestion clave de la investigacion. Wea establecida esta, sera
posible determinar qué "sustrato clave" es necesar@apgroporcionar la respuesta
deseada, es decir, un tipo concreto de célula, tejidadrgano y la interaccion

entre organos. Después se define el sustrato, y esideste estar enfermo, en
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crecimiento, adulto o viejo. Una vez establecidopesible buscar las especies o

cepas que estan adecuadamente dotadas de lasréstiaaterequeridas.
Para seleccionar un modelo animal, se debe tamarenta:

1. Definir la cuestion clave

2. Decidir sobre el sustrato clave.

3. Determinar en qué especies/cepas de animales senéracaste sustrato clave.

4. Establecer que especies/cepas de animales que pradesastrato clave son
mas ventajosas desde un punto de vista tedrico ypoueesos causan el
minimo malestar en los animales.

5. Establecer qué factores practicos son decisivosdexdr, disponibilidad,
alojamiento, cuidado, manejo, equipamiento, infoldrac publicada,

conocimientos técnicos, gastos.

6. Seleccionar el modelo animal basandose en consideesc cientificas,

practicas y éticagMartin,J.,2000)

1. CARACTERISTICAS DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO
EN ESTUDIOS DE TOXICIDAD SUBCRONICA

a. Escogencia de las especies

Aunque el protocolo para un estudio de toxicidadcsutica sea la

utilizacién de roedores, varias especies de mamiferedem ser utilizadas. Dentro
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de los roedores, los ratones son los animales masadud debido a sus

caracteristicas y para poder utilizar menor cantiiagustancigSouza,A.,1994)

El raton y la rata de laboratorio, ocupan cerca del 8@%os animales
utilizados en experimentacion, pruebas de laboratormsefiaza. Quiza en los

ensayos toxicoldgicos sea donde se utilicen maseaf@CAC.,2000)

Distintas especies pueden tener diferentes respuest@&x@osicion de una
toxina. Cuando éstas diferencias ocurren, el toxicologbpatélogo toxicoldgico
deben determinar cuél animal es el mas predecibé lpgotencial respuesta en

humanos. La mayor responsabilidad y contribucion lal géatologo.

b. NUmero y sexo de los animales en estudio

No menos de veinte roedores (10 hembras y 10 machd®n deer
utilizados para cada nivel de dosis. Dada la imporéatie un estudio de toxicidad
subcronica, pueden ser utilizados cuarenta animaéstévpor sexo) por grupo.
Las hembras deben ser mondgamas y castas. Es imesesaificar los animales
al terminarse el ensayo, es importante prever el nudeeemimales para que, a la

hora del sacrificio resten los suficientes para coma@li¢rabajo final.

Debe existir una estimativa del nivel de exposigié@na el hombre, asi la

dosis por utilizar en este ensayo deberéa ser iguglerisu a ella

b.1 Cepa NGP

La NIH de Recursos Genéticos (NIHGR) es unalade mas grandes

colecciones de el pequefio animal de laboratorio. lasificacion del raton

utilizado en éste estudio fue obtenida de los erpées de NIH.
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« Razas por exogamia

Los ratones utilizados en este estudio fueron rdzi@mninlas por exogamia.

El término exogamia quiere designar a las cepas piaakipor mezcla de
razas . Este tipo de manejo se designa para establexdérecuencia de los genes
y para minimizar la cantidad de innatos por generadi@ua pareja mondégama
escogida deben ser castos para ser los padres deximgrdeneracion. El
funcionamiento de cada jaula de apareamiento es davisamanalmente, y
cuando se nota que ya no se espera progenie de g@glaan particular, ésta es
remplazada por animales mas jovenes. Este métodoninénias probabilidades

de que se den dos individuos con ancestros en comun.

« Nomenclatura

Cada una de las razas de los ratones lleva una &ettasignacion “N” que
la identifica de NIHGR(National Institutes of Healthr@dc Resource). De esta
manera la designacion precede a la identificacibradada y esta separada por
dos puntos: N:GP, es decir, que esta cepa represerdtorees de Propdsito
General mantenidos en NIHGRIH.,1982)
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. Especificaciones de la cepa en estudio

N:GP(S)
NIH de Proposite General

Otigen: suizo 1935, colonia cerrada desde entonces.
Genética: o
Abine
Enfermedades:
¢ MNon-Neop hstic (inducido): Hyperplasia
tranamisible en colotias de miridos, la cual fue inducida
pot inoculacidn oral con Cifobacter frewndiil

(£11922 HIH

2. ANATOMIA DE LOS RATONES

La descripcion de la anatomia del raton en la seasén fundada a partir
de las caracteristicas basicas de los sistemdssvjiencipales. Se enfatizara en
las descripciones de los 6rganos higado, riidn y pulyadque éstos son los de

principal importancia en el actual estudio de toxadid
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a. Caracteristicas externas

Las ventanas de la nariz se abren lateralmente y oo sertical justo
debajo de él forma una abertura en el labio superigoregndo los incisivos

superiores.

Ambas patas delanteras y traseras tienen cinco ,dadogue el primer
dedo de las patas delanteras es solamente represpatagiza pequeina uia. (las
glandulas sudoriporas estan presentes en las patas.)
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En el ratbn hembra hay tres pares de pezones enhal patos pares en la
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Fig.4 Gentales Externos de macho (a) v hembra (h).
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b. Sistema nervioso
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en la

El cerebro del ratdon, que tiene una estructura mamifaca tiesta ilustrada

figura 5. Los hemisferios cerelsrakstan separados
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longitudinalmente por la fisura cerebral. El cerebetmsiste en un vermix
mediano impar y los hemisferios que caracterizan a tdrpatipico lobular
mamifero. La médula oblongada es la porcibn mas mpasteel cerebro,
reposando ventralmente al cerebelo y constrayéndoderipomente hasta el

corddn espinal.

c. Sistema Cardiovascular

c.1 Corazon

Como en otros mamiferos, el corazén descansa eavidad pericardica
dentro de la caja toracica y consiste de cuatro c&néoa atrios de paredes

delgadas y los ventriculos de paredes gruesas.

Las valvulas entre los atrios y los ventriculos adida de las arterias del
corazon previenen que el flujo de sangre se devuelvavalvula tricaspide se
aloja entre el atrio y el ventriculo derecho. En eblajuierdo, la biclspide o
valvula mitral se aloja entre el atrio y el ventricul@as valvulas semilunares
protegen la salida de la arteria pulmonar y la aortalatkh derecho y los

ventriculos izquierdos respectivamente. (similar ahlbi@)

La pared del corazén esta formada por tres capaspia externa es el
pericardio, la capa del medio, o miocardio, consiste fiboras musculares
cardiacas, es delgada en los atrios y gruesa eretadoulos, y la capa interna es

el endocardio la cual divide las cavidades y forrsavédvulas.
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c.2 bazo

El bazo en un 6rgano elongado café-rojizo. Descamzdaecavidad

abdominal contiguo a la mayor curvatura del estbmago.

La edad, raza, sexo y estado de salud puede aféd@mmaio, forma y

apariencia del bazo.

d. Sistema Respiratorio

pulmenes

F_lgﬁ LEE

El tracto respiratorio anterior consiste de las ventanaales, la cavidad

nasal, y nasofaringe.

La seccion intermedia del tracto respiratorio coadigt laringe, traquea y

bronquios.

Los pulmones forman la porcion posterior del tractoiratpio. En el lado

izquierdo, el pulmdn consiste de un unico Iébulosopen el lado derecho el
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pulmon esté dividido en cuatro I6bulos, el supericdial, e inferior, y la lingula

ubicada en el medio. (Fig. 7)

}?.:él_traquea

— bronouio
A izquierdo

Fig.7 lobulos del pulmon

1983 The Iomase I Biomedical Research

e. Sistema Gastrointestinal

Fig.2 Nistema digestivo
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e.l tracto gastrointestinal

La cavidad oral en al raton esta limitada por lososbmejillas, y la
epiglotis, con el paladar duro y blando formandceeho. El piso estd formado

por la lengua.

El canal alimentario consiste del esofago, estomadestino delgado e

intestino grueso en el cual hay una porcion ascéadiansversa, y descendente.

El intestino delgado, consiste en un tubo enrroscadopuede ser
reconocido histologicamente pero no macroscopicameato tres regiones
separadas, el duodeno, yeyuno, e ilium. En los rat@ieapéndice no esta

presente.

La division del estbmago en region cardial y pilémsaclaramente visible
macroscopicamente (Fig 9). En observaciones microsggpias glandulas
cardias, del fondo y pildricas se observan en la reggbrcardias. Entre la unidn
del estdbmago y el intestino delgado esta el esfipitérico, y esta previene el

retorno de los contenidos del duodeno al estomago.

f: _e \
SEETER region cardial
N

>

ducdene region pilotica

pilarao

Fig. 9 regiones del estomago

1983 The Mouce By Biomedical Becearch
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e.2. Pancreas

El pancreas, el cual funciona tanto como una glanédocrina como
endocrina, es una estructura rosada clara suspendiéh ragsenterio entre el
estomago, duodeno, y colon. Este tiene varios caosl@xcretores. Los islotes de
Langerhans, que forman la porcion endocrina del pancseasncuentran a lo

largo de la glandula y estan asociadas a conduepdalss y vasos sanguineos.

f. Higado

La apariencia macroscoépica del higado es similatodas las especies,
excepto por la forma y tamafio de los I6bulos; higickmente, el higado tiene

una arquitectura lobular que también es similar ersttataespecies.

f.1. Anatomia gruesa del higado

Es un gran érgano café-rojizo debido principalmenée abundante riego
sanguineo. Esta situado por debajo del diafragma epaite superior del
abdomen. El peso es normalmente el 3.5% del peabdel cuerpo del animal
adulto. Esta compuesto por cuatro lobulos, el l16bvddial el mas grande que se

divide en porciones izquierda y derecha, el |6buleramty posterior.

f.2. Componentes celulares hepaticos

La célula que conforma el parénquima del higadol degatocito, que
representa aproximadamente el 60% de las célulddgielo. Los hepatocitos son
células poliédricas con un nucleo esférico y abundatuplasma. Los hepatocitos

se disponen en una serie de laminas perforadas gamgEan y se anastomosan
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para formar una especie de laberinto, entre las cusdédn los espacios
sinusoidales, cuya pared esta constituida por el telmlo Estas laminas se
extienden de la periferia del lobulillo clasico avina central en forma radiada.
Los espacios sinusoidales entre las laminas hepagtan revestidos por células
reticuloendoteliales que se encuentran en una malfdoihs reticulares finas. Por
tanto, las células de un lobulillo hepatico soruleé parénquimatosas. En el
revestimiento de los sinusoides del higado adulto dws tipos principales de
células, las endoteliales y células de Kupffer (célialgocitaria). Entre los

hepatocitos y el endotelio se encuentra el espaeisipusoidal de Disse.

Se ha resumido el lobulillo clasico o hepatico, camaoprisma poligonal,

con una vena central y conductos portales periférictssegsquinas. (Fig. 10)

Fig.10

Lobulillos hepaticos. El lobulille hepatice clasico esta delimitado
por las lineas contimias, el lobulille portal por un tnangulo amarillo
v el acine hepatico por rombo gris. Las zonas portales estan
matrcadas con "P", las venas centrales con "C".

1092 A11ac 3 Color de Histologia

El flujo sanguineo va de la periferia a la vena cenprakando por los
conductos sinusoidales. Por otra parte la secrecida @dis va de las células

hepaticas a los pequefios conductos biliares derilipa.

En el aspecto patoldgico, el dafio hepatico sudbr eslacionado con el
riego sanguineo, y segun este se puede reconocenigiaa @structural hepatica
mas pequefa. Este es el acino hepatico. Los vasgenriy el conductillo biliar
drena una zona que en el corte transversal tiene foermanobo, con dos venas

centrales en los angulos agudos opuestos y las naroesdentes del conducto
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portal cursando transversalmente entre ellas. El dogpaitico correlaciona de

manera directa el riego sanguineo y la actividad métab(lrina, S.,1999).

Anatdmicamentdos hepatocitos estan distribuidos en tres indegidreas
del lobulillo:

- periportal

- zona lobular medial

- lobular central

Funcionalmente se considera que los hepatocitos residen en tress zon
metabdlicas segun el acino, la primera tiene gran midad vascular, suministro
de sustancias y oxigeno; la segunda y tercera Zenant poca proximidad al

suministro vascular. (Fig.11)

r_/.\ :

periportal

Lobulille Arine

Fig.11 Arquitectura hepatica. Orgamzacién del parengquima segun
conceptos de lobule v acine. Portal (P)

1998 Podamerdals of Toedeology Pathology
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La vida promedio de los hepatocitos se estima e d2&s en las rataks
raro observar mitosis en las células hepaticas deloaghdro se pueden escontrar

muchas imagenes mitoticas durante la reparacion gue aiuna lesion.

Alrededor de las zonas portales, las células hepa&edssponen en forma
de una hoja de una célula de espesor que se aptiejda conectivo periportal,
llamada lamina limitante. La ldmina esta formada @ulas algo mas pequefas
gue las células hepéticas del centro del lobulilleesy perforada por vasos
sanquineos (ramas de la arteria hepatica y de la \@ta) [y por ramas de los
conductos biliareqIrina, S.,1999)

f.3. Funcion del higado

El higado es esencial para el mantenimiento viwl las animales
vertebrados. Tiene dos suministros de sangre, laaattepatica y la vena porta.
La arteria hepatica provee el oxigeno, mientras gwena porta libera sustancias
absorbidas por el tracto gastrointestinal para la re@maocconversion metabolica

de algunos compuestos.

Esta glandula tiene funcién exocrina -produccionitie- ly endocrina
(elaboracién de proteinas plasmaticas, glucosa) Adem@sjuce colesterol,
triglicérios, fosfolipidos y desintoxica y metabolizeedicamentos y materias

extrafias digeridas.



g. Sistema urinario
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Nistema Urinario ¥ Reproductor Femenino

Fig.12

Para la descripcion del aparato urinario se hard medeida anatomia de

la rata, ya que para los estudios de patologia rer@lotogica es el modelo mas

utilizado.

Los rifiones, ureteres, vejiga y uretra forman el sistenmario. El par de

rifones se recuestan contra la pared dorsal del alndgmstan apenas sostenidos

Glomérlo

o

Tubulo Tubulo

Capsula de
Bowmat

colector cottorteado cugﬁ}ﬂgdu
distal proximal
1999 Atlas a Color de Histologia
Fig.13

Esquema de una nefrona atzslada que muestra lag
partes cue la forman ¥ su nego sanguineo.
Corteza (). Medula (WD
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en posicion por tejido adiposo; el rifidn derecho estéalmente localizado hacia

anterior que el izquierdo.
Los roedores tienen una arquitectura renal basica uldpagl tipo mas

simple de rifidon mamifero. La unidad funcional del rifiés la nefrona (fig 13).

En la cara interna hay una depresién, llamada hidnpg los vasos sanguineos

Corteza

Atteria

interlobular Artetia argqueada

Banda externa

Banda ititerna

2 Zona interna de la médula

Fig.14
Corte de nifidn de rata Se dustran las
zonas externa{Ejemterna (I} de la
meédula. El hilio (H) e encuentra abajo -

v ze ohsetva el revestimients de la 1998 Huschek Ronssente
pelas renal ( V), en la cual sobresale la
papila renal de la piramide medular
unica.

que entran y salen del rifidn , lo hacen por el Hilaoporcion superior del uréter

se expande para formar la pelvis renal. (fig. 14)

Un lobulillo renal es una unidad mas pequefia quepoemde un rayo
medular, formado por tubulos colectores en su partgatenon varias arterias
interlobulillares en su periferia, y estd formado pomlesonas que desembocan
en los tubulos colectores del centro.
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h. Rifion

Cuando estos rifilones en forma de frijol son secciaadodos distintas

capas, la corteza y la médula, son claramente essilphicroscopicamente.
(Cook,M.,1983)

En la médula hay dos zonas, interna y externa, Ermetsubdividida a su

vez en una banda interna, mas oscura y gruesa, pamnta externa, mas clara y
delgada. (fig. 15)
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Fig.15

Esquema que muestra las zonas del rifion con
relacién a los segmentos de las neffonas corticales
externas (A) ¥ vustaglomerulares (B,

h.1. Riego sanguineo del rifion

Como los rifiones limpian la sangre de los prmduce desecho del
metabolismo, tienen un abundante riego sanguineartedaa renal penetra en el
hilio, donde se divide en 6 al0 arterias interlobglakas arterias interlobulillares

surgen de las arqueadas, estas se dirigen hacipddisie en direccion radial y se
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localizan entre los lobulillos. Sus terminacionesifpacas alcanzan el lecho
capilar que riega la cipsula renal. Las arterias oftalillares emiten de 6 a 11

ramas colaterales, llamadas arteriolas aferentes.

La sangre pasa primero por los glomérulos, que solgar para la
filtracion del plasma sanguineo. Las arteriolas efesesdéden de los glomérulos
para regar la mayor parte de las otras porciones dadasasinefronas. Las de las
nefronas corticales tienen diametro pequefio y selativpara formar las redes
capilares peritubulares que rodean y riegan sus prtijgiesos uriniferos locales.
Las arteriolas eferentes de las nefronas yuxtamedularemtidiametro mayor y

se dirigen hacia la médula con el nombre de artenieldas falsas.

Las venas se distribuyen paralelamente a éaianprincipal y al sistema

arqueado.

h.2. Anatomia microscopica del riidn

Es de importancia en patologia toxicolégica conaedidtologia normal de
la nefrona, y las siguientes subunidades funcionglemérulo, tibulo proximal,

aparato yuxtaglomerular, segmento delgado, tubutaldisnacula densa.

* Nefrona

Los cortes histologicos nos dan una idea clara derswa. La primera parte
de la nefrona, localizada en la corteza, es el corpmisenal. El extremo proximal
de la nefrona se dilata para formar la capsula de Bowm# se ve invaginada
por un penacho globular de capilares llamado gloméfdala corpusculo renal

tiene un polo vascular por el que entran y salenrtas@as aferente y eferente, y
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un polo urinario, donde una hendidura de la capsilBalvman se continda con
la luz del siguiente segmento de la nefrona, el tiprdximal.

