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CAPITULO I. PRINCIPIOS GENERALES.

I, 1. Introduccidén.

la cdtedra de Bioquimica de Sistemas, como parte integral
de la formacién del Qufmico Farmacedtico BiSlogo, presenta carac-
terfsticas que no sdlo pueden ser transmitidas, sino gue ademéds;
es parte de toda una ciencia que involucra hechos gue tienden a
ser verificados y/o demostrados. Es precisamente por lo dltimo,
por lo gue la materia en sf{ fomenta o activa inquietudes con ten-
dencia a la investigacidén cientiffca, y las cuales de alquna for-
ma tienen que ser orientadas con un fin especifico y adecuado.

En bioqufmica, como entoda ciencia experimental, la modifi-
cacidn o al teracidn experimental del organismo o tejido que se -
estudia, canaliza hacia aproximaciones durante el estudio de los
eventos fisioldgicos o metabSlicos. Es por ello, que el adecuado
conocimiento, tanto del manejo como de la aplicabilidad, de los
modelos experimentales; cobra una importancia vital en la ense-
danza prdctica de la cdtedra ya mencionada.’

Los modelos experimentales, como aproximaciones a los verda-
deros sistemas existentes, presentan caracterfsticas que los ubi-
can como selectos de acuerdo al estudio para el que se reauieran.
Esto es, por ser modelos trazados de acuerdo a lo que el investi-
gador desea estudiar, presentan algunas variantes que siempre tie
nen que ser consideradas. Por ello se ha descrito (White, 1970)
una serie de niveles de organizacidn de estos modelos experimenta
les, los cuales pueden mostrarse a continuacidn (en orden de im=-

por tancia en sentido decreciente).

El organismo intacto: Su empleo es muy comdn debido a que las
velocidades o cambios de las sustancias que llegan v salen de un
tejido dado, se afectan o modifican por las actividades de otros
tejidos. El problema de emplear tal modelo, es cue en un animal
intacto surgen muchas dificul tades experimentales dado que en 6l
se verifican muchos procesos a la vez. Yor lo cual, el empleo de
una gran diversidad de técnicas exploratorias permitird estable-
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cer los cambiosdados de acuerdo al estudio efectuado. De &stos dl-
timos hay ejemplares tales como:Administracién de alqln tipo de
metabol ito marcado de tal fin que se pueda estudiar su distribu-
cién, empleo de procedimientos .auirdrgicos con acceso a algunos
tejidos internos, escisiones parciales o completas de algfGn oraa-

no o tejido, etc.

- En la Perfusién de un 6rgano o extremidad aislados. Adn
cuando aquf puedan perderse algunos mecanismosregulares que actdan
sobre el d6rgano o la extremidad en su estado normal, tales expe-
rimentos s¢ han empleado ampliamente para la determinacién de los
6rganos en que ocurre ura reaccidén particular y, en el estudio de
los productos de que se pueden formar en un S6rgano después de ala-

dir un precursor dado al fluide de perfusién.

En un 6rgano seccionado: Mediante cortes finos de tejidos u
6rganos, es posible la obtenci6n de laminillas que pueden ser con-
servadas por horas en medios lfquidos y gaseosos especiales. Adn
cuando algunos sucesosse desviardn de los normales, éstas técnicas
han demostrado ser de una gran utilidad debido a la simplicidad de

las operaciones experimentales subsiguientes.

- Posterior a la desmenuzacién mecdnica del tejido, aldn exis-
te un nivel mas bajo de organizacifén y por medio de cste proceso
es posible separar por centrifugacién diferencial diversas estruc-
turas particulares de la qélula—Nﬁcleos, mitocondrias y microso-
mas-, ademds agregando sustractos adecuados puede ser detérminado
en cada una de éstas fracciones celulares la presencia o ausencia
de una actividad enzim&tica dada.

- El nivel mds bajo de organizacién es el de la enzima en so-
lucién. Puede considerarse como un paso importante debido a que la
informacién obtenida con esta y otras técnicas ha podido ayudar al
establecimiento del conocimiento actual del metabolismo.

En el presente manual se consideran los dos aspectos fundamen
tales en el desarrollo 6ptimo de los procesosexperimentales: Su as
pecto teSrico y su aspecto prdctico. En los dos primeros capftulos



se sientan las bases para el apoyo, el disefio y la conformacién
de los modelos experimentales. Es en ellos donde radica el vincu-
lo enseflanza-aprendizaje, por que de ahf derivardn los resultados
6ptimos a obtener en el empleo de los modelos experimentales de
caso. Presumiéndose que las bases reales para la estructuracién de
la secuencia por realizar en los modelos, ya han sido previamen-
te fundadas con los capfitulos anteriores; un capitulo posterior,
en donde ya se muestran algunos tipos de modelos experimentales,
es lo que forma en sf el cuerpo del manual. Es en este punto donde
el conociniento relativo a lo adquirido en la teorfa, tiene que
ser mostrado o evidenciado mediante un planteamiento experimental
dado. Los modelos experimentales tratados agqui, tienen sus orige-
nes en lo conformado en el programa de estudio actual de la mate-
ria que se imparte en la Facultad de Estudios Superiores de Cuauti
tl4n. Adn cuandoesta parte experimental se apega al método cientf-
fico, no se busca el solo definirlos vocablos implicados en el ca
so; ademds, se trata de que con ejemplos bastante iiustrativos
se pueda comprender la importancia de toda esta secuencia. Los pun
tos de contacto con el aspecto teSrico de la materia, demostrados
durante el desarrollo experimental, vienen a hacerse m&s manifies-
tos al momento de recuperar, clasificar y exponer los resultados
conseguidos. En este mismo punto se ha determinado el proporcionar
el apoyo bibliogr&fico por cada modelo experimental, &ste se en-
cuentra lo méds actualizado posible. De acuerdo a lo mencionado al
dltimo, se han seleccignado de algunos articulos (dentro ‘de cada
modelo) el exponer algunos de sus tépicos internos considerados
relevantes que se espera sean de utilidad a lo obtenido en cada
experimento.