La porcion contorneada del tubulo proximal (tubwatorneado proximal)
y la porcion contorneada del tdbulo distal (tubulontommeado distal) se

encuentran adyacentes a su corpusculo renal en laaoBkresto de la nefrona

gl= Glomémlo
oo = Condacto Colector
te = Tubulo Colector
tep = Tuble Contormeads Prozimal
ted = Tubulo Contomeado Distal
ad = Segmento Delzado
Bl = Eanda Intemna
BE = Eanda Externa
tin=Fayo Medular
CB = Contucto de Bellini
al= Arteria Interlobular
P= Papila
gid= Segmento Delzado
H= asade Henle

Fig.16 Dibujo esquematico de la nefrona v su
vasculanidad, se denotan relaciones anatomicas,

1999 Atlae a Color de Histologial
(porcidn recta del tubulo proximal y porcion recta deuta distal) forman el asa

de Henle. El asa tiene ramas ascendente y descemubmaielas entre si, unidas
por un segmento delgado en forma de U. (fig. 16)

Con base en la longitud del asa de Henle se reeandos tipos de
nefronas. Las nefronas cortas (corticales), son aquefas corpusculos renales
estan en la porcion externa de la corteza. Tienendes&tenle cortas y solo se
extienden una corta distancia dentro de la zonarexte la médula. Las nefronas
largas ( yuxtamedulares), con corpusculos renales @agian profunda de la
corteza, tienen asas de Henle largas, y estas pemetfamdamente en la zona

interna de la médula . Las de tipo corto son masdantas que las de tipo largo.
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Las nefronas mediocorticales presentan caracteristitersndias entre los dos

tipos anteriores.

Las porciones terminales de las nefronas, los tulmdo®rneados distales, se
unen al sistema de conductos colectores. Un cortmesgg de union (tubulo
colector arqueado) se dirige a un tubulo colector répte se encuentra en un

rayo medular) que desemboca en un caliz me8eluKova,l., 1999)

 Glomérulo

El glomérulo representa la unidad de filtracion dealagse. La capsula de
Bowman, al ser ivaginada por el penacho de capildogsegulares, presenta una
capa parietal de epitelio, que se continua con #eliepviseral, en intima relacion
con los capilares glomerulares, los podocitos (céldéata cidpsula de Bowman)
son los que rodean a los capilares. Al entrar al cogbmigenal, la arteriola
aferente se divide en ramas, de las cuales se origis@apilares. La lamina basal
se encuentra entre los podocitos y sus prolongacymreiera y el endotelio por
dentro. Cerca de las arteriolas aferente y eferente $p@cies intercapilares en
gue las laminas basales no estan revestidas deebodeistos espacios estan
ocupados por el mesangio, formado por células de wmiesdas cuales son de
forma estrellada y hay células fagocitarias y contex:tila “barrera de filtracion”
del glomérulo consiste en el endotelio fenestrado,lalmina basal y las

prolongaciones de los podocitos (pedicelos).
e Tudbulo proximal
Cada uno comprende una porcion contorneada (tubulooroeatdo

proximal o TCP ) y una porcion recta, que es la primarteqgel asa de Henle. La

mayoria de las subunidades estructurales en la coejessentan a los TCP.
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» Aparato yuxtaglomerular

Las células yuxtaglomerulares (YG) se forman a partiradarteriola
aferente cuando esta se aproxima al glomérulo y priogasisufren cambios. Las
células YG estan en contacto estrecho con la infit@aluz de la arteriola de un
lado de ésta , en otro lado se relacionan intimanmsoitelas células de macula
densa del tdbulo distal y por el otro con las céluétraglomerulares del
mesangio, formando en conjunto el aparato o complejtaglomerular.

(fig. 17)

1983 Hacchwel: Boiscense

Ditiye del aparato yustaglomenilar

* Segmento delgado

Las nefronas corticales tienen un segmento delgatio goe se continla
con la porcion recta del tabulo proximal, y junto cella forma la rama
descendente del asa de Henle ( 6sea que en eB@msaseno hay rama delgada
ascendente). En las nefronas largas el segmento detgadtituye la parte mas

profunda de la rama descendente.



47

e Tubulo distal

El tdbulo distal es mas corto que el proximal, y emseddescriben tres
porciones: una porcidn recta para formar la rama ascendehésa de Henle, la
macula densa y la porcidén contorneada que sigue ygrtoacorto y sinuoso en la
corteza renal y termina cerca de un rayo medular cartdase con un conducto

colector.

 Macula densa

Es parte del complejo yuxtaglomerular, es la secoidta del tibulo distal. A

partir de la macula densa, la nefrona contina comddidontorneado distal.

i. Pulmoén

i.1. Caracteristicas principales

En el nacimiento, el pulmén es inmaduro y no comtiealveolos ni
conductos alveolares. En ratones recién nacidosntefcambio gaseoso del
pulmén ocurre en las paredes blandas de los canakesulos, en ductgssacos
alveolares. La estructura del pulmén permanece sibicg entre el nacimiento y
el dia 4. Finalmente, una explosiva restructuracgmpdrénquima ocurre entre los
dias4y7.

Los pulmones vyacen dentro de la cavidad toracieat§n cubiertos con
una membrana llamada pleura visceral, mientras gp@réal toracica esta cubierta

por pleura parietal, formando asi la cavidad pleurat ‘asos (arterias y venas
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pulmonares, la arteria bronquial y vasos linfaticosjvine y bronquios entran a

los pulmonespor el hilio.

El pulmén derecho tiene tres l6bulos (craneal, mgdiaudal). Un cuarto
I6bulo descansa en contacto con el diafragma y &etecorazén. ElI pulmoén

izquierdo no se encuentra separado en lobulos.

i.2. Estructura y biologia celular

e Traquea, bronquios y bronquiolos

La trAquea en todos los mamiferos, se extiende caadtd para formar las
dos principales ramas o0 bronquios principales, cadadanas cuales entra a un
l6bulo del pulmén. Algunas areas del epitelio tieneélulas cuboidales, con
ndcleo que comprende de la mitad a tres cuartas petés célula. Las células
parabasaleson numerosas y sus nucleos son en su mayoria esférasoestratos
mucosos y submucosos son cada uno relativamenteitakst Las glandulas
seromucosas son abundantes, pero son limitadas pamrd&n proximal de la

trdquea.

La traquea se continla con la laringe, y estd almepor epitelio
respiratorio pseudoestratificado. En el ratdn, el apit@nsiste primariamente de

células ciliadas y células serosas, células bakatdsén estan presentes.

Bronquio y bronquiolos son histolégicamente similarés traquea. Las
estructuras cartilaginosas decrecen con la disminggbdiametro del bronquio,

asi como también el epitelio se torna mas liso.
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Por otro lado, la sangre llega la los pulmones a traeéslos sistemas
separados: los vasos pulmonares y los vasos brorgulads vasos linfaticos
estan confinados al intersticio extra alveolar, qugeebronquial, interlobular y el

intersticio pleural.

Hay diferencias en las especies en cuanto a la propadei células ciliadas

y no ciliadas, el ratén tiene aproximadamente iguahero de ellas.

1.3. Componentes celulares

La distribucion y frecuencia de diez tipos de célutasfologicamente
distintas, se ha descrito en la superficie del epitid vias aéreas intrapulmonares

del raton.

Células esféricas estan presentes en todas las viess.agero abarcan
menos del 1% del total de células. Las célulasdals aumentan en numero
progresivamente alrededor de la periferia. Las basala®ad® y poco a poco

desaparecen de las pequefas vias.

La mayoria de las células presentes son las efateligo | y tipo Il, las

pulmonares endoteliales, células intersticiales yrlasréfagos.

Las células epiteliales tipo | son altamente difeigdas que no se dividen,
cubren aproximadamente 90-95% de la superficie alve®lafuncion principal es
el mantenimiento de una barrera que previene el padtuides y proteinas a

través de la pared alveolar hacia los espacios aéreos.
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En cuanto a las epiteliales tipo Il, son célulasalddes que se localizan en
las esquinas o0 nichos entre capilares. Sus funciomes de sintesis,

almacenamiento y secrecion de materiales en la scipgofilmonar.

Las células endoteliales pulmonares forman una bageeapreviene la
filtracion de exceso de agua y macromoléculas hacimtetsticio pulmonar.
Ademas, funciona como transporte de gases, aguatpsojuprocesa una amplia
gama de sustancias como aminas, prostaglandinasjohas y drogas. El
endotelio pulmonar es susceptible a lesiones casigaanuchos agentes toxicos
gue pueden alterar sus actividades bioguimicas, afastbunciones intercelulares

0 causar un severo dafo llevando a la necrosis.

Los macrofagos se han identificado en tres lugaresedifes del pulmon:
el intersticio, alveolos y lumen capilar. Estas @dukon la primera linea de
defensa del pulmén, participan también en la infladracy en respuestas

inmunoldgicas.

i.4. Funcion

Las funciones primarias del sistema respiratorio somtercambio de

gases, olfato, y la proteccion contra agentes nscivo

El mismo tejido de especializacion que maximizegjecucion de estas

funciones también predispone a un dafio toxico.

Una variedad de mecanismos de defensa, tatles ebaparato mucociliar
y el sistema macrofago alveolar, pueden prevenir cintdel agente dafiino con
tejidos vulnerables. La localizacién y el tipo desibn es el resultado de

complejas interacciones entre el agente y el huésbesl. factores son las
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caracteristicas fisioquimicas del agente, la severigath dosis, y la capacidad

metabdlica de los componentes celulares del huésped.

3. PERIODO DE OBSERVACION DE LOS ANIMALES DE
LABORATORIO EN ESTUDIOS DE TOXICIDAD SUBCRONIC A

En la mayoria de los estudios toxicologicos el itigagdor esta interesado
en la (s) interaccion (es) primarias o secundarias depwesto con las células y
tejidos corporales y no en los efectos terciarios (tate®o deshidratacion,

anorexia, etcétera), los cuales pueden causar la ndeédaimal (CCAC.,1998)

Los animales experimentales deben ser cuidadosanodiservados para
analizar el caracter reversible o la persistencia deedifes efectos toxicos
durante un periodo adicional a los dias de haberZadui la administracion del

periodo de tratamiento.

Un examen clinico minucioso debe ser hecho al menassez al dia. Una
observacién diaria regular sirve para detectar y evitaibfgs problemas como:
canibalismo, animales moribundos, etc. Los anima®sibundos deben ser

sacrificados.

Las sefales de toxicidad deben ser registradas a angadse observan las
fases, las cuales comprenden desde el momento dei@pale los primeros
sintomas, su disminucién y su duracién. Las obsewmasi deben abarcar
alteraciones de pelo, mucosas, 0jos, sistema ciocidlay respiratorio, sistema
nervioso central y periférico, actividad automotriz yanifiestaciones del

comportamiento en general.
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Estos efectos adversos pueden ocurrir de muchas mandesde una
muerte inmediata a pequefios cambios imperceptibls Imeses o afios después.
Estos pueden ocurrir a varios niveles dentro de lodesupueden ser un

bioquimico especifico, un tipo de célula, un érgaronivel de todo el cuerpo.

Generalmente, la toxicidad encontrada en animalesstiglio ocurre con
similar incidencia y severidad en humanos. Aunqupusglen presentar algunas
diferencias, por esto es gue los examenes clinichsirranos son necesarios para

confirmar los resultados de los estudios de laboratorio.

4. AUTOPSIA

Todos los animales deben ser sometidos a una aatgesieral. Los
organos Yy los tejidos deben ser conservados en um mpaipiado para el caso de
un futuro examen histopatoldgico. Todos los dérganos presentan lesiones

toxicas deben ser examinados.

Un examen macroscopico cuidadoso de los pulmonekslenimales
perteneciente a cualquiera de los grupos de ensayosee realizado, para evaluar

el estado de salud de los animales.

Todas las alteraciones macro y microscépicas debenegistradas. En
caso de que no se detecten alteraciones macroscopieaara un analisis
microscopico de los 6rganos nobles como el corazbones, pulmones e higado.
(Souza,A.,1994)
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a. Descripcion Macroscopica de la Autopsia

Se reciben los 6rganos
Se observan e identifican los 6rganos de interés
Se examinan los 6rganos de interés

Se describe cada érgano de interés

a kr 0N PE

Se realizan los cortes mas representativos de cadabérgan
b. Descripcién Microscopica de los Cortes Histgikdos

La mayoria de las preparaciones histolégicas corresporadeuna

delgadisima lamina de una pequefia porcion de un@rgan

La histologia microscépica solo proporciona imagdndenensionales de
estructuras tridimensionales, por esta razéon es diffdkéner una idea de la

disposicién espacial de los componentes histicos.

La evaluacion rutinaria microscopica utiliza fijaciéon formalina al 10%,

empotramiento de parafina, y tincion con hematoxyim@sina.

C. Interpretacion de los resultados

La extrapolacion de los resultados para seres humdeosstudios de
efectos téxicos producidos por la administracion subcainente de dosis
repetidas de una substancia a roedores, no es codsideEnao un valor absoluto
ni tampoco indispensable la realizacién de ensagdsldrancia en humanos. Por
otro lado, los resultados de este tipo de ensayerdast informacion sobre la

accion local de una sustancia.
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D. Concepto de patologia

La patologia se ocupa de todas las alteraciones saslute lo natural, que
producen dolor o padecimiento. Sus fuentes de essadiel enfermo, el cadaver

y el animal de prueba.

El estudio del cadaver corresponde a la Anatomialduita, con la
observacion de las lesiones o alteraciones morfologjaaspermiten confirmar
postmortem las deducciones clinicas. Por ultimonehal de prueba, base de la
Fisiopatologia experimental, permite reproducir los @0s morbosos en estrictas

condiciones de vigilancia y contrastacion.

La Clinica se ocupa individualmente de cada enfemomo la Anatomia
patologica estudia los cadaveres y la Patologiarempetal los animales de

prueba o laboratorio.
1. CONCEPTO DE ENFERMEDAD

“Solamente los seres vivos son capaces de enfer@aconcebimos la
enfermedad como una forma defectiva de la vida, atteana la forma efectiva lo

seria la salud.

La enfermedad puede pasar de una a otra modalidadyradaciones
insensibles, apreciandose tan solo el contraste Erstreasos extremos de cada

serie.
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La enfermedad es pues una alternativa a la salud,@ral se produce una
alteracion cuantitativa de las condiciones vitaigge sobrepasa ciertos limites en
mas o en menos, produciendo un desorden en el dpiso tle la vida en los

individuos sanos.

La enfermedad se manifiesta por alteraciones vitateslas tipos: las
lesiones organicas morfolégicas, ya sean anatoOmicasostapicas, tisulares
microscopicas, celulares ultraestructurales o moleauldmequimicas, y los

disturbios o perturbaciones funcionales.

A su vez, cada lesion morfologica se acompafa de perturbacion

funcional, cerrandose un circulo vicioso.

El transito del estado de salud al de enfermedath ggoceso continuo y
mesurable, que representa la inicial alteracién de funaciones hasta entonces
normales, para llegar a una nueva fisiologia en cambs alteradas, como

consecuencia de la agresion causal sobre el organism
E. Etiologia escencial veterinaria

Serian circunstancias exposicionales exdégenas, paplggela magnitud, o
intensidad y numero de incidencias morbigenas shmedts. Los factores

endogenos seria la resistencia del individuo fretds eausas.

Esta disposicion para enfermar puede ser sistémia, rcunscrita a un

sistema, aparato, 6rgano o tejido determinado.
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Las causas de enfermedad animal, se dividen primer@xérnas e

internas, y después por su modo de accion.

1. CAUSAS EXTERNAS DE ENFERMEDAD

Las causas externas de enfermedad son todos lotesgemocidos que

proceden del exterior.

a. Agentes Toxicos

Son las sustancias que actlan nocivamente soboegahismo por su

composicién quimica incompatible.

Los téxicos exdgenos penetran en el cuerpo aniaoralip oral, respiratoria

0 percutanea.

Algunos producen coagulacién y necrosis tisular, trasmue otros actian

mediante colicuacion de los tejidos.

Las vias mas importantes de eliminacion de losct&ide cualquier

naturaleza son la renal, digestiva y respiratoria.

La primera defensa antitdxica natural es la integridadlos epitelios
cutaneos 0 mucosos, asi como los vomitos o diarneasnapiden la absorcion
digestiva. Una vez absorbidos, el organismo procedsuadetoxicacion,

principalmente hepatica.
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No obstante, segun su propia actividad, dosis otgue entrada, los
toxicos pueden vencer estas defensas y ejercer sutesetmrrosivos, irritantes,

asfixiantes o fermentativos.

En general, la marcha de una intoxicacién comiemzasintomas locales
digestivos, respiratorios o cutaneos, segun el pumtenttada. Si la sustancia se
absorbe por via digestiva, sus efectos siguienteshepatotoxicos y después
hematicos (estos también por via respiratoria), patmiattiego sobre el sistema

nervioso y por ultimo producir una nefrosis por intoxiéaaienal.

Los 6rganos parenquimatosos, especialmente el higedarrolla acciones
metabdlicas antitoxicas, y el riidbn excretoras dstacias nocivas, tanto de

origen exdégeno como enddgeno.
F. Defensas organicas frente a la accion causal

1. PRIMERA REACCION

La respuesta en estos casos suele ser inmediatateozemtas por una
sobreproduccién irritativa de la actividad celular aegmulos de intensidad no
habitual, como respuesta fisiopatolégica primaria cait&cion de sus funciones
bioquimicas, bordeando el limite superior de lo figgado. Si el agente efector no

es neutralizado, la capacidad reaccional se agagélulas degeneran.
2. REACCION LOCAL DE SEGUNDO GRADO

Preferentemente tisular, el estimulo patolégico detexmina alteracion

bioquimica y estructural del tejido afectado. Ladedbioquimicade las células,
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de caracter molecular y enzimatico, suele preceder Besi@n morfolégica

estructural.

Se caracteriza por hiperemia, exudacion e infiltraciflarnatorias, que tien-
den a restablecer la normalidad por localizaciénmgieacion del agente morboso

y la restitucion a la integridad del tejido focalmeaftectado.