‘ Como parte de apoyo al manual se ha estructurado un Gltimo ca
pitulo,en donde por medio de apéndices; conceptos importantes so-
bre la recabaciSn de datos, formas de manejo de animales de labora
torio, tipos de administraci6n de fluidos (asi como sus vfas), téc
nicas quirfirgicas, etc. han sido descritas en algunos casos de for
ma detallada con su respectiva bibliografia. Aunado al contenido
de tal capftulo, el alumno encontrarid una serie de cuadros en don-
de diversds pardmetros de laboratorio (para algunos animales



de experimentacién) y obtenidos por otros investigadores sén mos-
trados.

I. 2. Objetivos generales en el manejo de los modelos experi-

mentales.

El fin fundamental al elaborar este manual con todas las ca-
racteristicas detalladas a continuacidén, se ha centradoen buscar
hacer al alumno mds critico (y no técnico) al desarrollar su tra-
bajo experimental; por esto mismo cuenta con herramientas que en-

riquecerdn su conocimiento,.

I. 2.1,Método cientifico. Es muy comln que al expresar tal
término, 1la motivacién adquirida en un principo para un experi-
mento dado, se reduzca en intensidad. Pero ello es debido a una
inadecuada orientacién sobre la importancia de comprender dichos
conceptos. Debe entenderse que al emplear el método cientifico,
es contar con métodos bien organizados que no sSlo evitan el que:
hacer infructuoso, e innecesario;sino que definen, organizan y es-
tablecen el camino mis Gptimo a seguir al efectuar un estudio. A-
demds aunado a esto, debe comprenderse bien que para llegar a la
teorfa concerniente a lo que se estd estudiando, tiene que reali-
zarse: (a) una adecuada seleccifn de las variables pertinentes al
evento, (b) también se necesita establecer las funciones entre és-
tas variables, (c) deben de considerarse los valores de las cons-
tantes numéricas de éstas relaciones y (d) hay que buscar las re-
laciones entre éstas y otras teorias. Estos términos, con un ade-

cuado orden pueden ser perfectamente comprendidos.

En este manual se entenderd, y al efectuar los estudios, que
lo que se estf realizando son hechos cientificos gque no sélo es-
tdn en funcién de lo que por fuera se esté realizando, sino que
también estos dependen del método seguido para el registro de lo
que estd efectuando. Asimismo, la forma de pensar del observador

es muy importante respecto a las conjeturas que el estd deduciendc.

I. 2.2. Protocolo del Trabajo Experimenual. Con el apoyo ofre

cido por el presente manual, se espera cque el alumno sea capaz de



-10-~

elaborar su propio disefio exmerimental, para lo cual deberd orien
t4rsele resvecto a los puntos inteqrales de dicho discfio, asi como
se les recalcard la importancia de cada uno de ellos. Una vez que
se hayan asignado los diferentes protocolos nor tema, a cada qrupo
de estudiantes, se les hard las recomendacionocs necesarias para
que su trabajo sea lo m&s actualizado posiblc (Para ello 'serd to-
da la seccidn de recopilacién de datos). Se buscard que no sola-
mente apoyen su experimenté con bibliografia, sino que ademds ten
gan oportunidad de consul tar referencias hemerogrdficas. Asimismo,
se les hard patente la necesidad dé estructurar un trabajo que pue
da ser adaptable a las condiciones que privan en el laboratorio de
Bloquimica de Sistemas y que posteriormente ellos puedan mostrar.
A este respecto, adn cuando el manual ofrece varias alternativas
en alguna metodologfas, es conveniente que el alumno establezca
otras con el fin de incrementar su visién en lo que a té&cnicas se
refiere (Principalmente el conocimiento de cuandoy por qué han de
emplearse): El tiempo para la elaboracifén del trabajo estard dado
de acuerdo al empleado para establecer los términos introductorios
del temario del curso de laboratorio. Por otro lado, el diseno del
trabajo estard bdsicamente influenciado por lo que se describe en

el capftulo II (Los modelos experimentales. Su elaboracién general).