3. REACCION FOCAL DE TERCER GRADO

Se produce cuando el estimulo patdégeno es suficientemntenso o
duradero, y representa el fracaso de los mecanismos ridearcegulacion e
inflamatorios. Las lesiones celular e  histica resultareversibles
espontaneamente, produciéndasguemia local por destrucciéon vascular y

necrosis focapor muerte celular.

Estas reacciones locales en cualquiera de sus gratosespecialmente a
partir del segundo de inflamacién, se acompafan ganégitte de dolocomo
manifestacion fisiopatoldgica de alarma y el rompirtiede la armonia de las

funciones en el organismo.
4. PRIMERA FASE
La primera fase es umaaccion de emergencia iniciajue trata de corregir

inmediatamente las alteraciones originadas por laacensbosa, restableciendo

en lo posible el equilibrio fisioldgico de la homtasss organica.
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5. SEGUNDA FASE

La segunda fase se produce cuando es superadhggente patdogeno la
primera reaccion de emergencia o alarma.

En este momento aparecen clinicamente los sindrgeresrales neuroen-
docrinos, metabdlicos, hematoldgicos, alérgicos, nmi@rios y degenerativos.
Las funciones vitales del individuo enfermo se dedibgan, en uno u otro
sentidoy se pierde la armonia vital.

Si este desequilibrio patolégico perdura, el procestboso entra en una
tercera fase

6. TERCERA FASE

El organismo, antes de fracasar totalmente en su defietgaade conseguir
una situacion dedolerancia o compensaciOmediante la movilizacion de la
energia de reserva de sus 0rganos, aparatos y sissastitslyendo con funciones

vicariantes por las de los elementos inutilizados.

Por dltimo, la reaccion general puede caer en una daggale agotamiento
con fracaso de los sistemas defensivos, reguladores aordeacion y de los
mecanismos vicariantes de compensacion. En estafagganismo es ya total-

mente incapaz de una recuperacion espontanea.
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G. Repercusiones vitales

La alteracion morfofuncional mas genérica, como primeralteege del
fenOmeno irritativo patogénico, es una microlesion cpérdida de la

semipermeabilidad selectiva de las membranas cedulare

En las células se pueden dar alteraciones morfologma® las lesiones
ultraestructurales, del ndcleo o las membranas, quducen a la degeneracion y
hasta la necrobiosis celular, independientementea dee¢rosis total, que puede

producirse por efectos deletéreos masivos, llegandsuplaacion o la gangrena.

También son apreciables alteraciones celulares modofuaies con
caracter degenerativo, regenerativo o aberrante. Refadaamaccion adaptativa
de la célula a las nuevas condiciones vitales guh impuestas por los agentes

causales.

Cuando estos agentes causales son tan solo mlptaa la célula y no
llegan a producir su muerte rapi@teecrosis celularp lenta(necrobiosis) pueden
aparecer como manifestaciones celulares reactivashipartrofia, atrofia,

degeneracion y/o aberraciones celulasgsun sentido ampligCarda,P.,1990)

H. Patologia toxicoldgica de higado, rindn y pulmoén

Para lograr un efecto, los quimicos y agentes fisicberdprimero entrar
en contacto con el cuerpo, y luego pasar a travéeasienembranas celulares
(absorcion), antes de interactuar con el tejido. Semqédee, los quimicos son

distribuidos por el cuerpo. El sitio de toxicidad dplimico depende de su
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distribucion. La distribuciébn se basa en sus propiesldisico-quimicas, que
permiten su paso por la sangre a través de las patedspilares hacia espacios
extracelulares y después hacia el espacio intracelukarexcrecion de los
componentes se da principalmente a través de logmsist urinario y

gastrointestinal.

Para el analisis de los efectos toxicos, en un estiedioxicidad subcrénica
es necesario realizar un estudio de los cambios astuled, morfologicos y
funcionales en células, tejidos y 6rganos, proveesiuel grupo control y del

grupo con tratamiento, ademas del mecanismo por eésteefecto fue inducido.

El pulmon, el rifién e higado, fueron egibag como los érganos sobre los
cuales se basara el andlisis toxicol6gico de estasiigacion, ya que son los

principalmente mas afectados

1. EL HIGADO

El objetivo principal para el entendimiento de lasprestas toxicoldgicas
en los higados de los animales experimentales de ddterminar si la exposicion

al agente causa algun riesgo en animales o en hgmano

En resumen, los siguientes conceptos son cragmeea el entendimiento
de la funcion hepética y su patologia. Las funcianexcrinas y metabdlicas del
tejido ocurren en el hepatocito. El higado recibe oibled suministro de sangre,
comprendidos por la circulacion arterial y la portalinEércambio entre la sangre

y los hepatocitos esta muy facilitado.

En toxicologia patolégica hepatica, la desintoxi@a puede ser

considerada como la principal finalidad de las reaesanetabdlicas del higado,
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en donde una toxina potencial es inactivada o eagaetSin embargo, algunas
veces la misma maquinaria enzimatica para la desiaitivn puede resultar en

un metabolito mas toxico que su progenitor.

El dafio al sistema hepatobiliar es una respuestavagteente frecuente a la
exposicion de agentes, Sin embargo, la diversidacesieuestas es extensa. A

continuacion se hara énfasis en las lesiones mastanpes.

a. Respuestas no neoplasicas

Cada uno de los diferentes tipos celulares en etlbigaede responder a
un ataque toxico. El dafio celular mas severo resualtaecrosis. Sin embargo, un
dafo menor puede dar resultado a una adaptacion ouk@idm de varios
infiltrados o pigmentos citoplasmaticos. Es importamgzordar que una
exposicion a un agente no necesariamente conllema degeneracion o necrosis.
Las células, particularmente los hepatocitos, tienga gran capacidad para
adaptarse a varios agentes exogenos. Mientras gjuesipuestas adaptativas no
son manifestaciones toxicas de la exposicion a agenson indicadores
importantes de exposicidon y, posiblemente, de aitamas de la funcién hepatica

gue deben de tomarse en cuenta.

a.l. Histologia de los tipos de necrosis hepética

La muerte celular o la necrosis es una secuela frecdehdanio hepatico.

Aunque la necrosis puede afectar cualquier tipo cefldhhigado, la necrosis de

los hepatocitos es la mas frecuente y la mas estudiad
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La necrosis puede definirse como los cambios morfolégipe siguen a
una muerte celular en un tejido u 6rgano vivo, y qei@laben a la progresiva

accion degenerativa de las enzimas sobre las célralgesion mortal.

Ya se ha constatado que las células mueren algipdi antes de que la

lesion letal pueda ser identificada en microscopigapt

* Necrosis lobular central

Esta es la forma mas frecuente de necrosis de hdpatatiservada en

animales expuestos de forma aguda a agentes hepebst

La necrosis ocurre en el area lobular central, condpathcitos necrosados
alrededor de la vena central. La lesion es generalnegeientrada a lo largo del
higado con la mayoria, sino todas, de las areasateshiobulares afectadas. La
necrosis generalmente aparece como una fila simglepgocitos alrededor de la
vena central o puede extenderse hasta la mitadndéloadel 16bulo. Algunas
veces al aumentar la dosis del agente toxico, idrese expande envolviendo una
mayor area del l6bulo extendiéndose hacia la triaddalpoA pesar de la
destruccién extensa de tejido en los casos mas sewdrinfiltrado de células

inflamatorias es muy limitado.

Con algunos agentes, las células endotelialessdginusoides adyacentes a
los hepatocitos necroticos también son destruidas.nécrosis hepatocelular
acompafada de destruccion de las células endosgtisdeenta una hemorragia en

la parte centrolubular dentro de la zona de la necdeshepatocitos.

La necrosis centrolobular de hepatocitos es generadm reparada

rapidamente.
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Este tipo de necrosis ocurre como una secuela decpantatorio, ya que
el oxigeno es entregado por medio del paso sangabrmuo desde las zonas
portales. La distribucién de la necrosis lobular cerdmlbasa en el principio

metabdlico del acino.

* Necrosis lobular medial

Este es el tipo de necrosis histopatolégica menasinode hepatocitos.
Como su nombre lo indica, éste patron de necrosis@eptra como una banda
necroética ubicada entre la zona portal y la venar@lerta zona generalmente es

muy delgada, afectando solo dos o tres filas detbeipas del [6bulo.

» Necrosis periportal

La necrosis periportal de hepatocitos es menos coméragnecrosis de
hepatocitos en la zona central. En este patron jpstdetos necréticos forman un
circulo completo que rodean casi todas las zonas lgmrtha presencia de
hemorragia es poco frecuente. Como lo es en la nedalsigar central, la
respuesta inflamatoria al tejido necrdtico tambiéniragdda y algunas veces no

es evidente. La reparacién de la necrosis peripoetala sapidamente.

 Necrosis masiva

La necrosis masiva en el higado esta caracterizadangorona necroética
gue envuelve a todo el I6bulo del higado. Los ldbuwle las areas menos
afectadas seran el principal recurso de respuesta regemerkt fibrosis

constituird el mayor resultado de la regeneracion.
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En una etapa temprana, las areas afectadas del hsgadde un color

anormal.

Este tipo de necrosis en el higado generalmenteesocuando los animales
son expuestos a muy altas dosis de hepatotoxicos.

* Necrosis focal

Es poco frecuente encontrar la necrosis focal en esttaka®légicos de

animales.

Esta necrosis consiste en discretas areas con nededsepatocitos, que se
pueden ubicar en cualquier lugar del I6bulo hepatias.células inflamatorias son

frecuentemente encontradas en la lesion.

» Apoptosis

Apoptosis ( derivado del griego que significa “constmt) es una forma
especial de muerte hepatocelular individual con taraticas histologicas
especificas. Se observa como hepatocitos individuaesogidos y que
histologicamente son caracterizados como pequefiassaslerestructuras
eosinofilicas, a menudo con fragmentos cromaticos dehss fragmentos son

fagocitados y digeridos por los fagocitos adyacentes.

Es raro encontrar la apoptosis en el higado, y lsaay efecto de la
apoptosis en el higado de animales tratados conicps que inducen hiperplasia
hepatica es poco clara.
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a.2. Lipidosis hepatica

La lipidosis hepatica se refiere a la acumulacion ridgiceridos en los
hepatocitos. En algunos casos, los hepatocitoseo@mnt una clara vacuola central
grande, la cual desplaza el ndcleo a la periferia aglldla. En otros casos, los
hepatocitos contienen varias pequefas vacuolas. Maigicamente, la lipidosis
hepatica se caracteriza por un parénquima hepatiee suamarillo. La lipidosis
se asocia con necrosis hepatica, aunque la lipidusas no afecta la funcion

hepatica.

La acumulacion de triglicéridos en el higado es radalt de un
desequilibrio de la captacion de acido graso y stes&n como lipoproteina de
poca densidad.

a.3.Infiltracion y pigmentos

» Degeneracion hidropica

Es una acumulacion de agua en la matriz celular oelemeticulo

endoplasmatico rugoso de los hepatocitos.

e Acumulacién de glicogeno

Su acumulacion se observa en hepatocitos como retatién de

toxicidad. Se observa como vacuolas claras enagllagma.
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 Almacenamiento excesivo de hierro

Ocurre como consecuencia de tratamiento con hepatatxi

 Almacenamiento excesivo de cobre

La acumulacion de cobre esta asociada con necraosisilgs inflamatorias.

a.4. Respuestas adaptativas hepatocelulares

La exposicion del higado a un agente puede reseltarrespuestas
adaptativas estructurales y funcionales que genem&mao son consideradas

efectos toxicos.

a.5. Proliferacion hepatocelular

La proliferacion de los hepatocitos como manifestadi@noxicidad puede
ocurrir de dos maneras. La primera como regeneracion.dumda proliferacion
se da como hiperplasia quimicamente inducida. Larpigsia no se asocia a la
necrosis y se puede reconocer por el aumento en tsisy cambios en el
citoplasma que indican induccién enzimatica. Sol#mealura unos pocos dias
aunque el animal siga en exposicion al agentegest mel higado vuelve a la
normalidad.

a.6. Lesiones del ducto biliar

La mayoria de los agentes causan dafio preferencialmdosehepatoctos
comparado con otras células del higado. Dafio adpatbcitos puede causar
respuestas secundarias a otras células hepaticaspitetib de los ductos biliares

de las triadas hepaticas. Las lesiones pueden tarear diferentes formas
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morfologicas: necrosis aguda, hiperplasia del duct@rbily proliferacion de

células ovales.

a.7. Toxicidad de células no parenquimales

Estas células son rara vez afectadas por hepatapxgia embargo

ocasionalmente se ven envueltas en respuestassoxica

* Lesiones endoteliales

Aunque la necrosis de células endoteliales es umi#estacion extrema de

dafio endotelial, algunas toxinas producen poco eécastas células.

o Células Kupffer

La respuesta fagocitaria especifica de estas célylagiaulas de material
extrafo, y otras toxinas es muy conocida. En comseta cualquier quimico que
altere la funcion de las células Kupffer, también va afiad al hepatocito
subyacente como a otros tejidos del cuerpo. Miemjass algunos quimicos
pueden dafiar o disminuir la actividad de estas &lwW&os agentes pueden

acrecentar su actividad.
a.8. Cirrosis
La cirrosis es definida como fibrosis hepética y regei@racodular. La

regeneracion y la fibrosis aparentemente es resultadoepletida necrosis

hepatocelular.
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b. Neoplasia hepatica

La induccion de neoplasmas hepatocelulares esdaesta neoplasica mas
comun encontrada en roedores expuestos a quimicoermgglLa neoplasia
hepatica puede presentarse en los hepatocitos ( maerftel; ductos biliares,

células endoteliales y células de Kupffer.

b.1. Neoplasia hepatocelular

A los neoplasmas malignos en hepatocitos se lesceotomo carcinomas
hepatocelulares. En ratas, estas lesiones sonegsibhcroscopicamente como
nodulos firmes. En ratones, los carcinomas estan ocestgmipor células parecidas

a los hepatocitos, usualmente en un patrén tralrecula

En ratas, las lesiones benignas de hepatocitosnee@m como hiperplasia
nodular o neoplasia nodular. La ambigiedad del térm@oplasia nodular refleja
la dificultad de distinguir la hiperplasia de la nesh en el higado del roedor.
Algunas de éstas lesiones pueden mejorar mientrastrpgepueden progresar a
carcinoma hepatocelular. En ratones, los adenorhapatocelulares ( lesiones
neoplasicas ) son ndédulos sélidos de hepatocitosadode por aparentes

sinusoides.

c. Evaluando la toxicidad

La mayor desventaja de un estudio clinico del ahoomo un “todo” es su

sistema tan complejo, que obstaculiza la evaluad®énas respuestas y de los

posibles mecanismos por los cuales se dan las régpyedoldgicas.
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La evaluacion macroscopica es mejor por medio dentecion del higado
al animal. Esta evaluacion para la toxicidad debht#déggeneralmente incluye la
medicion del peso del higado. Como el peso deldoigdviamente depende del
tamafio del animal, es mejor que este sea expresadelaon con el peso
corporal. En la mayoria de los animales el pesoivelatel higado ( peso de
higado dividido entre el peso corporal) es de aproxamethte 3.5%. La toxicidad
hepatica puede resultar en una disminucion o auntsittamano del higado. La
disminucién del tamafio puede ser por dafio hepatiedoag crénico resultando
en pérdida celular. La interpretacion del aumentotal®lafio del higado es mas
compleja, puede ser por proliferacion de los hepatooifpe aumento del tamarfio

de los hepatocitos.

Las respuestas toxicas en el higado pueden mamstestaorto plazo; por
ejemplo, necrosis de hepatocitos ocurre en 24hr @xpasicion. En contraste,
otras respuestas téxicas pueden requerir un tiempgmesicion mas prolongado
al agente, como lo ocurre en la induccién a cirrosisegplasia. El tipo de
respuesta es una llave que indica la forma de ad®ola toxina. Interpretando

estos resultados se puede llegar a entender los efetiiteres de la toxina.

La tincion con hematoxilina y eosina demuestra ragditeraciones de los
hepatocitos y de las células epiteliales de losoguiiliares. Aunque ésta técnica

provee informacion limitada de células no parenquisdéd higado.
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1. EL RINON

a. Concepto de muerte celular

Una de las respuestas hacia el agente dafino aseldentelular, la cual es
una alteracion estructural irreversible. La primera cafagse designa apoptosis (
o también llamada necrobiosis o necrosis individual)apoptosis se caracteriza
por la condensacion de la célula con integridachg®iganelas y por la formacion
de una superficie protuberante que separa como unabraeen de globulos”
(cuerpos apopocticos). La apoptosis ocurre en tejidtigidulaes y no produce

inflamacion.

En necrosis ( también llamada necrosis coagulatagacélulas necréticas
estan tipicamente aumentadas y presentan menosioeneosinofilica de lo
normal, y puede producir poca respuesta inflamatosaijpécas causas suelen ser
la isquemia y las toxinas. El principal evento cdtile la necrosis es la pérdida del

volumen celular.

Un mayor concepto en toxicologia del rifidn es la pisjgm de la nefrona
a responder al dafio como una unidad en vez de respealb como un sitio
subtopografico.

b. Glomérulo

El dafio glomerular puede ser inflamatorio o no inflamatori
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b.1. Dafo glomerular no inflamatorio

. Glomeruloesclerosis focal segmentaria

Un dafio de este tipo esta sefialado por glomeruloesde focal
segmentaria. El término “focal” se refiere a la ausedelanvolvimiento de todas
las nefronas, y “segmentaria” denota envolvimiento stéo una parte del

individuo del glomérulo.