I. 2.3. Seminarios de introduccién para el trabajo experimen-
tal. Esta parte ofrece la oportunidad para que el alumnoc externe
ante sus compafieros, sus fines prdcticos para un tema dado. Es,
para que €l transmita el conocimiento adquirido, actualizado y ne-
cesario para llevar a buen fin todo el desarrollo experimental. A
cada grupo de integrantes les corresponderd el establecer la impor
tancia de realizar tal actividad. En suma su exposicién contard b4
sicamente por lo proporcionado con su disefio experimental, asi co-
mo &1 podrd apoyarse con el material que considere pertinente para
su expogicibn (Rotafolios, exposicién al pizarrén, diapositivas,
etc). BEs en este punto donde podrd exponer las caracterfsticas de
la metodologfa que piensa utilizar y con lo cual se le aprobard o
rechazard en sus proposiciones, dependiendo de la factibilidad de
aplicarlas.
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I. 2.4. Trabajo experimental. Prfcticamente su desarrollo cs-
tari regido por lo contenido en el capftule IIX (Algunos‘tipos de
Modelos Experimentales) de acuerdo al tema que se vaya a estudiar.
Tanto las necesidades de implementos de laboratorio, asf como los
conceptos mids importantes sobre antecedentes al trabajo, ya se en-
cuentran delineados. De hecho, cada tema ya tiene estructurado su
desarrollo secuencial,, lo que la hace mds rendible en cuanto a
datos por obtener se refiere., Cuatro de los seis temas propuestos,
requieren del empleo de animales de laboratorio vivos (ratas y co-
nejos principalmente); los otros dos, s6lo emplean un animal como
donador el 6ruano va establecido. En la parte correspondiente a
técnicas de laboratoriu por emplear, el capitulo correspondiente
a técnicas de apoyo (Cap. IV), ya establece-~tanto fundamentos, co-
mo secuencia- de las pruebas por realizar. En éste dltimo caso, rc
comendamos gue se seleccione * (en caso de existir diferentes nruc-
bas) aquellas que se adapten a las necesidades del experimento, -
asf como a la posibilidad de que sean empleadas (tanto por tiempb,
como por material).

I. 2.5, Seminarios para el andlisis y discusifn de los resul-
tados obtenidos durante el trabajo experimental. Asi como en el se
minario de introduccidén, é&sta es parte del complemento en la ense-
flanza del laboratorio, ademis facilita el que los .integrantes de
todo el grupo intercambien conceptos respecto a los resultados que
hayan obtenido. Es aquf donde entran en juego los conocimientos
que ellos hayan adquirido a lo largo de la sesiones. Es, vor otro
lado, momento para que ellos sean capaces de interpretar diversas
formas de agrupaciones de datos (tablas, ardficos, etc), asi como
de definir lo que ellas indican. Sumando a todo lo anterior, es el
momento oportuno para hacerles detectar que otros tSpicos (respec-
to al tema) ellos necesitan dominar a la hora de elaborar su repor
te.deresul tados. Este andlisis y discusi6n de resultados los orien
tard en la forma en que ellos pueden atacar la cuestién, asfi como
el poder definir sus conclusiones mds acertadas. Mucho tiene aque
ver aquf lo comentade dentro del método cientffico.

I. 2.6. Ejercicios a resolver involucrando los modelos experi



mentales. Es una necesidad «.2 sa nrosanta, scbre todo durante el

aprendizaie en la exposicidn - 133 resultados. Se ha considerado
conveniente ¢l incluir esta nvarze, seleccicnando de alaunos arcicu
los adecuadoz al caso, problemas gue involucran o amoyan la inter

pretacidén de sus resultados, esto deriva en :-ue 2l alumno, al zs-

tar &1 cor tinuamente presentando el sutcozo, oo verd en la necesida
de revisar constantemente sus antecedentes. Con ello, podré en el
momento que se le requiera, exponer el aprendizaje adquirido. En -
.a resoluci®én de un problema dado, ha sido pensaco que la resolu-
cién del mismo {(a nivel de integrantes de equipno) favorece el in-
tercambio de opiniones y que al ser aplicado en forma individual -

podrd producir un mayor rendimiento.

1.2,7. Reporte de resultados. Bdsicamente constituird el com-
plemento de lo ofrecido por el protocolo experimental, previamente
elaborado por los alumnos y ello por que es el resultado de lo que
va habfdn disefado. El patrén para la elaboracifén del reporte de

resultados, estard constituido por los puntos siguientes:

1.2.7.1. Un informe de actividades a manera de introduccién -
(Mencionando, sin detallar; metodologifa, los nombres de las técni-

cas empleadas y tipo de determinacidn realizada con ellas, etc).

1.2.7.2. Resultados. Para cada modelo experimental ya se han
definido las caracteristicas de la agrupacibn de datos (tablas. -
gr&ficos, secuencia, etc.),

1.2,7.3. Andlisis y discusidn de los resultados. Es considera
do Gtil que una vez que el alumno hava agrupado adecuadamente sus
datos, é&stos sean debidamente interpretados. Se busca con esto, de
acuerdc a lo mencionado en métodos cientificos, cue puedan estable-
cer relaciones entre lo que muestran sus diferentes pardmetros em-
pleados, va sea individualmente o involucrande todos ellos, con -
la posibilidad de establecer m&s adecuadamente sus teorfas al res-
pecto. Con el andlisis, ellos podrén definir las variantes en sus
datos de acuerdo al momento de egtudio. Con la Aizcusisn ellos po-
dré&n, en base a sus conocimientos tefricos, refutar o apoyar un =~
punto determinado,
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I.2.7.4. Conclusiones. Con los puntos establecidos anterior-
mente para la elaboracién del reporte, se considera que es mds ac

cesible el establecer sus conjeturas que al caso corresponde.

I.2.7.5. - Bibliografia. Con ésto se motivard al alumno para
que describa las referencias que haya empleado en la elaboracién
de su reporte, esto le favorecerd en la posterior evaluacién del

modelo en estudio.
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Capftulo II. LOS MODELOS EXPERIMENTALES. Su elaboracién general.

Cada puntoconsiderado aquf, ya estd desarrollado en cada uno
de los modelos experimentales propuestos en el presente manual. Lo
que acontinuacién serd descrito, corresponde a la base en la cual
se apoy6 la cstructuracién de cada modelo. Est> @Gltimo implica,
que llegado el momento de ampliar, revisar, anular o integrar al-
guno de ellos; se cuente con un pardmetro adecuado al caso.

II.l. Antecedentes 0 introduccidn.