» Nefropatia de la membrana

La nefropatia de la membrana es causada por la d&podie complejos
inmunes en los penachos glomerulares. En tincioeesittha con H&E, la pared

capilar del glomérulo afectado esta ligeramente engaosa

 Amiloidosis

Es una enfermedad espontanea caracterizada por lsicdépaxtracelular
de fragmentos polipéptidos de proteinas. En cortestoha raparece como ligero

material amorfo eosinofilico dentro de los penachosglalares.

b.2. Dano glomerular inflamatorio

La inflamacion del glomérulo se conoce como glomeefidtis. La
proliferacion de células es la caracteristica de un @lolm inflamado. Si hay
aumento en los neutrdfilos en la cresta, se le desigpeoceso glomerulonefitis
exudativa. Y dependiendo del tipo de célula queifgral asi sera el nombre del

proceso (ej. Proliferacion membranosa glomerulonefritinotde proliferacion
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celular de células mesangio y engrosamiento de labmeera). Esta patologia es

raro que ocurra por dafios toxicolégicos.

c. Tubulo proximal

c.1l. Enfermedad tubulo-intersticial

Los desdrdenes que afectan a los tubulos causaricneaecmediata en el
intersticio y viceversa. En etapas avanzadas deeaf#amedad se caracteriza por
fibrosis intersticial, infiltrados inflamatorios interstates, atrofia tubular, y

esclerosis glomerular.

c.2. Nefrosis tubular aguda

Se le designa a la alteracion aguda del epiteliaidrilo proximal como
nefrosis tubular aguda. Microscopicamente, el cambialifuiso en el tubulo

contorneado proximal y esta caracterizada por vacodl@dasmaticas.

La mayoria de las toxinas tubulares, si son dadareentraciones
suficientemente altas, pueden inducir a muerte ceubaular. La responsabilidad
del patélogo es de reportar la region de muerte celubardr. La muerte celular
puede presentarse tanto en la porcion contorneada eanta recta del tabulo
proximal. Pueden presentarse dos tipos de muerte rcdadacuales deben ser

diferenciadas, ya sea necrosis 0 apoptosis.

La isquemia y los agentes que requieren de transtadmanetabdlica para
ejercer sus propiedades toxicas, tipicamente inducemeaiosis tubular y
preferencialmente afecta a la porcion recta. Los ageniesequieren transporte,

tales como acidos o bases, afectan preferencialmiectama TCP.
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Los agentes que inducen a necrosis tubular proxinaltas dosis pueden

inducir a apoptosis acelerada a bajas dosis.

c.3. Nefropatia cronica progresiva

La nefropatia cronica progresiva (NCP) representa la séndh de
alteracion renal de mecanismos provocados por hipacifin del concepto
nefrona. La administracion crénica a niveles téxicos ratas, aumenta la
incidencia de NCP. La necrosis tubular de moderasleerslad puede ser

completamente reversible si las bases de la membeaiman mantenido integras.
c.4. Mineralizacion
Para poder demostrar mineralizacion, se recomiendaortescespeciales.
Precipitaciones de calcio pueden ocurrir y pasar @esidpdas en cortes con
tinciones de rutina.
d. Necrosis papilar renal
Necrosis papilar renal (NPR) se puede descubrir micragsmdpnte. Puede
medirse, y cada una de los grados representa un puntmal en las lesiones del
individuo animal.

d.1. Necrosis de primero grado

El grado primero se caracteriza por la pérdida de masmvaridad, asas de

Henle, y células intersticiales, con reemplazo dtasicia eosinofilica. Los ductos
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se mantienen intactos. El epitelio que cubre lalpapuede estar intacto o

focalmente afectado.

d.2. Necrosis de segundo grado

Hay necrosis focal de todas las estructuras, perci@nleesta limitada al

apice papilar.
d.3. Necrosis de tercer grado
La necrosis se extiende hasta la mitad de la papila.
d.4. Necrosis de cuarto grado
La necrosis se extiende hasta la base de la papila.
d.5. Necrosis de quinto grado
La necrosis se extiende hasta la afuera de la médalpapila necrética
puede mineralizarse o puede estar restringida a una lergversa en la unién
con la meédula. Cambios secundarios en la corticaldssarrollan como
consecuencia de la obstruccion de la nefrona, repoctado glomeruloesclerosis.

En algunos tejidos se puede desarrollar hiperplasida yneoplasia como

consecuencia de ésta ultima.
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e. Hiperplasia y Neoplasia tubular

El tamafio de la lesibn es una determinante de iecupciet para la
diferenciacion. El uso del microscopio de luz es ubenita limitante en la

diferenciacion entre la hiperplasia y la neoplasia.

El criterio universal de malignidad, esto es la nats, es una
determinante poco comun de los carcinomas tubulanesdese Como una lesion
puede progresar de benigna a maligna, ambos neopglal&ban ser indicados en
el reporte. Los neoplasmas tubulares renales causaos resultado de la
exposicion a un agente no pueden ser diferenciados lggidamente de tumores

tubulares espontaneos.

Muchos tipos de neoplasmas renales pueden ocurrir adsscia la

exposicion de agentes, pero rara vez los espontaneos.
f. Antecesores de la carcinogénesis
La induccién de agentes (en estudios subcrénicoshipdaplasia tubular
desproporciona la respuesta dafio-reparacion del t&jido. el caso de que no se
evidencie dafio o reparacion, representan una influgaténcial al desarrollo de
tumores.
3. EL PULMON

a. Respuesta al agente toxico

La exposicion de los pulmones a una amplia varie#adgentes conlleva

lesiones celulares o0 necrosis. Los agentes quimiassdem no afectar
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especificamente todas las células dentro de una regigpuede seleccionar

lesionando a un solo tipo de célula dentro de uriameg

Las células mas vulnerables para lesionarse sonélakg ciliadas del
epitelio respiratorio, las epiteliales de tipo | y tbd epitelio capilar de la region
alveolar. La susceptibilidad de otras células a séadies depende de la naturaleza
del toxico y su interaccién con el tipo especifice délula debido a sus

caracteristicas unicas.

b. Consecuencias al dafio parenquimal

En el parénquima pulmonar, el dafio al epitelio@brees seguido por una
proliferacion de células epiteliales tipo Il, cuya fumcinormal es lasecrecion
Nuevamente divididas las células tipo Il, pueden difgegse en células tipo |,

gue son incapaces de dividirse, o en células matpcas.

Bajo condiciones normales, el total de la prolifénace células epiteliales
después de la lesion es controlado por una negagoamsmo de regeneracion,
asi que la magnitud de la proliferacion esta retaada con el total del dafio. La
lesion al endotelio capilar es reparada por proliferaciércélulas endoteliales

remanentes.

La proliferacion de macrofagos alveolares es observadeirooente en
respuesta a la lesion. El dafio especifico a macréfalgeslares conlleva a la
liberacion de mediadores y otras sustancias, daonm cesultado una afluencia
de células polimorfonucleares y monocitos hacia ahpual Esto es seguido por
una proliferacidon de macrofagos remanentes, con el maréeo o incremento

del nUmero de células.
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La proliferacion de fibroblastos localizados en lagg@as de las vias aéreas
y en el intersticio pulmonar frecuentemente se da dsspe una lesion. La
excesiva proliferacion de fibroblastos y produccion adlégeno puede conducir a

una fibrosis, lo que compromete la elasticidad nodehpulmaon.

Asi, un dafo epitelial o endotelial moderado k&Esién severa en la
membrana inflamacién o persistencia del agente noséspuede resolver con una
simple regeneracion celular. Con una mayor severidath desion, se puede
desencadenar una proceso inflamatorio importante, & ppede llevar a la

destruccion del tejido o fibrosis.

c. Muerte celular

Cuando las células endoteliales se lesionan o museeda un incremento
en la permeabilidad vascular. El aumento de la paitidad vascular permite un
mayor paso de fluido hacia los espacios interstgiglenfaticos y eventualmente
hacia espacios alveolares. Si el dafio es mas se&ladema puede ser seguido de

inflamacion intersticial.

El dafio epitelial es acompafiado por una fase delaglo agudo de la
inflamacion caracterizado por fibrina, neutréfilos y ederbas células tipo Il
empiezan a proliferar entre 12-24 horas y, después dediasspueden forrar
alveolos. Con el tiempo, el componente inflamatoncrémentara el nimero de
células mononucleares y macréfagos. Si el dafio nm@g severo y la membrana
estd intacta, la resolucién puede ocurrir por la tramsfoion de células tipo Il a

tipo | y un alivio de la inflamacion.
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Sin embargo, si el epitelio alveolar y la membranadido lesionados, los
fibroblastos se mueven rapidamente dentro del esph@olar, particularmente

en presencia de fibrina, que formara una fibrosis irveaddr.

Los componentes caracteristicos de una irritaciorolveronica son la
proliferacion y persistencia de células epitelialgso till, engrosamiento
intersticial debido a fibrosis, y una acumulacion cddulas mononucleares. El
exudado intraalveolar, cuando se presenta, es usu@meompuesto de

macroéfagos.
|. Métodos de técnica histologica

1. PREPARACION DE LOS TEJIDOS AUTOPSIADOS

Fijacion es el proceso por el cual se produce la myeendurecimiento de
los tejidos. El tejido debe colocarse en el fijadonediatamente después de ser
removido del cuerpo para conservar la relacion de suseates como eran
durante la vida. Los cortes macroscopicos deben aslecen 20 veces su

volumen de fijador.

Ejemplo de liquido fijador: formalina 10% en agua coree

2. PROCESAMIENTO DE LOS TEJIDOS

A cada pieza que llega al laboratorio, se le dehe uh numero de
identidad, que se copia en una tirilla de papel godeca en la misma capsula. Los

tejidos fijados deben mantenerse en posicién por magliiana sustancia firme,

para permitir obtener cortes delgados y uniforme; wnéas sustancias con ésta
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caracteristica es la parafina. La inclusion en paraf@amébgra mas rapidamente y
da los mejores resultados cuando se desean corteglolelde tejidos blandos.
Como la parafina no es miscible con el agua, antegeessario que los tejidos
sean deshidratados con alcohol y luego aclaradosinansustancia que sea
miscible con la parafina como por ejemplo el xilchyHnaquinas automaticas que

van pasadolas capsulas con los tejidos por lasnsiessa

3. PREPARACION Y OBTENCION DE LOS CORTES

El bloque de parafina con la pieza se coloca epparge del microtomo y
la pinza del cuchillo se ajusta hacia el mismo, garaenzar a cortar lentamente.
Para facilitar el cortado se aconseja aplicar un algoddado a la superficie del
bloque y luego un cubo de hielo. El primer corte seedmlla un pincel y se
sostiene suavemente contra el cuchillo con sélo, egoeralmente los cortes
siguientes se pegan al primero y se obtiene una.diat cinta de cortes se quita
del cuchillo con un pincel y se coloca sobre aguarebafio mariaTécnicos de
histologia.,1978)

4. PEGADO DE LOS CORTES

Se aconseja marcar las laminas con el nimero quesgonde a la pieza
antes de montar los cortes. Sobre la superficie dedqimeto se coloca una gota
de balsamo, el cual lo adhiere a la lamina y nonerque el corte se seque.
(Arroyo,W.,2001)
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5. PROCEDIMIENTOS RUTINARIOS DE TINCION

El propdsito de las tinciones es aumentar el coetmaatural y hacer mas
evidentes diversos componentes celulares y tisulgaes poder observarlos al

microscopio. Los colorantes pueden ser naturalesficiatgs.

La tincibn mas utilizada es la de Hematoxilina-Easipara observar
tejidos tanto normales y patolégicos tifie los niElele color purpura y el

citoplasma y fibras colagenas de ra&elukova,l.,1999)
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A. Metodologia para la realizacion del diagnostico

1. TIPO DE INVESTIGACION
Este proyecto de graduacion es de tipo experimeateasos y controles.

Definicion: Estudio que comienza con la identificacion de tobviduos
gue tienen la enfermedad en cuestion (u otra varigbtesiiltado) y un grupo

apropiado de control de individuos sanos con caratitex$ normales.
2. CRITERIOS DE SELECCION
a.Casos

El Laboratorio de Estudios Bioldgicos de la UCR (LEBi)uzo a cargo de
la seleccion de los roedores por utilizar. Se seleaoionratones de la cepa NGP
incluyendo tanto hembras como machos los cualesesemtaron en un rango de

peso de 18-20qr.
b.Controles

Definicion: Grupo central elegido de modo que se asemeje Ipasilsle a
un grupo experimental respecto a las caracteristicasgrgds; lo ideal seria que
la aplicacion del estimulo experimental fuese lz@diferencia importante entre

ambos grupos.

Se utilizan los mismos criterios de seleccion de&sos a excepcion del

uso del medicamento en experimentacion.
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c. Numero de Casos y Controles

Numero de casos: se utilizaron 5 machos y 5 hembras.

Numero de controles: el mismo de los casos, por Gstaun control.

3. DETERMINACION DE LA DURACION DEL ESTUDIO

Los estudios de toxicidad subcrénica se realizannepewiodo de tiempo
limitado de treinta a noventa dias, periodo minimmesario para la obtencién de
la informacion requerida de los efectos en los ansndiariamente observados
durante el periodo de administracion de la sustaram@tandose cualquier

manifestacion toxica ocurrida en cada una de las.d(Bi#o,A.,1994)

El Laboratorio de Estudios Bioldgicos de la UCR, dlorse realiz6 la
dosificacion del producto y el andlisis diario de ceatén experimental, posee un
protocolo en el cual se establece que el estudimxeidad subcroénica tipo Il
comprende treinta administraciones (una diaria), adem&sete dias después de
terminada la dosificacion durante los cuales se Gavial sintomatologia de cada

raton.

El propdsito de este estudio es una vez concluidel EEBI la exposicion
de los ratones al producto experimental, proceder aaeal sacrificio y autopsia
de los animales, con el fin de observar los cambiacroscopicos vy

microscopicos de los érganos mas representativos.
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4. METODOS PARA LA RECOLECCION DE DATOS

Los animales experimentales se observaron cuidadosarmeanel LEBI
mediante un examen clinico minucioso realizado ahawveuna vez al dia para
analizar el caracter reversible o la persistencia deedifes efectos toxicos

durante el periodo de dosificacion, y asi detectartgrgwosibles problemas.

La descripcion macroscopica se realizd comparando doganos
seleccionados de los ratones con tratamiento cobrd@sos seleccionados de los
ratones de control, mediante la observacion de suseddias a través del

estereoscopio a 25X de aumento

La respuesta histolégica a la dosificacién se evaluwbmparar los cortes
histolégicos de los animales tratados con los dé@ohos cuales son ratones sin

exposicion al producto y por lo tanto con caractedstimormales.

5. PROCEDIMIENTO PARA LA RECOLECCION DE DATOS

a. Sacrificio

Una vez finalizada la dosificacion subcrénica, se gutat a realizar el
sacrificio de todos los ratones experimentales por meeita desnucacion. Se
utilizé6 esta técnica para evitar que los dOrganos isev expuestos a otras
sustancias ajenas a la del estudio, que interfirienalas respuestas originales de

los érganos dosificados Unicamente con MaxHeal®.
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b. Autopsia

Se realiza un corte longitudinal siguiendo el plaagital que comprenda
tanto la region toraxica como la abdominal, iniciaralonivel del manubrio
esternal, descendiendo hasta la regidon pubica yesidaila linea inguinal bilateral
para luego realizar la diseccion del tejido superfi¢@ikl) encontrando el

peritoneo a través del cual se observan las diferestescturas abdominales.

La cavidad toraxica es a la vez expuesta por diseabe la reje costal y
exposicion de los componentes intratoraxicos juntolos érganos abdominales

para realizar la fijacion de los mismos.

Dicha fijacion se realiza con formalina al 10% adieiodio la codificacion
correspondiente cada especimen. Posteriormente, Nessas o6rganos fueron

seccionados y analizados macroscépicamente.

c. Estudio macroscopico

Se utilizé pinza hemostatica y bisturi con hoja é&Scartable para el corte

especifico de los distintos 6rganos.

Se realizaron los cortes macroscopicos representatévoada 6rgano, para
su debido estudio comparativo. Cada corte fue colocagevamente en su

respectivo recipiente, y el resto de los tejidos faelesechados.

A continuacion, cada corte fue analizado mediantsemaciones

comparativas, para identificar sus diferencias.



d. Procesamiento de los tejidos

Se reciben las capsulas selladas y numeradas

Se llevan las capsulas a la maquina procesadora:

Fijado:

Formalina al 10% en agua corriente

Deshidratacion:

Alcohol 70%

Alcohol 80%

Alcohol 95%

Cuatro alcoholes de 100%
Dos xilol

Dos parafina 60%

Lavado:

Se llevan las capsulas a la maquina de inclusi@na pormar los bloques:

Xilol
Alcohol

El técnico en histologia interpreta el corte del majol
Se coloca el corte en un molde

Se le agrega parafina liquida 60°C

El molde se coloca en el plato frio y se orienta gkco
Se sella el molde con la capsula numerada

Se limpian excesos
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Preparacion de los cortes:

» Se orienta el bloque con la hoja del micrétomo esigian horizontal. Los
cortes se realizaron con una hoja convencional de foromde 185 mm.

» Se realiza el corte. En el estudio se realiz6 en marieo 2 laminas por cada
animal experimental.

» Se coloca la cinta de cortes en bafio maria

* Oirientar el corte en la lamina

 Numerar la lamina

Secado de cortes:

Se lleva la lamina con el corte a la incubadora ad68&nte una hora, para que

el corte se adhiera a la lamina y se elimine el exdegarafina.

Proceso de tincién:

Desparafinar el corte:

* Tres cambios de xilol

Iniciar hidratacion y eliminar exceso de xilol:
* Un cambio de alcohol de 100%
Hidratacion:

* Un cambio de alcohol 95%

* Un cambio de alcohol 80%

* Un cambio de agua

Tincion nuclear:

* Hematoxilina

« Lavar con agua
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Decoloracion de la Hematoxilina:

e Tres cambios de alcohol acido 1%
* Lavar en agua

» 15 seg.en solucién acuosa de hidroxido de amonieri#gua destilada
e Lavar con agua

Teilir el resto del tejido:

* Solucién acuosa de picrico eosina
e Lavar en agua

Deshidratacion:

* Un cambio de alcohol de 95%

» Dos cambios de alcohol de 100%
* Tres cambios de xilol

Proteger la lamina con el portaobjetogArroyo,W.,2001)

Una vez obtenidos los cortes histoldgicos, se procadibservar cada uno por el
microscopio de luz. Las muestras fueron leidas por wdidd Cirujano

especialista en Patologia

6. ASPECTOS DE ORDEN ADMINISTRATIVO

a. Lugar de estudio:

La dosificacion y el control veterinario para el egiude toxicidad
subcrénico tipo lll, estuvo a cargo del personal del tatboo de Ensayos
Bioldgico de la UCR respaldando los resultados propoacios. Ademas, se
autoriz6 la utilizacion de las instalaciones pagadl a cabo las autopsias por parte

de las autoras de la tesis.
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Los cortes macroscopicos y su analisis fueron reflizan Laboratorio
Power Labs de la Facultad de Odontologia de la Wsited Latinoamericana de

Ciencia y Tecnologia.