Este inciso corresponde a lo que se denomina comGnmente cam-
po general o tépicos experimentales respecto al modelo gue esté es
tudiando. Para su egtructuracién se han considerado. algunos puntos
que sit@ian como relevante tal informazifn:

II.1.1.0rigen. Se definird de donde parte el modelo en cues-
tiSn, que es de lo que €l trata y de como se ubica dentro de lo que
constituye el sistema figsiol6égico mamffero en general.

II.1.2. Importancia. Como su nombre lo indica, se destaca el
papel del modelo como integrante de un ofganismo viviente. Por o-
tro lado, se establece cual es la significancia de estudiar tal mo
delo desde el punto de vista experimental.

II.1.3. Contenido y alcanze. En este punto se hace referencia
a lo que involucra el modelo, con que o quienes se relaciona, que
se ha establecido actualmente (experimentalmente hablando), en ba~
se a 8l o por &1; asfmismo, se indica que es lo que motiva a rea-
lizar a futuro respecto al tema.

II.1l.4. Limitaciones. Con ello se indica que o cuales han si-
do los problemas al realizar estudios de tal magnitud y que no se
ha podido considerar.en ellos.

II. 2, Qbjetivos.

Cada modelo presenta sus objetilvos propios, tanto generales

en general.

Con una adecuada orientacién del alumno, en la forma de selec
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cionar, organizar, fundamentar, analizar e interpretar lo concer-—
niente a la elaboracidén de un modelo experimental; ser§ posible
conformar todo un esquema de trabajo que lo avude en la compren-
sifn de un tema establecido, asi como el gue &l incremente su cau-
dal de aprendizaje.

Para cada tema seleccionado, se contard con un modelo adecua
do, lo gue facilitara la labor de formar un cuadro que ilustre lo
contenido en tal tema.

II. 3. Material vy métodos.

El material seleccionado para cada uno de los modelos estable
cidos en el presente manual, presenta caracteristicas de ser ade-
cuado a lo ofrecido en el Laboratoric de Bioquimica de Sistemas.
No es de gran complejidad, lo que hace de los modelos el gue sean
fadcilmente adaptables. De hecho los métodos propuestos, de acuerdo
al caso, han sido seleccionados en func;én de su aplicabilidad réa-
pida y sencilla, ademis de que no involucran sustancias de eleva-
do costo y riesgo.

II. 4. Exposicién de los resultados.

Ya, en el diseno de los modelos, se ha contemplade la forma
en la que el alumno puede llevar el registro de sur da;os de la
forma més ordenada posible. Se les ha indicado el tiyo de regis~
tro diario (asi como sus diferentes caracteristicas) del experimen
to, y para ello, es necesario consultar lo referente al apéndice
10 del presente manual. En este puntoc no solamente se in@olucran
aquellas tablas necesarias el registro de resultados, sino que tam
bién se menciona el tipe de presentacién de acuerdo al modelo ex-
perimental que esté sujeto al estudio.

II.5. Andlisis y Discusifn de los resultados.

Como previamente se habfa mencionade, en cada modelo, ya se
han propuesto algunos tipos de agrupacibén de datosg para su ficil
interpretacidn.

II. 6. Cébneclusgiones.

El alumno podré concluir le que respecta a sus resultados apo



vandose nc solo con lo que &' “a investigado, sino con 1o que en

cada modelo se anexa para su complemento.

II.7. Bibliografia.

Aparre de establecer las referencias consultadas en el momen
to de estructurar el modelo en cuestidén, se =itan ademds puntos
zonsiderados como relevantes para el conocim 'nto del alumno. Se
lescribe para cada artfculo seleccionado, su:s resultados (Princi-
salmente los grdficos y tablas), su andlisis v discusién de resul
tados (en algunos casos resumidos) y sus conclusiones (mids impor=-
tantes). Se busca con ello el fomentar la consulta del estudiante
hacia las referencias originales v actuales (en los casos reque-
ridos), asl como el que el pueda manejar lo que considere gue pue
de serle de ntilidad. La bibliografia establecida al fimal del mo
delo, s6lo es aplicable al modelo que se estudia, y afin cuando
existan referencias comunes dentroc de la bibliograffa general, és-
tas han sido especificadas por considerarse importantes en ese mo-

mento.
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Capitulo III. LOS MODELOS EXPERIMENTALES. Su adaptacién y aplica-
¢cién en el laboratorio.

ITI.I. Induccién al Higado Graso.

Introduccién.

El higado es el Srgano parenquimatoso m&s grande del organis-
mo, ocupa un sitio importante en la funcionalidad corporal. Tal ac
tividad esti principalmente fundada en los constituyentes del 6Sraa
no (Células epiteliales, de Kupffer, sus propias secreciones, etc).
El intentar enumerar cada una de tales actividades, implicarfa to-
do un contexto propio, pero basta mostrar para ello alaqunas de es~
tas: (a) Cé&lulas epiteliales. Principalmente efect@an las funcio—
nes en las que las transformaciones quimicas provenientes de los
alimentos o productos de la digestidn del organismo son efectua-
das (lo que es muy importante desde el punto de vista metabSlico
para la generacién, utilizacién, mantenimiento o degradacifn de
los distintos nutrientes). Asimismo, la versatilidad de tales cé-
lulas se puede encontrar en la capacidad de almacenamiento que pre
sentan (glucégeno, grasas, proteinas y vitaminas como fuente de e~
conomia energé&tica corporal) y la produccifn de pro:einas séricas
{(con lo que se establece el orden correspondiente a lz presifn on-
c6tica sanguinea, el transporte facilitado de algunas sustancias,
la sintesis de alqunos factores de coaqulacién,etc).'Todq ello re-
presenta el papel fisiolBgico relevante que presentan tales célu-
las, pero asi como intervienen en cuestiones de produccién y man-
tenimiento de la economia corporal; también juegan un papel impor-
tante dentro de lo que corresponde a acciones de destoxificacién,
mediante la elaboraci6n de las sales biliares, colesterol y otros.
(b) Células de Kupffer. La accién principal de ellas se encuentra
en que; son las responsables, en mayor grado, de la degradacifn
hemoglobfnica; participan en la formaci6n de determinadas globuli-
nas séricas y adem&s actfian como células de limpieza de elementos
macronoleculates y corpusculares (bacterias, pigmentos, etc.)?'8'9'12'
Por todas las caracteristicas anteriormentemencionadas, se ha
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congiderado al 6rgano como un excelente modelo en el estudio bio~-
quimico, fisiol6égico e histoldgico de alguno de los sistemas cor-
porales. Con el empleo de agentes quimicos téxicos({con acciln a -
un nivel hepético), ha sido factible el obtenrr buenos ejemplos -
yue muestran las alteraciones a las que se pucie ver sometido el

6rgano; asf como, de que manera influye a niv-l de organizaci6n -
corporal total. Y dado que el dano provocado .i higado a este ni-
-2l de orgavizacién se manifiesta claramente, es necesario efec--
tuar un anflisis de los par&metros relacionados con el grado de -
la afeccién®'18,

Muchos han sido los estudios efectuados para determinar la
forma en que el agente hepatotéxico tetracloruro de carbono provo
ca las alteraciones patol6gicas, fundamentalmente ya ha sido esta
blecido que se requiere de un previo proceso de biotransformacidn

para que el pueda provocar sus eEectos1’d’5'6’15’16’l7.

Esta acti
vidad hioquimica no es sino solo un mecanismo con el cual el orga
nismo intenta inactivar .al compuesto, y para ello emplea ¢l siste
ma de transporte electrénico de los microsomas del retfculo endo-
pldsmico hepatocitario. El principal metabolito formado es un ra-
dical muy t6xico(CCly*), el cual provocard cambios en diversos -

zistemas del equilibrio celular, lo que traerd como consecuencia

a posible muerte celular( ver figura anexa) . No solamente tal me-
tabolito serd la causa de tantos cambios, sino que el compuesto o
riginal (CCl4) también puede afectar seriamente algunos sistemas

3,6,11,13,15,16,L7

que se encuentren implicados Los estudios para

tales fines han gido diversos, y se han involucrado tanto pruebas

2
in vitro XTI aons 1n yivo® 61013016

y todas ellas o-=-
rientan a definiciones en las que se ha postulado lo siguientesz

~Perifdo comprendido entre los 10 y 20 minutos posteriores a
la inoculacién. Hay fragmentacifn de la cisterna del reticulo en-
dopldsmico rugoso. Anexo a tales lesiones, hay una predecesién --
con la alteracién de los fosfolipidos de la membrana microsomal.
Asimismo, ya hay conjugaciones diénicas que indican el inicio de
los procesos de peroxidacién.

~Posteriormente a los 30 minutos ya se encuentran las prime-
ras lesiones mitocondriales. Es aquf donde ha sido posible demos-
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efectos sobre el hepatocito. La lineas puntea-

das implican inhibicién'.
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trarse cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial, -
con lo que existe un ingreso incrementado de iones Calcio (el cual
tiende a acumularse)11’15.

- Dos horas después, hay el primer acfimulo de triglicéridos
en las cdlulas hep&ticas, los cuales aumentan progresivamente al-
canzando un mdximo dentro de 12 a 24 horas., En este intervalo de
tiempo, hay alteraciones de la permeabilidad de la membrana de -
los lisosomas, con lo que se establece una baja en la oxidacién
de los 4cidos grasos en mitocondrias.

Ha sido establecido que la manifestacién de los cambios pos-
teriores, ya implican alteraciones que afectan al organismo en ge

neral4'8'9'13.

Todo lo-anteriormente expresado se fundamenta en -
la actividad hepatocitaria a nivel corporal, la cual se deteriora
en presencia del tSxico; P. ej. Se ha asociado el pfoblema con u-
na fuerte infiltraci6én grasa tanto a nivel tisular como hepético13
y no es sino una demostracién en la actividad de sfntesis, trans-
porte y almacenamiento lipfdico en la que el higado es el princi-
pal responsable del control de ello. Hablando en lo que respecta

al higado como tal, este sufre varias lesiones que lo afectan se-
riamente: Se ha visto que existe un hfgado graso difusoa’9'13, ~--
hay destruccién del tejido hepitico y/o muerte hepatocitarialq,-

malfuncionamiento hepdtico (como por ejemplo ictericia)z's’a’g'lz,

etec.
Objetivos.

~Mediante la induccién a un estado patol6gico, con un agente
hepatotfxico, el alumno comprenderi la importancia del funciona~--
miento total del higado. Con ello podrd establecer como es que un
mal funcionamiento del 6rgano, contribuye a que se desencadenen -
diversas afecciones a nivel del organismo general.

-Con el empleo de algunos pardmetros de laboratorio, previa-
mente establecidos, .se buscar8 que sea posible el determinar los
tipos diferentes de mecanismos fisiol6gicos involucrados. Esto --
tendrd que sér definido, tanto a nivel local, como general; lo que
apoyard el que pueda relacionarse la interacci6n de los diferen--
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tes 8rqganos corporales,asf como la manera en que se ven afectados
por la situacién.