Los cortes histologicos fueron procesados y analizadosl Servicio de

Anatomia Patoldgica del Hospital San Rafael de Alaju

b. Recursos financieras

Propios

c. Recursos materiales:

* Pinzas hemostaticas
» Tijera de diseccion
* Mango de bisturi

e Hojas #15

* Frascos de vidrio

* Formalina 10%

» Cinta adhesiva

* Cuchareta

* Guantes

* Mascarillas

» Cerarosada

» [Estereoscopio

e Campos estériles
e Agua destilada

e Capsulas de plastico



Maquina Procesadora de Tejidos
Maquina de Inclusién

Parafina

Micrétomo

Hoja de micrétomo de 185 mm
Incubadora

Microondas

Cubreobjetos

Maquina afiladora

Maquina de tincién automatica
Solucién de Entellan
Hematoxilina aluminica de Harris
Prico-eosina

Xilol

Alcoholes

Laminas

Microscopio de luz
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CAPITULO IV

DIAGNOSTICO
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En este capitulo denominado diagnéstico, se exdanénformacion
recopilada en el trabajo de investigacion por meddndtrumentos de trabajo.

Segun Hernandez, Fernandez y Baptista, la recoledei@atos consiste en:

“Tres actividades vinculadas entre si, las cuales:d Seleccion de un
instrumento de medicion de los disponibles entabés del comportamiento o
desarrollar un instrumento. Il Aplicar ese instrumedie medicion. Obtener las

mediciones de interés para nuestro estudio. Ill Prapkas mediciones obtenidas

para analizar y codificar los datos.1099,pg234)

Basandose en el parrafo anterior, se elaboraron diferiestasmentos para
obtener la informacion necesaria para analizar lostaefad. Cada instrumento de
recoleccién es diferente para cada variable, para Biar@dinico, macroscépico

y microscaopico.

A. Hallazgos clinicos

La investigacion clinica es una técnica de estudie implica la

observacion directa de un sujeto para fines de inaestig.

Es conveniente advertir que se hace necesaria undaoi@l muy
profunda cuando nos enfrentamos a los resultados deu@raltipo de

experimentacion con animales, ya que estos poseas n@acciones organicas
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sobre las que pueden influir factores decisivos, queaesvse pueden pasar
inadvertidos. No olvidemos que las funciones corpordiedos animales estan
constituidas por millones de acciones y reaccioraga ana dependiente de otra o

de varias.

Hay que asegurar que todas las personas responsableslidar las
observaciones en los animales, deben ser compefmrzsvaluar la fisiologia,
conducta y condicion corporal normales de los anisnbbBgo observacion y las
desviaciones especificas de la normalidad anticgppadae todas las personas
involucradas tengan el entrenamiento apropiado parmplou con sus

responsabilidades de observacién del animal.

Ya que es de fundamental importancia estar famifidozcon la fisiologia
y conductas normales de la especie en estudio,ry @sto el entrenamiento
apropiado de todas aquellas personas involucradasaseroldservaciones es
imprescindible, se decidié realizar el ensayo clinie toxicidad subcrénico
tipolll en el Laboratorio de Ensayos Bioldgicos de I@RJ para garantizar un
manejo clinico apropiado de los ratones. Para la ashngsicion via oral del

producto MaxHeal® se utiliz6 como vehiculo el agaatiada.

PRODUCTO: MAXHEAL Sol.
PRESENTACION: 10 ml solucién

INICIO: 20/11/00

FINALIZACION: 13/12/00

TIEMPO DE ADMINISTRACION: 4 semanas
VIA DE ADMINISTRACION: oral
PREPARACION: 25,2 mg/ml

DOSIS: 378 mg/kg



1.REGISTRO DE PESOS (GRAMOS)
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La pérdida de peso significativa puede ser uno de slgaos mas

importantes de deterioro de la condicion del animdle{feeun cambio en el

consumo de agua y alimento). En estas circunstanaiggrdida de peso siempre

debe ser comparada con la de un animal control aut@agCCAC.,1998)

CUADRO 1

REGISTRO DE PESO (GRAMOS)
TRATAMIENTO
SEXO: HEMBRAS

| SEMANA I SEMANA
PESO PESO PESO PESO
INICIAL FINAL INICIAL FINAL
PROMEDIO 18,64 +- 1,32 20,66 + - 1,64 22,72 +- 1,05 22,9 +- 1,85
ERROR 0,59 0,73 0,47 0,82
ESTANDAR
1l SEMANA IV SEMANA
PESO PESO PESO PESO
INICIAL FINAL INICIAL FINAL
PROMEDIO 23,56 +- 1,97 24,54 +- 2,07 25,78 +- 2 ,3625,96 +- 2,72
ERROR 0,88 0,92 1,05 1,21
ESTANDAR
Fuente: LEBI
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En este cuadro 1 se muestra el peso promedio ini@izlde los ratones

hembras con tratamiento durante las cuatro semamaslede fue incrementando

paulatinamente hasta la Gltima semana de estudio.

CUADRO 2

REGISTRO DE PESOS (GRAMOS)
TRATAMIENTO
SEXO: MACHOS

| SEMANA I SEMANA
PESO PESO PESO PESO
INICIAL FINAL INICIAL FINAL
PROMEDIO 19,8 +- 1,28 25,02 +-1,4 25,72 +- 1,97 ,429- 1,88
ERROR 0,57 0,62 0,88 0,84
ESTANDAR
1 SEMANA IV SEMANA
PESO PESO PESO PESO
INICIAL FINAL INICIAL FINAL
PROMEDIO 30,38 +- 2,0 29,06 +- 2,11 33,06 +- 2,38 3,58 +- 2,81
ERROR 0,89 0,94 1,06 1,25
ESTANDAR
Fuente: LEBI

En este cuadro se muestra el peso promedio inicinhyde los ratones

machos con tratamiento durante las cuatro semanaslede fue incrementando

paulatinamente hasta la Gltima semana de estudio.



CUADRO 3

REGISTRO DE PESOS (GRAMOS)

CONTROLES
SEXO: HEMBRAS
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| SEMANA I SEMANA
PESO PESO PESO PESO
INICIAL FINAL INICIAL FINAL
PROMEDIO 18,7 +- 0,98 20,84 +- 1,32 22,88 +- 1,15 3,42 +- 1,19
ERRO 0,44 0,59 0,78 0,53
ESTANDAR
1l SEMANA IV SEMANA
PESO PESO PESO PESO
INICIAL FINAL INICIAL FINAL
PROMEDIO 23,7 +- 1,68 25,46 +- 1,97 25,44 +- 1,78 6,08 +- 1,86
ERROR 0,75 0,88 0,89 0,83
ESTANDAR
Fuente: LEBI

En este cuadro se muestra el peso promedio iniciabyde los ratones

controles hembras durante las cuatro semanas; edefiz¢ incrementando

paulatinamente hasta la Ultima semana de estudio.




CUADRO 4

REGISTRO DE PESOS (GRAMOS)

CONTROLES

SEXO: MACHOS
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| SEMANA I SEMANA
PESO PESO PESO PESO
INICIAL FINAL INICIAL FINAL
PROMEDIO 18,92 +- 1,35 21,44 +- 1,63 27,26 +- 1,4926,96 +- 1,84
ERROR 0,6 0,73 0,66 0,82
ESTANDAR
1 SEMANA IV SEMANA
PESO PESO PESO PESO
INICIAL FINAL INICIAL FINAL
PROMEDIO 27,9+-20 28,38 +- 1,87 29,76 +- 2,12 ,180+- 2,08
ERROR 0,89 0,83 0,95 0,93
ESTANDAR
Fuente: LEBI

En este cuadro se muestra el peso promedio iniciabyde los ratones

machos control durante las cuatro semanas; el ctia¢ secrementando

paulatinamente hasta la Ultima semana de estudio.



2. REGISTRO DE SOBREVIDA
CUADRO 5
SOBREVIDA TRATAMIENTO

SEXO: HEMBRAS
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# DE 1 2 3 4 5 6 7
RATON DIA DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA
30’ 1 2 4 6
HR | HS | HS | HS
1 + + + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + + + +
3 + + + + + + + + + + +
4 + + + + + + + + + + +
5 + + + + + + + + + + +
# DE 8 9 10 11 12 13 14
RATON DIA DIA DIA DIA DIA DIA DIA
1 + + + + + + +
2 + + + + + + +
3 + + + + + + +
4 + + + + + + +
5 + + + + + + +
# DE 15 16 17 18 19 20 21
RATON DIA DIA DIA DIA DIA DIA DIA
1 + + + + + + +
2 + + + + + + +
3 + + + + + + +
4 + + + + + + +
5 + + + + + + +
# DE 22 23 24
RATON DIA DIA DIA
1 + + +
2 + + +
3 + + +
4 + + +
5 + + +
Fuente: LEBI
INTERPRETACION:
(+)= VIVO ()= MUERTO
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El registro de sobrevida de los ratones hembras ctamiiento, se realiza
evaluando diferentes parametros. La observacion del puiiaese efectia en
cinco etapas, el primer registro se hace a los traiimtatos después de la primera
dosis, luego a la hora, a las dos horas, a lascchatas y la Ultima del primer dia
es a las seis horas. Los dias siguientes hastdimlbOldia 24) se registra una

observacion diaria.



CUADRO 6
SOBREVIDA TRATAMIENTO

SEXO: MACHOS
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# DE 1 2 3 4 5 6 7
RATON DIA DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA
30’ 1 2 4 6
HR | HS | HS | HS
1 + + + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + + + +
3 + + + + + + + + + + +
4 + + + + + + + + + + +
5 + + + + + + + + + + +
# DE 8 9 10 11 12 13 14
RATON DIA DIA DIA DIA DIA DIA DIA
1 + + + + + + +
2 + + + + + + +
3 + + + + + + +
4 + + + + + + +
5 + + + + + + +
# DE 15 16 17 18 19 20 21
RATON DIA DIA DIA DIA DIA DIA DIA
1 + + + + + + +
2 + + + + + + +
3 + + + + + + +
4 + + + + + + +
5 + + + + + + +
# DE 22 23 24
RATON DIA DIA DIA
1 + + +
2 + + +
3 + + +
4 + + +
5 + + +
Fuente: LEBI
INTERPRETACION:
(+)= VIVO ()= MUERTO
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El registro de sobrevida de los ratones machos ctantiento, se realiza
evaluando diferentes parametros. La observacion del ipuifaese efectia en
cinco etapas, el primer registro se hace a los trgimatos después de la primera
dosis, luego a la hora, a las dos horas, a lascchatas y la Ultima del primer dia
es a las seis horas. Los dias siguientes hastdimboOldia 24) se registra una

observacion diaria.



CUADRO 7
SOBREVIDA CONTROLES

SEXO:HEMBRA
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# DE 1 2 3 4 5 6 7
RATON DIA DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA
30’ 1 2 4 6
HR | HS | HS | HS
1 + + + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + + + +
3 + + + + + + + + + + +
4 + + + + + + + + + + +
5 + + + + + + + + + + +
# DE 8 9 10 11 12 13 14
RATON DIA DIA DIA DIA DIA DIA DIA
1 + + + + + + +
2 + + + + + + +
3 + + + + + + +
4 + + + + + + +
5 + + + + + + +
# DE 15 16 17 18 19 20 21
RATON DIA DIA DIA DIA DIA DIA DIA
1 + + + + + + +
2 + + + + + + +
3 + + + + + + +
4 + + + + + + +
5 + + + + + + +
# DE 22 23 24
RATON DIA DIA DIA
1 + + +
2 + + +
3 + + +
4 + + +
5 + + +
Fuente: LEBI
INTERPRETACION:
(+)= VIVO ()= MUERTO
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El registro de sobrevida de los ratones hembras congmlrealiza
evaluando diferentes parametros. La observacion del ipuifaese efectia en
cinco etapas, el primer registro se hace a los traiimtatos después de la primera
dosis, luego a la hora, a las dos horas, a lascchatas y la ultima del primer dia
es a las seis horas. Los dias siguientes hastdimboOldia 24) se registra una

observacion diaria.



CUADRO 8
SOBREVIDA TRATAMIENTO

SEXO: HEMBRAS
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# DE 1 2 3 4 5 6 7
RATON DIA DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA
30’ 1 2 4 6
HR | HS | HS | HS
1 + + + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + + + +
3 + + + + + + + + + + +
4 + + + + + + + + + + +
5 + + + + + + + + + + +
# DE 8 9 10 11 12 13 14
RATON DIA DIA DIA DIA DIA DIA DIA
1 + + + + + + +
2 + + + + + + +
3 + + + + + + +
4 + + + + + + +
5 + + + + + + +
# DE 15 16 17 18 19 20 21
RATON DIA DIA DIA DIA DIA DIA DIA
1 + + + + + + +
2 + + + + + + +
3 + + + + + + +
4 + + + + + + +
5 + + + + + + +
# DE 22 23 24
RATON | DIA DIA DIA
1 + + +
2 + + +
3 + + +
4 + + +
5 + + +
INTERPRETACION:
(+)= VIVO ()= MUERTO
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El registro de sobrevida de los ratones hembras cantieto, se realiza
evaluando diferentes parametros. La observacion del ipuifaese efectia en
cinco etapas, el primer registro se hace a los traiimtatos después de la primera
dosis, luego a la hora, a las dos horas, a lascchatas y la Ultima del primer dia
es a las seis horas. Los dias siguientes hastdimlboOldia 24) se registra una

observacion diaria.
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3. RESUMEN DE PARAMETROS EVALUADOS EN RATONES
CON TRATAMIENTO.
CUADRO 9

RESUMEN DE PARAMETROS EVALUADOS
TRATAMIENTO

PARAMETROS I [l 11 v
SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA
EVALUADOS Hem | mac | hemb| mac | hem | mac | hem | Mac
bra | ho ra ho |bra | ho bra | ho
ATAXIA 0 0 0 0 0 0 0 0
PARALISIS 0 0 0 0 0 0 0 0
ANTERIOR
PARALISIS 0 0 0 0 0 0 0 0
POSTERIOR
ACT.PRENSIL 0 0 0 0 0 0 0 0
ANTERIOR
ACT.PRENSIL 0 0 0 0 0 0 0 0
POSTERIOR
REACCION DE 0 0 0 0 0 0 0 0
ALARMA
PALIDEZ 0 0 0 0 0 0 0 0
ERECCION DE 0 0 0 0 0 0 0 0
LA COLA
PILOERECCION 0 0 0 0 0 0 0 0
EQUILIBRIO 0 0 0 0 0 0 0 0
REFLEJO DE 0 0 0 0 0 0 0 0
ENDEREZAMIENTC
DESHIDRATACION 0 0 0 0 0 0 0 0
MICCION 0 0 0 0 0 0 0 0
DEFECACION 0 0 0 0 0 0 0 0

Fuente: LEBI

Interpretacion:
(+)= aumenta (-)= disminuye (0)= no se altero
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B. Hallazgos macroscopicos

1. HALLAZGOS MACROSCOPICOS HEMBRAS CON TRATAMIENTO

TABLA #1
HEMBRA #1
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones Coloracion parda. En
aspecto anormal preset . e
P P l6bulo inferior de
en los corte:
macroscopicos d pulmon derecho hg
pulmon, rifion e higado ¢ :
; presencia de traun
ratones con tratamien
MaxHeal® posiblemente por la forn
de sacrificio. En el res
de los pulnones no s
observa ningun
anomalia.
Coloracion amarillo paj
No se distingue presenq
de anomalias.
Rifnones
Color amarillo intensd
No se distingue presenq
de anomalias.
Higado

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBoaverLabs, ULACIT. 2001
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La tabla 1 muestra que en la hembra tratada con Md&H® se observa

ninguna anomalia evidente

TABLA #2
HEMBRA #2
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones Los pulmones S
aspecto anormal presel :
observan de coloraciq
en los corte:
macroscopicos d parda claro y se palpan
SUITER, GE0 & hlgad_o { consistencia blanda. N
ratones con tratamien
MaxHeal® se observa  ninguf
anomalia.
Rifiones No se distingue presenq
de anomalias.
~lggele No se distingue presencja
de anomalias

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBoaverLabs, ULACIT. 2001

En los 6rganos de hembra #2 con tratamiento no sevalnsanomalias.
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TABLA #3
HEMBRA #3
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones Los pulmones S
aspecto anormal preset observan diafanos en to
en los corte: Su extension
macroscopicos d
pulmon, rifion e higado ¢
ratones con tratamien Rifilones Los rifiones se observ
MaxHeal®. de coloracion amarill
paja. No se obsen
ninguna anomalia.
] El higado se observa de|
Higado :
color amarillo claro. No
se distingue presencia de
anomalias.

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBowerLabs, ULACIT. 2001

En esta tabla se muestran que los 6rganos se ersrudantro de los

patrones normales
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TABLA #4

HEMBRA #4

Objetivo Variable Resultado

Describir cualquie Pulmones en el pulmoén derecho se
aspecto anormal preset observa los lobulos
en los corte: superior e inferior con
macroscopicos d una diafanizacion
pulmon, rifion e higado ¢ moderada, mientras que
ratones con tratamien el I16bulo medio se
MaxHeal®. presenta diafano en toda
su extencion. El pulmon
izquierdo se observa con
una diafanizacion
moderada.

. se observan de coaolp
Rinones

blanquesino. La corteza
la meédula estan bid
diferenciados. No S
observa ningun

anomalia.