Hipbtesis.

El funcionamiento hepdtico normal, al enfrentarse a una si-
tuacién que lo desequilibra; tlende a originrar alteraciones que-
repercuten por todo el sistema fisiol6égico corporal, lo que provo
ca que éste se comporte anormalmente.

Metodo logia.

El presente modelo puede ser aplicado, con resultados similé
res, en dos especies animales diferentes: rata y conejo. Se reco-
mienda que dependiendo del animal elegido, se seleccione adecuada
mente tanto la secuencia de la induccién establecida posteriormen
te, asi como las determinaciones que habrdn de efectuarse.

Ratas. Son seleccionadas con un peso promedio de 200 gramos.
Un grupo de ratas constituiri el grupo control(el cual no recibi-
rd tratamiento alguno, excepto que solo habrd de administrdrsele
i ite mineral) y el otro funcionard como grup~ tratado. El trata
miento consistird en la administracién por via oral de CCly di--
suelto en aceite mineral (En concentracién al 50% v/V), la dosis -
serd de 0.1 ml. por 100 gramos de peso corporal7.La administra~=-
cibn seri aplicada dos veces por semana, durante dos semanas.

Previo a la induccién y a partir del momento de &sta, serin
registrados el comportamiento y el peso diario del animal. Si los
dos grupos contienen un nimero apto de animales suficientes para
dividirlos en dosg, uno de los grupos divididos podr& ser sacrifi-
cado a la primera semana, el otro a la segunda. De no ser asi, los
animales deberdn de ser sacrificados a la segunda semana. Las to-
mas de muestras séricas y de orina, habré&n de ser obtenidas pre--
vio a la induccién, asi como cada tercer dfia posterior al inicio
de ella. También deberd de muestrearse a - 5 animales durante el
inicio de la induccifén(las muestras recolectadas, ser&n procesa-

das por igual hasta el final del estudio, mientras tanto pueden-
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ser preservadas). La via 6ptima de la recoleccién de sangre es la
vena de la ccla o la puncién retroorbital. Todas las determinacig
nes consistirin en:

a) Sangre: Protefnas totales y albGmina; lipidos séricos to-
tales; 8cidos grasos libres; bilirrubinas(total y conjugada).

b) Orina: Determinaci6én de cuerpos ceténi: os. .

Durante el momento de sacrificio de los animales, habr&n de -
sar anotados los efectos causados por el hepatotdSxico a nivel de
6rganos corporales, observando: cavidad peritoneal, rifiones, intes
tinos, coraz6n e higado(En éste Gltimo, realizar un corte transver-
so y abservar). Todas las observationes realizadas, de preferencia,
habrdn de ser comparadas con el grupo de animales control. Si se
desea efectuar un corte al higado, para aplicarle histologfa, &s-
te serd recuperado(evitando el que transcurran mas de cinco minu-
tos)y ser8 colocado en formol al 10%.

Conejos. Seré&n seleccionados con un peso aproximado a 2 kg,
ademis de que serén,animales adultos. Al igual que lo descrito -
para ratas, ellos serdn inducidos al estado patolSgico durante -
el mismo lapso de tiempo. Las excepciones que se hardn son: lLa -
via de administracién empleada serd la de inhalacién del CCly con
el empleo de un algodén empapado del solvente(De utilidad serd el
empleo de una campana de vidrio en deonde serd colocado el animal);
asimismo, se medird la talla abdominal del animal y la via de ob-
tenci6n de sangre serd via vena marginal (No es recomendable el a-
plicar puncién cardiaca, porque el estado del animal puede provo-
car su muerte). Para la induccién, el animal serd colocado dentro
de la campana, que contiene el algod6n con el CCly, por espacio -
de un minuto. Posteriormente al tiempo transcurrido, el animal se
rd colocado al ambiente para que se le permita desintoxicarse por
espacio de un minuto. Durante todo el proceso de la induccién, es
ta misma secuencia habrd de ser sequida; solo que diariamente ha-
brd dd incrementarse el tiempo de inhalacifn por un minuto, con -
el otro necesario para la ventilacién. El proceso deberd ser ini-
ciado con un minuto.

Preferentemente, al momento de sacrificar a los animales, sg

lo habrén de seleccionarse aquellos que han sido tratados.
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Resgultados.

De acuerdo a lo expresado en el apéndice correspondiente, se
elaborardn graficos y tablas que apoyen lo concerniente a la expo-
sicién de los resultados.
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Los resultados y las conclusiones a las que llegaron los pre

sentes autores, fueron:
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Fig.1. Curso de tiempo de concentraciones que aparecen cuan

do c¢antidades diferentes de Ccl4 son permitidas difundir a
37°C. El recipiente contiene la fraccidn lisosomal obtenida

a partir del higado.
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Fig. 3. Cambios en las actividades de la ATPasa mjt>

condrial ante diferentes concentraciones de CClq. S

Preincubaron mitocondrias y CCl4 durante 15 minutos

a 25°C,

En la fig\:i\ra J se muestra el efecto de diferentes concentra-
ciones de tetracloruro preincubado sobre la acctividad de ATPasa -

mitocondrial. Es clare la baja de ATPasa activada con DNP, hay alza
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de la ATPasa activada con Mg . Por los resultados obtenidos den~--
tro de este mismo experimento, es visto gue los cambios en la acti
vidad de. la ATPasa se presentan luego de c¢inco minutos cuando la =~

concentracvidn de CCl4 era de 35 microgramos por ml.
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Fig. 6, Efecto de las concentraciones diferentes de CCl4

sobre algunas actividades enzimaticas lisosomales.

De acuecrdo a los resultados de la figura &, se pu.de observar
qué el CCl4 es hi3bil para producir una amplia extensidn en el dafio
lisosomal in vitro.

En adicién a los estudios anteriores, otros realizados em---
pleando glucosa-6-fosfatasa, EDTA y ATPasa, ha sido posible esta-
blecer que los cambios mitocondriales y lisosomales provocados por
el solvente, no son mediados por una peroxidacidén lipidica la cual

deberfa encontrarse elevada en 3us membranas.
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Algunos de los resultados mas importantes obtenidos en el -

presente estudio, son los siguientes:

sobre el nivel de fosfolipidos hepdticos.

L™
<, ;C&mlo&y,tgﬁﬁiuj
2 |ell] 789 e2bl6
4 | 7] 715] 6241 219
8 | 612] 544/45.5] 52.

Efecto del CCl4 sobre el contenido de dcidos grasos tota

Efecto del CCl4

les en higado y suero.
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- Obsérvese que los cambios en los dcidos grasos séricos se a

proximan con aéuellos de los de la beta-lipoproteina sérica.
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En los resultados obtenidos para los pesos de los érganos, -
pudo verse lo siguiente:

- El peso neto de hfigado, bazo y adrenales se incrementd por
¢l tratamiento con el solvente. Los pesos de otros drganos paren=-
quimatosos tales como el rifién, no demostraron cambios sionifican~

tes.

Efecto del CCl4 sobre el peso del tejido por 100 g. de pe

so corporal, éste obtenido a las dos semanas postinduccidn.

CCLa MYk
Ocqno  orbrol [G0aeTe 07T 6.460

Hindo(9) | £73 [442] 59| 459
Adrenales(ng) 293 | 303 | ¥4 | 213

Baw (mgy| 2¢q | 302! 405! 35

Efecto del CCl, medido a las cuatro semanas.

4
) QC Lm! ’)
Ongero {(ontel 6025 :).075 :.tso

Higado(q)| 348 410 | 466 9.63

Adrunded 155 | 120} 127 200

Bawo )| 241 | 405| 294} 293

Efecto del CCl4 medido a las ocho semanas.

il CC1g (Mg
Oﬂ]am (leg o.015] 6.0675 0.,!50

Higada gy | 362 | 363| 131 | 933

Adcenalesteq] /46 | 192 ] 186} 186
Bao eng)| Ho | 221] 251 | 294

En cuanto a lo obtenido en la histologia del higado, se obser
vé lo gsiguiente:
- Administracidn de CC14(0.025 ml/kg) . Fxiste una ligera dege

neracidn grasa en la estructura acinal hacia la octava semana.
-~ Administracidén de cc14(o.075 ml/kg) . En la cuarta y octava



semanas, el higade en murhos casos mostrd un desacomodamiento de =~
las cé&lulas acinales lo gue su ha-asociado con una degeneracidn -
Jrasa.

- Administracidn de cc14(o.1s ml/kq) . A la cuarta semana hay
cambios patoldgicos similares a nivel hepdtico, &sto en compara--
cién con lo observado en ratas que recibieron 0.075 ml/kg durante
cuatro y ocho semanas. Hacia la octava semana hubo una prolifera~
<ién difusa en los tejidos fibrosos; esto, asociado con una dege-
neracién grasa marcada a nivel de cé&lulas hepaticas., En éste pun-~

to se presentaron casos de ictericia.

Las conclusiones derivadas de los resultados anteriores, fue
ron: ) )

- El primer paso,de la accidn del CCl, sobre el higado, es la

4
constriccién de los vasos hepdticos por las catecolaminas libera-
das desde las adrenales. Esto implica que se reduce el contenido -
de catecolamina adrenal y se produce una isquemia hepdtica.

~ No se observé una relacidn dosis- respuesta. E1 que los fos
folipidos hepdticos se incrementaran primeramente y que posterior-
mente declinaran, asi como el que los niveles de la beta-lipopro-

teina y dcidos grasos totales disminuyeran en suero(durante la fa

se inicial) y que luego se incrementaran progre.ivamente; debe ha-

“llarse en la explicacidén de que dosis simples y prolongadas produ=~

cen interferencia en el transporte hepatico exterior de lipidos. -
Esto filtimo causado por la disminucién en la sintesis de la lipo-
proteina microsomal , y que ademds la sucesiva interférencia de la
utilizacidén lipidica por parte de la mitocondria hepitica se en=~-
cuentra asociada al caso.La elevacidn de fosfolipidos hepiticos -
durante la segunda semana, tambi&n se haya influenciado por el --
transporte extrahepitico reducido de los lipidos antes o durante
la manifestacidén de la interferencia con los procesos de sintesis.
Si la sintesis de los fosfolipidos hepdticos se encuentra detenida,
ésto explica su sucesiva reduccidn.

- Los cambios de Acidos grasos cn los lipidos hepaticos de los
animales tratados, indicaron que el higade <wraso desarrollado, esti
principalmente compuesto de triglicéridos asociados con los fosfo-
lipidos disminuidos.
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-Las anormalidades histoldgicas presentadas, se correlaciona-~
ron con los cambios bioquimicos de los lipidos hepdticos. A amplias

dosis de CC14«hubo completa destruccién de las células hepdticas.

14. Parry, E.W. The mechanism of necrotic tissue removal in mousc
liver following CC14-induced injury. Exp. Path. 89; 205-211. 1979.
15. Recknagel, R.0. A new direction in the study of carbon tetra-
chloride hepatotoxicity. Life. Sci. 33(1);401-408. 1983.