Higado el parénquima del higadp
se observa de aspecto
muy vital. No se distingu
presencia de anomalias

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBoaverLabs, ULACIT. 2001

En este caso no se encuentra ningun tipo de anomalia
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TABLA #5
HEMBRA #5
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones se observan los I6bulos e

ambos pulmones sin
presencia de traumay d
en los corte: color claro en la pared d
mediastino. El I6bulo
superior del pulmon
pulmon, rifion e higado ¢ derecho es de coloracio
mas clara comparado cqn
los demas lobulos de
MaxHeal®. ambos pulmones.

aspecto anormal preset

(D

macroscopicos d

—

ratones con tratamien

. son de color amarill
Rinones

claro. No se obser
ninguna anomalia.

plleaso el higado se observa de

color amatrillo claro.

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBoaverLabs, ULACIT. 2001

Los 6rganos de este ratdn se encuentran dentro gattosies normales.
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2. HALLAZGOS MACROSCOPICOS MACHOS CON TRATAMIENTO

TABLA #6
MACH£)
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones los pulmones se obsery
aspecto anormal preset diafanos en toda
en los corte: extension. En las pared
macroscopicos d parietal y diafragmatiq
pulmon, rifion e higado ¢ no hay presencia ¢
ratones con tratamien congestion. =
MaxHeal®. parénquima es c
coloracion clara.
no se distingue preseng
. de anomalias.
Rinones
No se observan anomal
] en los lI6bulos
Higadc

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBoaverLabs, ULACIT. 2001

Segun la observacion macroscopica de estos organdsynevidencia de

anomalia alguna.
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TABLA #7
MACHO #2
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones Se observa la traquea y
aspecto anormal preset los bronquios
en los corte: completamente limpios,
macroscopicos d también se logra
pulmon, rifion e higado ¢ identificar la arteria
ratones con tratamien pulmonar y vena.
MaxHeal®. Los I6bulos se observan
de aspecto diafano.
(estereoscopio 25x)
No se distinguen
. anormalidades
Rinones
No se observan
Higado anomalias.

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBowerLabs, ULACIT. 2001

En este ratbn macho #2 con tratamiento no se emauewmidencia de

alguna anomalia.
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Resultado

TABLA #8
MACHO #3
Objetivo Variable
Describir cualquie Pulmones
aspecto anormal preset
en los corte:
macroscopicos d
pulmon, rifion e higado ¢
ratones con tratamien
MaxHeal®.
Riflones
Higado

se logran observar I
l6bulos de ambg
pulmones de colc
blanquesino, con U
punteado rojo  pog
marcado. Los pulmong
se palpan de consisten
blanda.

no se distingue preseng

de anomalias.

el higado se palpa de
consistencia blandaday
presencia de una zona ¢
traumatismo talves por |
forma de sacrificio, en e
tejido que se logra
observar no se distingu
ninguna anomalia. La
arteria hepatica se
encuentra libre de tejido

e

D

3%

sanguinolent

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBowerLabs, ULACIT. 2001

Todo dentro de las caracteristicas normales, cogpeian de la zona de

traumatismo en el higado consecuencia de la fornsaatdicio.
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TABLA #9

MACHO #4

Objetivo Variable Resultado

Describir cualquie Pulmones El I6bulo inferior del
pulmaon izquierdo se
observa moderadaments
en los corte: diafano, en la cara
mediastinal se observa
trauma.
pulman, rifidn e higado ¢ El pulmon derecho
también se observa
moderadamente diafano
MaxHeal®. ya que presenta ligero
trauma.

aspecto anormal preset

\174

macroscopicos d

ratones con tratamien

Se puede observar los
rifones de un aspecto
normal de color amarillo
palido.

Rifones

Se palpa de consistencia
firme y presenta color

Higado : .
amarillo paja.

En este macho #4 todo se encuentra dentro de los guatrés normales,

con excepciéon de una ligera zona de trauma los p@son
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3. RESUMEN DE LOS HALLAZGOS MACROSCOPICOS MAS
IMPORTANTES DEL GRUPO TRATAMIENTO

CUADRO #10

“ INCIDENCIA DE HEMORRAGIA EN PULMON DEL GRUPO DE

TRATAMIENTO”

TOTATL

Hembra | Macho Abzoluto
Hemorragia 2 2 4
=in anormalidades 3 2 5
TOTALES 5 4 9

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBoaverLabs, ULACIT. 2001

En el cuadro anterior se puede observar la compardeite incidencia de

hemorragia entre hembras y machos.

La mayoria de la poblacion no presenta hemorragigntras que 4
individuos, 2 hembras y 2 machos si tienen focosadematismo.

Como se puede notar en el pulmon no se observaimiogo hallazgo
macroscopico.
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GRAFICO #1

“ INCIDENCIA DE HEMORRAGIA EN PULMON DEL GRUPO DE
TRATAMIENTO”

330% O Hemorragia

® Punteado rojo

56%

O Sin
anormalidades

11%

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBoaverLabs, ULACIT. 2001

El grafico 1 ilustra la incidencia de hemorragia egrapo de tratamiento.

Un 56%, la mayor parte de la poblacion no presergenzadidades.
En el 44% del grupo se observa algun tipo de trasmati33% con

hemorragia y un 11% que representa a un unico indiwida punteado rojo poco

marcado.

CUADRO #11
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“HALLAZGOS MAS IMPORTANTES EN HiIGADO DEL GRUPO

TRATAMIENTO”

TOTATLL

Hembra | Bdacho Abeolito
Mo se ohservan anotmalias 5 3 8
Zona de traumatismo - 1 1
TOTALES 5 4 9

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBowerLabs, ULACIT. 2001

Entre los hallazgos hepaticos mas evidentes magriesedente, se puede
notar que ninguna de las 5 hembras presenté cambied,grupo de los machos
solo se hizo presente solamente un macho con traamuaten los otros 3 ratones

machos no se observaron anomalias.

GRAFICO #2
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“HALLAZGOS MAS IMPORTANTES EN HIGADO DEL GRUPO

TRATAMIENTO”

11%

@ Sin
anormalidades

m| Zona de
traumatismo

89%

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBowerLabs, ULACIT. 2001

El grafico 2 solamente hace mas evidente la infordmaekplicada en el

cuadro anterior.
Un 89% del grupo de tratamiento, es decir 8 ratoreeshas y hembras no

presentan anormalidades macroscopicamente. Y un @aién representa a un

11% con traumatismo hepatico.

4. HALLAZGOS MACROSCOPICOS HEMBRAS CONTROL



TABLA #10

HEMBRA #1
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Objetivc

Variable

Resultad

Describir cualquie
aspecto anormal preser
en los corte:
macroscopicos d
pulmaon, rifldn e higado ¢

ratones control.

Pulmones

Rifones

Higado

el pulmon izquierdo y ¢
I6bulo medial del pulmo
derecho son diafanos
toda su extencion. En
I6bulo superior e inferig
del pulmén derecho 3
observa trauma en
pared medistinal, y ung
diafanizacion moderag
en el resto del tejido.

los rifiones son O
coloracion amarillo clarg
Se observa la corteza
aspecto oscuro. En
resto del tejido no ¢
distinguen anomalias.

el higado se observa
color amarillo paja. No S
observa ningun;

anomalia.

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBoaverLabs, ULACIT. 2001

La Unica observacion que se puede destacar eségadstrauma en el pulmon,

debido a la forma de sacrificio.
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TABLA #11
HEMBRA #2
Objetivc Variable Resultad
Describir cualquier Pulmones los tres Iobulos df

pulmén  derecho  {
observan de coloraciq
en los cortes clara, aunque en &bulo
medio e inferior hay ur
ligera  presencia ¢
pulmaon, rifldn e higado ¢ trauma. El pulmo
izquierdo y la lingula sg
diafanos en toda
extencion.

aspecto anormal presen

macroscopicos de

ratones control.

se observan de coloraci

amarillo paja. No g

Riflones
observa ningun
anomalia.
El higado es de color
. amatrillo claro. No se
Higado

observa ninguna
anomalia.

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBowerLabs, ULACIT. 2001

Con excepcion de una ligera zona de trauma en eigmylel resto se

observa sin ninguna anomalia.
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TABLA #12

HEMBRA #3

Variable

Pulmones

Rifiones

Higado

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBowerLabs, ULACIT. 2001

En esta tabla #12 no se observa ningun tipo denali.
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TABLA #13
HEMBRA #4
Objetivc Variable Resultad
Describir cualquie Pulmones los pulmones se obsery
aspecto anormal preset .
de coloracion arda er
en los corte:
macroscopicos d general, pero en toda
pulmon, rifion e higado ¢ o
periferia presentan |
ratones control.
color mas blanquesino
no se distingue preseng
Riflones .
de anomalias.
no se distingue presencig
] de anomalias.
Higado

Fuente: @&hsciones realizadas en los Laboratorios Powerllab&CIT. 2001

Los 6rganos de este ratdn se encuentran en perfeatin,esin ninguna

anomalia.
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TABLA #14
HEMBRA #5
Objetivc Variable Resultad
Describir cualquie Pulmones los pulmones se obsery
aspecto anormal preset de coloracion parda y
en los corte: palpan de consistend
macroscopicos d blanda. No se obser
pulmaén, rifidn e higado ¢ ninguna anomalia en
ratones control. resto del tejido.
no se distingue preseng
Rifiones .
de anomalias.
no se distingue presencig
] de anomalias.
Higado

Fuente: &bsciones realizadas en los Laboratorios Powerlldb&CIT. 2001

La hembra #5 presenta los 6rganos dentro de las aéstcis normales.
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5. HALLAZGOS MACROSCOPICOS MACHOS CONTROL

TABLA #15

MACHO #1
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones los pulmones se obsemm
aspecto anormal preset de coloracion parda. To(
en los corte: el pulmoén se palpa (
macroscopicos d consistencia blanda.
pulmon, rifion e higado ¢
ratones control. no se distingue preseng

Riflones

de anomalias.

el higado se observa de
color amarillo paja y de
consistencia firme. No s
observa ninguna
anomalia.

Higado

1%

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBowerLabs, ULACIT. 2001

En este caso todo se encuentra dentro de los par@metroales.
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TABLA #16

MACHO#2

Objetivo Variable Resultado

Describir cualquie Pulmones no se observan anomal
en los pulmones
solamente hay presen
en los corte: de trauma en el l6bu
medio del pulmé
derecho talves por
pulmaén, rifidn e higado ¢ forma de sacrificio. S
logra observar la aorta,
cual o present
anomalias.

aspecto anormal preset

macroscopicos d

ratones control.

los rilobnes son
Rifiones coloracion amarilld
opaco. No se distingug

anomalias.

el higado se observa de
color amarillo opaco. No

Higado . .
se distinguen anomalias

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBowerLabs, ULACIT. 2001

En el pulmén se encuentra una ligera zona de traporalo demas se

encuentra dentro de las caracteristicas normales.
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TABLA #17
MACHE3
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones hay presencia d
aspecto anormal preset hemorragia en Ig
en los corte: pulmones, pero en
macroscopicos d periferia se logra
pulmon, rifion e higado ¢ observar diafanos
ratones control.
no se distingue preseng
de anomalias.
Rifiones
no se distingue presencig
de anomalias
Higado

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBowerLabs, ULACIT. 2001

No se distinguen anomalias importantes en esta#4l7 .
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MACHO #4
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Objetivo Variable

Resultado

Describir cualquie Pulmones
aspecto anormal preset

en los corte:
macroscopicos d
pulmon, rifion e higado ¢

ratones control.
Rifones

Higado

en toda la periferia de I
pulmones se observa

color blanquesino.

no se distingue preseng

de anomalias.

es de consistencia
compacta. No se observ
anomalias.

AN

Ningun tipo de alteracion evidente, todo dentréodgpatrones normales.
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TABLA #19

MACHO #5
Objetivc Variable Resultad
Describir cualquie Pulmones los pulmones no {
aspecto anormal preset observan diafanos.
en los corte: logra distinguir la aort
macroscopicos d ascendente. No
pulman, rifidn e higado ¢ observan anomalias.

ratones control.
los rifilones son de col

amarillo paja intenso. N

Rifiones ,
se observan anomalias.
el higado se observa de
coloracion amarillo paja.
. No se observan
Higado

anomalias

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBowerLabs, ULACIT. 2001

No se observd ninguna anomalia. Todo dentro de dauacteristicas

normales.
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6. RESUMEN DE LOS HALLAZGOS MACROSCOPICOS MAS
IMPORTANTES DEL GRUPO DE CONTROL

CUADRO #12
“ INCIDENCIA DE HEMORRAGIA EN PULMON DEL GRUPO DE
CONTROL”

TiOTAT

Hembra | MMacho Ahzolite
Hemorragia 2 1 3
Sin anormalidades 3 4 7
TOTALES 5 5 10

Fuente: Observaciones realizaddesLaboratorios PowerLabs, ULACIT. 2001

En el cuadro 11 se refleja que la mayor parte de Eshos no presentan

anormalidades en pulmén, sino que solamente 1 rausstnorragia.

En el grupo de hembras, 3 de ellas estan sin canmmbaEsoscopicos,

mientras que solo 2 presentan hemorragia.

Hay mayor cantidad de machos sin anormalidades a@udps con las
hembras con iguales caracteristicas. Por ésta afirmapiodemos deducir

entonces que hay mas cantidad de hembras que nmaohbsmorragia.
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GRAFICO #3

“ INCIDENCIA DE HEMORRAGIA EN PULMON DEL GRUPO DE
CONTROL”

30%
O Hemorragia

m Sin
anormalidades

70%

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBoaverLabs, ULACIT. 2001

Se presentan 7 ratones sin anormalidades en pulm@ue significa un
70%.

Y un 30% del grupo de control que presenta hemorradaomar, es decir,

3 individuos.

Se concluye entonces, que la mayoria de la poblaei@ncuentra sin

traumatismo.
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“ COMPARACION EN LA INCIDENCIA DE HEMORRAGIA PULMONAR
DE HEMBRAS Y MACHOS DEL GRUPO DE CONTROL Y TRATAMIENO”

Tratarmniento

TOTAL Control TOTAL
Hembra | Macho Hermbra | Macho
Hemorragia 2 1 3 2 1 3
Otro traumatismo - 1 1 - -
2in anormalidades 3 2 5 3 4 7
TOTAL 5 4 9 5 5 10

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBoaerLabs 2001

Se puede ver claramente que las hembras y machpsepsmtan

hemorragia estan exactamente en igual cantidad, Braem 1 macho de ambos

grupos son los que se encuentran en ésta categoria.

A los ratones que mostraron otro tipo de traumatiswio, se hizo presente

un individuo macho dosificado, que se le observourmgado rojo.

En partes iguales estan las hembras y los machasodqueieron

anormalidades macroscopicas, mas especificamenpegesle exponer que en el

grupo de las hembras son 3 del grupo de tratamiedtdey grupo de control, para

un total de 6 hembras que no mostraron cambios, mdasos también fueron 6

sin anomalias, 2 de tratamiento y 4 de control. Pesdelel punto de vista de

grupo de tratamiento y control, el segundo comprenakeindividuos sin

hallazgos que el primero.
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GRAFICO #4

“ COMPARACION EN LA INCIDENCIA DE HEMORRAGIA PULMONAR
DEL GRUPO DE CONTROL Y TRATAMIENTO”

>
)
& _
v | B Hemorragia
E Sin anormalidades
o N |
&
@{‘:‘
<&
0 ] 10
Tratamiento Cantral Total
Lheoluto Lhaoluto Lhzolnto
Felatrm Felatrm Relatro
. 4 3 7
® Hernarragia 2104 16%% 37%%
O Sin 5 7 12
anormalidades 26%0 37% 6304
| ] 10 12
Tota 47% 5394 100%

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBowerLabs, ULACIT. 2001

A grandes rasgos se nota que la barra grafica queseapsea los controles
sin anormalidades es de mayor tamafio, lo que ingieaste tiene 7 individuos

en esa barra mientras que los de tratamiento solo 5.



De la totalidad de la poblacion, 12 individuos639o no presentan
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anormalidades, y un 37% presentan hemorragia, indioyagui al individuo que

presenta un punteado rojo.

También se deduce que hay mas dosificados con heyisoguze los que

los controles.

CUADRO #14

“COMPARACION DE LOS HALLAZGOS MACROSCOPICOS EN HIGADO
DE LAS HEMBRAS Y MACHOS DE LOS GRUPOS DE CONTROL Y
TRATAMIENTO”

Tratamiento TOTAL Zontrol TOTAL
Hembra | Macho Hembra | Macho
Mo se observan anomalias 5 3 & 5 5 10
Zona de traumatismo - 1 1 - -
TOTALES 5 4 9 5 s 10

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBowerLabs, ULACIT. 2001

Este cuadro refleja que el tnico hallazgo macroscégichigado se hizo
presente en un macho tratamiento, el cual preseatazama de traumatismo. El

resto de la poblacion no presenta anomalias.
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GRAFICO #5

“COMPARACION DE LOS HALLAZGOS MACROSCOPICOS EN HIGADO
DE LOS GRUPOS DE CONTROL Y TRATAMIENTO”

oy
L -
Qg"x“ i B Traumatismo
O Sin anormalidades
)
&
!&6‘
<& 0 10 20
Tratarmiento Contral Total
Aheolito Aheolito Lhsolito
Felatrro Felatrro Felatrm
1 0 1
B Traumatismo 500 504,
O Sin g 10 12
anarmalidades 4 2% 53% 2594
| = 10 12
Tota 47% 534 100%

Fuente: Observaciones realizadas en los LaboratBoaverLabs, ULACIT. 2001

La comparacion anterior es obvia, el 53% del totallad@oblacion en
estudio representa a todos los ratones del grupo cogtml no mostraron
anormalidades, y en el grupo de tratamiento un 58teguigual a 1 individuo que
mostré trauma, mientras que el 42% restante de ésp® gra tuvo anomalias

evidentes macroscoépicamente.

Se deduce que el 95% de la poblacion se encuenthaltazgos y solo el

5% presenta trauma.
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1. HALLAZGOS MICROSCOPICOS DE HEMBRAS CON

TRATAMIENTO

TABLA #20
HEMBRA #1
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones Se observa extensa
aspecto anormal preset hemorragia
durante las observacion
microscopicas en e .. Moderada presencia de
. Rinones .
hembras con tratamien vacuolas en la superficie
MaxHeal® del rifion
Los tubulos y los
glomérulos no presenta|
anormalidades.
Higado Hay presencia de

pequeiios focos
inflamatorios con
Nnecrosis.

-

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Cat6lica.200
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TABLA #21
HEMBRA #2
Objetivc Variable Resultadc
Describir cualquie Pulmones No se observa ninguna
aspecto anormal preset anormalidad
durante las observacion
microscopicas en e Mucha presencia de
hembras con tratamien _.. células vacuoladas en Ig
Rinones - o 2
MaxHeal® superficie del rifidn
Los tubulos y los
glomérulos no presentan
anormalidades, excepto
por las vacuolas
Hay presencia de muchas
] células en mitosis
Higado

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderatologia, Hospital Clinica Cat6lica.2001
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TABLA #22
HEMBRA #3
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones No se observa ninguna
aspecto anormal preset anormalidad
durante las observacion
microscopicas en e
hembras con tratamien Se presenta una cantidad
MaxHeal® o casi nula de células
Rifones
vacuoladas en la
superficie del rifidn
Los tubulos y los
glomérulos no presentan
anormalidades
Se observa poca presen
] de células inflamatorias
Higado ~
pequefios grupos de
células con necrosis
(apoptosis)

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarder®atologia, Hospital Clinica Cat6lica.2001

TABLA #23

HEMBRA #4
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones No se observa ninguna
aspecto anormal preset anormalidad
durante las observacion
microscopicas en e Moderada presencia de
hembras con tratamien Riflones vacuolas en la superficie
MaxHeal® del rifion

Se observa acumulos
Higado dispersos de células de
Kuffer por el higado.




140

TABLA #24

HEMBRA#5
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones No se observa ninguna
aspecto anormal preset anormalidad
durante las observacion
microscopicas en e Se presenta una cantidad
hembras con tratamien Rifiones casi nula de células
MaxHeal® vacuoladas en la

superficie del rifidn

Minima presencia de

Higado células inflamatorias y
necrosis. No hay
presencia de células en
mitosis

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarder®atologia, Hospital Clinica Cat6lica.2001



2. HALLAZGOS MICROSCOPICOS
TRATAMIENTO
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DE MACHOS CON

TABLA #25

MACHO #1
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones No se observa ninguna
aspecto anormal preset anormalidad

durante las observacion
microscopicas en Ic
machos con tratamien Rifiones
MaxHeal®

Higado

Mucha presencia de
células vacuoladas en I3
superficie del rifidn

No se observa ninguna
anormalidad

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001

TABLA #26

MACHO #2
Objetivc Variable Resultad
Describir cualquie Pulmones No se observa ninguna
aspecto anormal preset anormalidad

durante las observacion
microscopicas en Ic
machos con tratamien

MaxHeal® .
Rinones

Higado

Mucha presencia de
células vacuoladas en I3
superficie del rifidn

Se observan focos
necroéticos con
inflamacion

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderatologia, Hospital Clinica Cat6lica.2001
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TABLA #27
MACHO #3
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones Presenta un cuadro
aspecto anormal preset histol6gico normal
durante las observacion
microscopicas en Ic Se presenta una cantidad
machos con tratamien moderada de células
MaxHeal® . vacuoladas en la
Rinones o 2
superficie del riidn
No se observa ninguna
anormalidad
Higado

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarder®atologia, Hospital Clinica Catedlica.2001

TABLA #28

MACHO #4
Objelvo Variable Resultad
Describir cualquie Pulmones Se observa hemorragia
aspecto anormal preset extensa.
durante las observacion
microscopicas en Ic Se presenta una cantidad
machos con tratamien Riflones moderada de células
MaxHeal® vacuoladas en la

superficie del rifidn

Hay poca inflamacién cg
Higado necrosis.

Se observa también

presencia de mitosis.

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001
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3. RESUMEN DE LOS HALLAZGOS MICROSCOPICOS MAS
IMPORTANTES DEL GRUPO TRATAMIENTO

CUADRO #15

“ INCIDENCIA DE HEMORRAGIA EN PULMON DEL GRUPO DE

TRATAMIENTO”

TOTATL

Hembra | Blacho Abzoluto
Hemorragia 1 1 2
Sin anormalidades 4 3 7
TOTALES 5 4 g

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catdlica.2001

En el cuadro anterior se observa que la mayoria deelabras y machos
no presentan anormalidades, de hecho estan muy caaegaya son 4 machos y 3

las hembras.

De los ratones que presentan hemorragia solaneéhtecke 1 individuo de

cada sexo.
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GRAFICO #6

“ INCIDENCIA DE HEMORRAGIA EN PULMON DEL GRUPO DE
TRATAMIENTO”

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, HospitdClinica Catdlica.2001

Tratamiento

22%

d Hemorragia

Bl Sin
anormalidades

Se observa que la incidencia de hemorragia es miripgnas un 22%, lo
gue representa 2 individuos. La mayoria de la pobiagid 78% no presenta

cambios en su histologia normal.
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CUADRO #16

“PORCENTAJE DE CELULAS VACUOLADAS EN RINON DEL GRUPODE
TRATAMIENTO”

Hembra | IMacho Ebosgﬁl%o
Poco grado de vacuolizacidn 2 - 2
Moderado grado de vacuolizacion 2 2 4
Alto grado de vacuolizacidn 1 2 3
TOTALES 5 4 9

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Cat6lica.2001

El cuadro 15 muestra de forma numeérica los ratones pgesentaron
células vacuoladas, se logra observar que la mayoidadnte individuos
presentan un grado moderado de vacuolizacion, 2 mgchbgmbras.

En el grupo de los machos hay presencia de modgratta cantidad de

vacuolas, y en el de las hembras hay presencia @egl@los de vacuolizacion.

GRAFICO #7

“PORCENTAJE DE CELULAS VACUOLADAS EN RINON DEL GRUPOE
TRATAMIENTO”

22%
33%

mPOCO

mMODERADO

45%

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarder®atologia, Hospital Clinica Catélica.2001
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En el grafico 7 se resume la incidencia de célulasoladas en el grupo de
tratamiento con MaxHeal® compuesto por 9 individues, donde se puede
apreciar que el 100% de los ratones del grupo dentieiéo presentan algun
grado de vacuolizacion:

» El 23% corresponde a 2 ratones hembras con pocaaseaduoladas

» El 44% del grupo con una cantidad moderada de vaxuwaaesponde a 4

ratones, de los cuales 2 son hembras y 2 machos.

» El dltimo 33% restante pertenece al grupo que tienalto grado de vacuolas,

este corresponde a 3 ratones, 2 son machos y 1 esshemb

CUADRO #17

“HALLAZGOS MICROSCOPICOS EN HIGADO DEL GRUPO DE
TRATAMIENTO”

Hembra | Macho gbosgﬁl%o
Inflamacion, Mecrosis, Mitosis — 1 1
Inflamacidn, Mecrosis 3 1 4
Mitosis 1 = 1
Patron histoldgico normal 1 2 3
TOTALES 5 4 &

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001
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El grupo de tratamiento fue dividido en hembras y magasa mostrar los
hallazgos que presentan de una forma mas especdioa, e puede observar en

el cuadro 1.

En el total absoluto se puede notar que 6 indosddosificados presentan
algun tipo de hallazgo, osea el 67% del totabdeoblacion y 3 ratones tuvieron

un patrén histolégico normal, lo que representa un.33%

En los individuos que presentan algun hallazgahéasbras predominan

con 4 ratones, comparado con los 2 machos que tami@éentan hallazgos.

GRAFICO #8

“HALLAZGOS MICROSCOPICOS EN HIGADO DEL GRUPO DE
TRATAMIENTO”

O Necrosis,
11% Inflamacién y
Mitosis

33% B Necrosis e
Inflamacion

] Mitosis

11% O Patrén
histolégico
normal

Fuente: Observaciones realizadas en el DepartantentBatologia, Hospital
Clinica Catdlica.2001
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El grafico 8 ilustra con mayor claridad los hallazgosamtrados durante
las observaciones microscoépicas de higado del greipathmiento; en éste el 11
% representa a un individuo, ya que la poblaciéa esmpuesta por 9 ratones, 5

hembras y 4 machos. En dicha ilustracion se puedeifispr que:

Un 11% representa a un unico raton macho en el cyadesentaron los tres

hallazgos microscépicos: necrosis, inflamacion y nstos

* El 45% de la poblacion esta compuesto por 4 indosdcon algan grado de

necrosis e inflamacion, 3 de ellos son ratones hemtitrasacho.

e Elotro 11% lo compone una hembra en la cual se wbsetamente mitosis.

 El 33% restante pertenece a 3 ratones, 1 hembra y Bomdas que no

presentan alteracion alguna en la histologia norejzética

4. HALLAZGOS MICROSCOPICOS DE HEMBRAS CONTROL

TABLA #29
HEMBRA #1
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones Hay presencia de
aspecto anormal preser hemorragia
durante las observacion
microscopicas en e La presencia de
hembras del grupo contr Rifiones vacuolizacion observada
en la superficie del rifion
es casi nula.

] Hay presencia de célula
Higado inflamatorias.

)
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TABLA #30
HEMBRA #2
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones No se observa ninguna
aspecto anormal preset anormalidad.
durante las observacion
microscopicas en e Hay poca presencia de
hembras del grupo contr Rifiones células vacuoladas en I3
superficie del rifidn
Se observa un patrén
Higado histologico normal.

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001

TABLA #31
HEMBRA #3
Objetivc Variable Resultad
Describir cualquie Pulmones Hay presencia de focos
aspecto anormal preset hemorragicos
durante las observacion
microscopicas en e La presencia de células
hembras del grupo contr vacuoladas en la
. superficie del rifidn es
Rifnones .
casi nula.
Hay presencia de mitosig
(posible dafio hepatico).
] Se puede observar
Higado Doy
también células
inflamatorias.

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001
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TABLA #32
HEMBRA #4
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones Se observa un patron

aspecto anormal preset
durante las observacion
microscopicas en e
hembras del grupo contr Riflones

Higado

histol6gico normal

Hay presencia de una
cantidad moderada de
células vacuoladas en I3
superficie del rifidn

Se identifican focos
inflamatorios muy
pequefios y ocasionales

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001

TABLA #33

HEMBRA #5
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones No se observa ninguna
aspecto anormal preset anormalidad.

durante las observacion
microscopicas en e
hembras del grupo contr Rifiones

Higado

Hay presencia de una
vacuolizacion extensa e
los tubulos contorneado
proximales, cerca de la
superficie del rifidn.

Se observa un patrén
histol6gico normal.

—

o7

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001
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5. HALLAZGOS MICROSCOPICOS MACHOS CONTROL

TABLA #34

MACHO #1
Objetivc Variable Resultad
Describir cualquie Pulmones No se observa ninguna
aspecto anormal preset anormalidad.

durante las observacion
microscopicas en Ic
machos del grupo contrc Riflones

Higado

Hay presencia de una
vacuolizacion extensa
cerca de la superficie del
rinonN.

Se identifican pequefos
focos inflamatorios con
células necrobticas

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001

TABLA #35
MACHO #2
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones Se observa la presencia

aspecto anormal preset
durante las observacion
microscopicas en Ic
machos del grupo contrc

Rifones

Higado

de un nodulo extrano, el
cual esta bien
diferenciado

La presencia de vacuolas
es casi nula.

Se observan importante
focos inflamatorios en
ambos rifiones.

JJ

Se presencia apoptosis
mitosis.

=<

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.20
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TABLA #36
MACHO #3
Objetivc Variable Resultad
Describir cualquie Pulmones Patron histologico
aspecto anormal preset normal. Excepto por la
durante las observacion presencia de una pequefia
microscopicas en Ic zona hemorragica.
machos del grupo contrc
Hay presencia de una
Rifnones vacuolizacion extensa
cerca de la superficie dej
rinon.
No se observa ninguna
Higado anormalidad

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001

TABLA #37
MACHO #4
Obijetivc Variable Resultad
Describir cualquie Pulmones Se observa la presencia|
aspecto anormal preset de focos hemorréagicos.
durante las observacion
microscopicas en Ic
machos del grupo contrc Se identifican bastantes
. vacuolas en la superficig
Rifnones oo o
del rifion.
Hay presencia de un
Higado patrén histologico normg!

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001
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TABLA #38

MACHO #5
Objetivo Variable Resultado
Describir cualquie Pulmones No se observan

aspecto anormal preset
durante las observacion
microscopicas en Ic

machos del grupo contrc ..
grup Rinones

Higado

alteraciones

Se identifican bastantes
vacuolas en la superficie
del rifién.

Hay presencia de un
patrén histologico normg

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001

6. RESUMEN DE LOS HALLAZGOS MICROSCOPICOS MAS

IMPORTANTES DEL GRUPO CONTROL

CUADRO #18
“ INCIDENCIA DE HEMORRAGIA EN PULMON DEL GRUPO DE
CONTROL”
Hembra | Macho gbosgﬁl%o
Hernorragia 2 2 4
=in anormalidades 3 2 5
Otros hallazgos - 1 1
TOTALES 5 5 10

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001



154

Del cuadro 17 se puede deducir que la mayoria deelabras no presentan

anormalidades, mientras que los machos solamemteRcsientran en este estado.

Mayor cantidad de machos presentan algun hallazgodes asi que 2
ratones tienen hemorragia pulmonar y 1 presenta urtm Ibsn diferenciada, sin

embargo las hembras solamente en 2 se observé heraorragi

GRAFICO #9

“ INCIDENCIA DE HEMORRAGIA EN PULMON DEL GRUPO DE

CONTROL”
Control
10%
O Hemorragia
40%
WmSin
anormalidades
50% O Otros hallazgos
0

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001

El grafico 9 ilustra con mayor claridad el cuadro anteaorgdonde la mitad

de la poblacién no presenta anormalidades, y un p88éenta hemorragia.

Se observa también un 10% que lo constituye unoumdividuo que

presenta otro hallazgo diferente a la hemorragia.
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CUADRO #19

“PORCENTAJE DE CELULAS VACUOLADAS EN RINON DEL GRUPOE
CONTROL”

Hembra | MMacho gbosgﬁl%o
Poco grado de vacuolizacion 3 1 4
Moderado grado de vacuolizacidn 1 - 1
Alto grado de vacuolizacidn 1 4 5
TOTALES i) i) 10

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Cat6lica.2001

En el cuadro 18 se exponen los ratones del grupo mteotsegun el tipo

de vacuolizacién que presenten.

Se observa que la mitad de la poblacion tienenaitdcuoladas 4 que
presentan poco grado y una que presenta moderdu#adase vacuolas, los otros

5 ratones presentan un alto grado de vacuolas, 4dasgalma hembra.

Segun el grupo de hembras y machos, las primerantles 3 grados de

vacuolizacion y los machos presentan uno poco gradaltp grado de vacuolas.

Asi podemos resumir que la incidencia de vacuoliraes en el 100% del
grupo.
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GRAFICO #10

“PORCENTAJE DE CELULAS VACUOLADAS EN RINON DEL GRUPODE
CONTROL”

10%

@ Poco con
Inflamacién

mPOCO

50% 30%

OMODERADO

OALTO

10%

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001

La presencia de vacuolizacion renal en el grupccal@rol, se explica en el
gréfico 4, donde se puede observar que la incideztios 10 individuos que componen

dicho grupo se resume asi:

» El grupo con poco grado de vacuolas corresponde a%n régpresentado por

4 ratones, 3 de ellos hembras y 1 macho.

* Con moderada cantidad de vacuolas esta representat@®tummarillo , que

corresponde a 1 ratébn hembra.
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* Con un alto grado de vacuolas esta el 50% de laapidol del grupo control

representado por 5 ratones, una hembra y 4 machos
* En el grafico hay un 10% de color morado representadam tnico macho el

cual ademas de presentar poco grado de vacuolizdaaidbjén tiene células
inflamatorias en ambos rifiones.

CUADRO #20

“HALLAZGOS MICROSCOPICOS EN HIGADO DEL GRUPO CONTROL”

Hembra | Macho fb%gﬁ;%o
Inflamacion 2 - 2
Inflamacién, Necrosis - 1 1
Mitosis, Inflamacién 1 — 1
Wecrosis, Mitosis - 1 1
Patrén histoldgico normal 2 3 3
TOTALES 5 3 10

Fuente: Observaciones realizadas en el DepartarderRatologia, Hospital Clinica Catélica.2001

La poblacion se dividié segun la cantidad de imllios que presentaran el
mismo hallazgo microscopico.

Se puede observar que la mitad de los ratones deb gie control

presentan hallazgos hepaticos y la otra mitad unmpatsboldégico normal.

Entre los ratones que presentan hallazgos, predomasar8 hembras

comparado con los 2 machos que también presentamtiggide hallazgo.
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GRAFICO #11

“HALLAZGOS MICROSCOPICOS EN HIGADO DEL GRUPO CONTROL”

O Inflamacion
10%
10%

10% ‘

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catélica.2001

Il Necrosis e
Inflamacion

[ Mitosis e
Inflamacion
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M Patrén
histolégico
normal

En el grafico 11 se resumen los hallazgos microscopiepéticos encontrados
en el grupo de control, compuesto por 10 ratoneslopowal cada uno representa

un 10% de la poblacion. En esta ilustracién se papdeciar que:

* En el grafico un 10% de color celeste corresponde atén macho en el que

se presenta apoptosis y mitosis.

» La mitad de la poblacion del grupo en estudio, negrt alteraciones en la

histologia normal, de ellos 2 son hembras y 3 machos

* EIl 20% pertenece a los individuos en que se obseraingnte inflamacion,

esta compuesto por 2 ratones hembras.
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La necrosis con inflamacion se hizo presente en un d€i%otal, el cual se

encuentra de color vino en el grafico y esta constitpat 1 ratdbn macho.

Otro 10% de color amarillo representa una hembra geem@inflamacion y
mitosis

GRAFICO #12

“ COMPARACION EN LA INCIDENCIA DE HEMORRAGIA PULMONAR
DEL GRUPO DE CONTROL Y TRATAMIENTO”

a&a O Control
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Hemorragia| Sin anormalidades| Otros hallazgos| — Total
Lhzoluto Lhzoluto Lhaoluto Lhaoluta
Relativo Relativo Relativo Relativo
4 5 1 10
@ Control 21% 26%% 504, 539
) 2 7 0 ]
B Tratamiento 11%% 379 474,
& 12 1 19
Total 32% 63% 5% 100%
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El gréfico 12 compara la incidencia de hemorragagiin otro tipo de hallazgo
de los 2 grupos de estudio.

A grandes rasgos se observa que la mayor parte dellesiuos del grupo
de tratamiento un 37% conformado por 7 individuososalizan en la categoria
sin anormalidades, por otro lado, el grupo de contresgnta solamente 5

individuos un 26% de la totalidad de la poblacién s mismas caracteristicas.

También se muestra que en el grupo de control haymeantidad de
ratones con hemorragia un 21% comparado con los tratenhole solamente un

11% presenta focos hemorragicos pulmonares.

Ademas de la hemorragia hay un 5% representado pordividuo del
grupo de control con una lesion bien diferenciada.nii&s que en el grupo

dosificado ningun ratén obtuvo otro tipo de hallazparte a la hemorragia.
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GRAFICO #13
“VACUOLIZACION EN RINONES DE LOS GRUPOS DE TRATAMIENTQY
CONTROL"
|
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Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catolica.2001

El grafico 13 muestra que la vacuolizacion renal depgme control y del
grupo tratamiento estd muy comparada ya que se paesienipre en algun grado
en ambos grupos, mostrando una incidencia de vacwwlasl 100% de la

poblacion.



Se puede deducir que éste hallazgo es algo comigueyaomo se observa

en el grafico el grupo de control presenta una mayoriadieiduos ( 5 ratones)

con alto grado de células vacuoladas, mientras qde #htamiento solamente 3

individuos.

En cuanto a los otros dos grados de vacuolizacion, uma presencia

moderada de vacuolas en ambos grupos, el grupotdmieato con 4 individuos

y el de control solamente 1, con poco presenciaadaolas en el grupo de control
hay 4 individuos y en el de tratamiento 2 ratones.

Entonces se puede notar que el mayor porcentaje@%rsé presenta en los

individuos con un grado alto de vacuolizacion.

“COMPARACION DE LOS HALLAZGOS MICROSCOPICOS EN HIGADO

CUADRO # 21

DE HEMBRAS Y MACHOS DE LOS GRUPOS DE CONTROL Y
TRATAMIENTO”

Tratarmiento TOTAL Control TOTAL
Hembra | Macho Hembra | Macho
Inflarmacion 3 2 5 3 1 4
Necrosis 3 2 5 — 2 2
Mitosis 1 1 7 1 1 2
Patrén histolédgico normal 1 2 3 2 3 5

Fuente: Observaciones realizadas en el Departarder®atologia, Hospital Clinica Catolica.2001
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En el cuadro anterior se dividen las hembras y lashosen la incidencia

de vacuolizacidn segun su grado.
Debemos recordar que el grupo de tratamiento lo compiretividuos,
2 machos y 1 hembra que presentan una histologiaahdogue quedarian 6

ratones restantes, 4 hembras y 2 machos que presexgateran tipo de hallazgo

por lo que se repiten en cada categoria que cadprasente

En los controles, la mitad de la poblacién no presanbrmalidades en la
histologia, y la otra mitad compuesta por 3 hembrasnachos se encuentran en

la (s) casilla (s) en que presentan algun hallazgo.

Se refleja entonces que las hembras dosificadas grdpb de control
presentan mas hallazgos que los machos, comparametolitas contra 4 machos.
Y los machos de ambos grupos se presentan mAas copatudn normal,
comparando 5 machos contra 3 hembras; sumando taledoes para darnos la

totalidad de la poblacién de 19 individuos.



GRAFICO #14
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“COMPARACION DE LOS HALLAZGOS MICROSCOPICOS EN HIGADO
DE LOS GRUPOS CONTROL Y TRATAMIENTO”
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Fuente: Observaciones realizadas en el Departarderfatologia, Hospital Clinica Catolica.2001

La poblacién de ratones estudiada es de 19, 10edairupo de control y 9
del grupo de tratamiento, detalle que hay que tenecuenta al observar sus

diferencias.
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En el grafico 14 se ilustra con mayor claridad la iecaa de los 3
hallazgos microscopicos encontrados en higado deatdhes, los cuales se
exponen comparativamente de manera individual, siesd que el individuo es
contado en cada hallazgo que presente de manera @nexcepcion de los 8
ratones que presentan un patron histoldgico normalaynente se mencionan en

ésa categoria.

Se observa que los tres hallazgos se hacen presetieetael grupo de
tratamiento como en el de control. Mostrando una ewich muy similar de

ambos grupos en cuanto a lo que se refiere a inflamggeidtosis.

Se observa también que si se muestra una diferende a&paricion de
células necrosadas en ambos grupos, presentandaipEl de tratamiento una
mayor cantidad de necrosis con 5 individuos compacadoel grupo de control
gue solamente 2 individuo presentan necrosis, patatahde 7 individuos con

necrosis.

En general en el grupo de control hubo 5 individuasgresentaron mas de
un tipo de hallazgo, lo que representa un 26.3 %adel de ratones estudiados,
mientras que en el de tratamiento 6 ratones fueroguespresentaron hallazgos
hepaticos, un 31.5% (recordemos que estos 11 indisidie ambos grupos se

repiten en cada hallazgo que presenten).

En cuanto a los individuos que no presentan variasia@an la histologia
normal, el grupo de control presenta una mayoria iddigiduos, osea el 26.3 %
de una poblacion de 19 individuos, mientras que letedratamiento fueron 3

ratones el 15.7 % los que no presentaron hallazgomates.
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CAPITULO V

RESULTADOS
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A. Conclusiones

1. INTERPRETAR LOS RESULTADOS DE LOS HALLAZGOS
CLINICOS REALIZADOS EN EL LEBI PARA IDENTIFICAR SI GNOS

DE TOXICIDAD DURANTE EL PERIODO DE ENSAYO CON RATON ES.

Una vez finalizados los 24 dias del estudio, dldratorio de Estudios
Biologicos de la UCR (LEBI), recopila los datos pararfolar los resultados del

comportamiento de los individuos durante el periodertgayo.

Recibidos los resultados, se procedié a la interpéetage los mismos,

para obtener las siguientes conclusiones:

En animales de laboratorio, usualmente la preocupasifuor la pérdida de
peso anormal o inesperada, sin embargo esa situatisa presentd, sino, el peso

de cada ratén tanto control como tratamiento fue atanda gradualmente.

Ademas ningun animal presenté signos anormales snp#ametros

evaluados durante los 24 dias del periodo de obsérnvaci

Cabe notar que al finalizar el periodo de ensayopse/@ una sobrevida
del 100%.
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Se concluye entonces, que conforme a los resul@tiosos el ensayo no
evidencia signos de toxicidad durante el periodostied®, el cual inicio el 20 de

noviembre del 2000 y finalizé el 13 de diciembrerdemo afio.

2. DESCRIBIR LOS CORTES MACROSCOPICOS DE PULMON,
RINON E HIGADO DE RATONES DOSIFICADOS CON MAXHEAL®
COMPARADOS CON LOS DE CONTROL PARA IDENTIFICAR
POSIBLES DIFERENCIAS.

A través de las observaciones después de las agosilizadas en los

Laboratorios Power Labs, se concluye lo siguiente:

a. Pulmon

En cuanto a los ratones del grupo control, los pulmeeesncuentran
dentro de los parametros normales, con excepcidigeias zonas de hemorragia
en los ratones hembra #1, hembra #2, macho #2, m&hoS# presume que
dichas zonas son producto de la forma de sacrificeocué fueron sometidos los

animales.

En los pulmones de los animales con tratamientobserva la mayoria de
una coloracién normal y sin anomalias. No hay preaaetefocos hemorragicos,
con excepcién de la hembra #1 y el macho #4. Bmaeho #3 lo que se observa

es la presencia de un leve punteado rojo.

En ambos grupos de estudio se observan diferentgssgtla diafanizacion,
la de mayor grado es aquella que abarca practicanzetdtalidad de los |6bulos,

y fue precisamente esta la que se observo en la mai®tos casos.
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b. Rifion

Tanto en el grupo de control como en el de traatoj se puede
diferenciar claramente la corteza de la médula. Adeprasentan una coloracion
comun amarillo paja.

Segun los hallazgos macroscoépicos no se observaalinatguna.

c. Higado:

En ambos grupos en estudio el higado se observaacacteristicas dentro
de los patrones normales esperados, tando de cllore@mo de consistencia. A
excepcién de un caso, especificamente el raton m@Ethmn tratamiento, en el

gue se observa una zona de traumatismo hemorragico.

3. MOSTRAR POSIBLES CAMBIOS EN LA HISTOLOGIA
PULMONAR, RENAL Y HEPATICA DE LOS RATONES CON
MAXHEAL® PARA IDENTIFICAR ALTERACIONES AL
COMPARARLOS CON LOS RATONES DE CONTROL.

Segun los resultados microscopicos no se encontrarbigado, pulmén y
rifidn efectos atribuibles a la droga. Los hallazgogarecen estar relacionados al
MaxHeal®. (Piza,J.,2001).

El andlisis histologico fue ciego, ya que el patélow sabia cuales laminas
eran del grupo de control o con tratamiento, hastaafias los resultados fueron

recopilados.
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a.Pulmoén

En los pulmones del grupo de tratamiento, prevalEcseoaracteristicas
normales, sin embargo en la hembra #1 y el maclaypresencia de mucha
hemorragia, producto quizie la forma de sacrificio.

En los hallazgos microscépicos en el grupo de cqonsellogra observar en
4 casos zonas hemorragicas, ademas de un machou#! ptesenta un nédulo
extrafio, no relacionado a la aplicacion del prodpaotes es precisamente un raton
del grupo que no fue dosificado (Piza, J.,20&h)los demas casos no se observan

alteraciones.

b.Rifion

En el grupo control, los tejidos se encuentran lideealteraciones, a
excepciéon del macho #2, en el cual se presentarrtames focos inflamatorios

en los dos riflones.

La presencia de vacuolas en los tubulos renalesvialeada en tres grados,
segun la cantidad de tabulos con dicho fendmencgipdahmente en la region
subcortical. La mayor cantidad de vacuolas predoming grupo control.
Igualmente las de menor vacuolacion fueron predominaatiee en el grupo

control.

La vacuolacion renal se puede dar por diversasasapsincipalmente puede
corresponder a un artificio de técnica histolégicala expresion anatomica de un estado
funcional de los animales. En el hombre, se harilesnas que todo después de la

administracion intravenosa de sucrosa hiperténiga la hipopotasemia.
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Ambas condiciones son improbables bajo las contksi@xperimentales
controladas del presente trabajo. Ademas el anaédissdresultados no

demuestran ninguna relacion con la administracivo de la droga.

Sin embargo, cabe resaltar que una vacuola es aniesb parecer vacio

dentro del citoplasma celular, puede estar formadmda o grasa.

1. Higado

En los higados de grupo con tratamiento, se presarghraton macho #4
y en la hembra #4 células mitosis y en la hembrgr&2 cantidad de ellas, lo cual
puede ser un proceso normal o en recuperacion dedpuéstrauma. No se

puede determinar si en el caso de los roedores es@lg@l o anormal.

En varios casos hay presencia de necrosis de hepataitoptosis), y en

ocasiones se observa acompafada de células inflaasatori

Se logra identificar en el caso de la hembra #4 dahmigrupo de
tratamiento, acumulos de macréfagos (células de Kuffemyuk podria significar
una probable respuesta a una lesion, ademas de psqrepos de células
inflamatorias.

En el grupo de control, se observan en la mayori@sdocos inflamatorios
aislados, lo cual suele estar relacionado como retspakgproceso de necrosis. Se

identifica en un caso, macho #1, necrosis con inftana
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El macho #2 y la hembra #3 de control, fueron losas en presentar

mitosis, lo que indica posible dafio hepatico.

La presencia de necrosis en los grupos de estudiaiastra una diferencia
gue se pueda tomar como determinante en cuantoilblepdafio hepatico del
producto. Se muestra un aumento en el grupo tratamsntembargo se observa
necrosis también en el grupo control aunque en meobweptaje, pero su
presencia practicamente obliga a descartar relaciontalidet MaxHeal® con la

necrosis presente en el grupo tratamiento.

B. Limitaciones

Durante la realizacidon de este proyecto de graduas&presentd un
inconveniente durante la manipulacion de los ratpoeparte del LEBI. Pese a
ser reconocido como un laboratorio altamente calificad@sta excento a errores,
pues por motivos desconocidos, uno de los ratonss nos fue entregado, de
manera que los analisis macroscopicos y microscopeosalizaron con una

poblacion de 19 ratones y no con 20 como estabblesi@o.

C. Recomendaciones

Mediante los resultados obtenidos en este proyectogrdeuacion, se

recomiendan Yy justifican posteriores investigaciones:
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Investigaciones en donde se aumente el tamafio miEblacion de estudio, de
manera que se pueda brindar una mayor cantidad tatoséevaciones como
de posibles respuestas, que ofrezcan amplias desoBgciue corroboren

resultados de estudios iniciales.

Algunos mamiferos han sido los elegidos para vaimsstde estudios de
laboratorio, entre los que se encuentran los gatos,spesalos, ratones, ratas,
conejos y mas recientemente los hamsters. Se recamgmadnces promover
ensayos con diferentes animales de laboratorio paraob&iner un

conocimiento mas amplio en cuanto a las propiedadegacciones de
MaxHeal® ya que cada uno de ellos al presentar difesecaracteristicas

brindan nueva informacion preclinica de los farmacos.

Realizar estudios de tiempo mas prolongado, dondg@usela evaluar la
funciéon de MaxHeal® durante una mayor cantidad deirdiraciones, para
poder obtener un margen mas amplio de reacciones enarlgeales
experimentales.

Otros tipos de andlisis que ofrezcan nueva y distinfarmacion de
MaxHeal® para asi complementar estudios ya realizgdademas brindar

mayor respaldo a posteriores estudios.

Se recomienda durante futuros ensayos efecturar exarnemgsmicos al
animal de experimentaciéon, de manera que se compter@einformacion que

se obtenga del estudio.



174

BIBLIOGRAFIA CITADA

* Arroyo, Walter. Entrevista personal. Técnico de higii@ioDic.2000

e Carda Pedro y Gaspar Gomez (1990). Patologia Gendexinggia. Espania.
Editorial Acribia




175

Canadian Council on Animal Care (1998)'La seleccion del punto final

apropiado en experimentos en que se utilizan angmadea investigacion
cientifica, enseflanza y pruebas de laboratorio”. Mexiceditorial
MVZ,MB.Ciro Lomeli, LAMS.

Canadian Council on Animal Care (2000)'La seleccion del punto final

apropiado en experimentos en que se utilizan anémadea investigacion
cientifica, enseflanza y pruebas de laboratorio”. Méxideditorial
MVZ,MB.Ciro Lomeli, LAMS.

Cook Margaret J. (1983). “Anatomy”. The Mouse in Biaital Research.
USA.

Garcia, Mildred. Entrevista personal. Dic.2000.

Irina Selukova (1999). Atlas a Color de Histologiasta Rica.

Leeson, Leeson, Paparo (1990). Texto/Atlas de HigtaloMéxico. Editorial

Interamericana.

Martin Z. Jesus (2000). Biologia del animal de experntacion Costa Rica.

Médulo Il. UCR, Laboratorio de ensayos Biolégicos ACEIM

National Institutes of Health. “Mice”. NIH Roederit882 CatalogueUSA,
pg.9.




176

Souza, Alba (1994). _ Manual de Ensayos Toxicologitbgvo. Brasil.

Editorial Unicamp.

Técnicos de histologia (1978). Histotecnologia t&siy practicas. Costa

Rica. Servicio de Anatomia Patoldgica: CCSS.

BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

Hebel Rudolf (1976). Anatomy of the laboratory fdSA. Editorial Williams

and Williams company.

Felicia Hill y Deborah Burdick. Manual for veterinargdhnicianslUSA.

National Institutes of Health. “Using This CatalogueNIH Roedents 1982
CataloguelJSA, pgs.xi-7.

Real Academia Espafola (1970). Diccionario De La Landispariola.

Espafa. Editorial Espasa-Calpe.

Rousseaux, Haschek (1998). Fundamentals of ToximoRathology. USA.

Editorial Wanda M. Haschek y Colin G. Rousseaux.

Ruager Jorge (1969). Técnica de necropsia y recolecg@®nmuestras.

Argentina.

The laboratory rat1979). USA. Editores Hery J. Baker, J. Russell Lindsey,
Steven H. Weisbroth.




177

 US Patent and Trademark Office. “ United States PafB10,419 . USA:
Mayo 10 de 1994.

Articulos de revista

» Cristina Jimenez. “¢Como se obtiene un nuevo meding?” _Preguntas y

RespuestaMadrid

* Feoli, Enrique. _MaxHeal®Folleto informativo. M.E.D.Quimica.

Informacioén de Internet (Documentos HTML)

 Animales de laboratorio

http://www.popin.orgZunpopterms/files/data/esp00184.html

* Eli. Fish Base GlossaryAbril 12 de 2000.

www.fishbase.org/Glossary/Glossary.cfm

* Encyclopedia Britannica online. 1994-2000. www.eb.com

« HSUS “Animal research issues”. 1998. www.hsus.org

e Lopez B. Myriam. Salud y medicind3 Ene.1997. www.el

mundo.es/salud/snumeros/97/S231/S...imentacion.html

« MaxHealwww.geocities.com/maxheal

* National Library of Medicine.“Toxicology Tutor 1”.

http://sis.nlm.nih.gov/toxtutor.cfm




OSHA. U.S.Department of laboratory. USA : Dic 13 de 2000

www.osha.gov/readingroom.html

Ruiz C. AMMVEPE. Nov-Dic. 1996: vol 6, #6.

www.imbiomed.com.mx/Ammvepe/Vev7n6/espanol/Wve6ai08l

U-Net “LD50 information”. www.business.u-net.com

Web de interesvww.secal.es/webint.html

178



179

ANEXOS



180



181



182



183