16. Reynolds, E.S. y colaboradores. Metabolism of (ldc)Carbon te-
trachloride to exhaled, excreted and bound metabolites. Bioch. --
Pharm. 33(21); 3363-3374. 1984.

17. villaruel, M.C. y J.A. Castro. Irreversible binding of CCl4 -
to microsomal phospholipids. Free radical nature of the reactive
specie and alterations in the physico-chemical propierties of the
target fatty acids. Res. Comm. Chem. Path. Pharm. 101(1);105-113.
1975.

18. White, A. y colaboradores. Princibios de Bioguimica. Edit. =--
McGraw~Hill. México, D.F. 1977. pp. 500-502.
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III. 2. Regeneracién Hep&tica.

Introduccidén.

Dado que el higado es el principal lugar de la homeSstasis '~ _
corporal, es de esperarse que ante una seria afeccién trate de re-
cuperar lo mds rdpidamente posible su actividad normal. Durante tal
reorganizacién, asi como en el momento del disturbio, no es sSlo
de la competencia hepdtica el establecer el eguilibrio 6ptimo; tam
bién son involucrados otros procesos y 6rganos diferentes. Estd de
mostrado que existen cambios en las velocidades de uno o mis proce
sos del organismo vy que principalmente son manifestadas como alte-
raciones a nivel f£isiol6gico. Esto Gltimo ha conducido a que extir
paciones gquir(rgicas o lesiones graves in situ (provocadas o ac~
cidentales), sean formas de medir y de demostrar los cambios efec-

tuados. !

En el caso del higado, durante una hepatectomia (parcial
o total), estd visto que hay una gran variedad de cambios metabS1li

cos 31131.

En caso de una reseccifn hepdtica parcial, se ha mencionado -
que la mayorfa de los cambios asociados a la afeccidn est4n rela~
cionados con el crecimiento compensatorio, pero sin embarco, alau-
nos de ellos estdn asociados con la funcién hemostdtica del rema-

nente hepdtico 1, 14, 15,

. Aunque existen variaciones por dicho
)
dafio, el tejido hepdtico durante su proceso regenerativo evita (y

entonces enmascara) la pérdida de funcionamiento del mismo®,

No es uniforme el criterio respecto a. si el hfgado se redgenera
o no, alin cuando es sabido que las células hepdticas constantemen-
te desaparecen y son remplazadas por células nuevas, lo que induce
a pensar que las partes perdidas de un cordén hepdtico sean cam-
biadas por hepatocitos (que crecen en los huecos aue conforman el

armazén de la red estructural)®s se dice que el r4pido crecimiento

’
hepdtico posterior a una hepatectomfa parcial, provoca que el in-

crementO en masa sea por el alargamiento de los l6bulos residuales,
mds que por el remplazamiento de los l6bulos cortados 14. Cual sea

el caso, ha sido establecido que durante hepatectomfas parciales -
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gucesivas, dada la constante regeneracién, lo nuevamente producido
excede mucho al peso de aquellas porciones que anteriormente fue-
ron perdidas, ademis, tal regeneracién no sélo se establece en §-
reas cercanas al lugar de extirpacién o de necrosis expontdneas,
sino también en porcilones lejanas al lugar donde se ha perdido te-
jidos.

El hfgado regenerante, ya como término comin, ha sido y es -
muy ampliamente estudiado por que en condiciones normales no esta
demostrable que el suceso ocurra; pero, que al menor estfmule (una
hepatectomfa) se desencadena una secuencia de reaccicnes muy impor
tantes para la proliferacién celular, lo gue de establecerse co- -
rrectamente podr& ser aplicado a otro tipo de estudios tales como
el del cdncer '0. Esto dltimo involucrarfa la posibilidad de esta-
blecer los mecanismos en los que intervienen los procesos de sinte
sis del DNA (Activaciones de RNA mensajero, RNA polisomal, algunas
enzimas implicadas, etc) 5,9,10,14.

En la actualidad, con el emplec de técnicas altamente sofisti-
cadas, ya se ha evidenciado los posibles mecanismos que influyen
directamente en el crecimiento hepdtico &, los que han sido agru-
pados de la manera siguiente:

a) Sustancia estimuladora
hepdtica (HSS).

epdticos b) Citosol de los hepatoci-
tos regenerantes.
c) Extracto de hfgado rege-~
Especificos nerante (RLE).
Factores . ‘ o
Hepato- . Xtrahepdticos.—a) Hepatopoyetina (Extracto
tr6ficos PHP) .

) Orgdnulos celulares.
/a

Hep&ticos-_~___b) Enzimas hepatocelulares,
Inespecificos a) Insulina.
;~ktrahep§ticos{£b) Glucagon.

¢) Factor de crecimiento e-
pldérmico (ECF).
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Estos factores hepatotr8ficos se presentan acorde al tiempo,
el lugar y la condicién de la hepatectomia.

Como suceden cambios caracteristicos al proceso, E&stos pueden

ser ordenados de la forma siguiente:

- A nivel enzimitico. Aaul los cambios se ven seriamente alte
rados, principalmente se involucran a las enzimas que participan

en el funcionamiento del hepatocito en si 13, 14.

- A nivel de metabolismo general. Lo correspondiente a pro-
tefnas, es lo que mids seriamente se ve afectada a diferencia de -

) 3,4,11,15..Est° _

los otros metabolitos (principalmente insulina
puede estar basado desde un punto de vista de la economfia celular,
ya que la regeneracién hepitica es una condicifén de stress y las

fuentes de energia limitadas de la célula estdn diricidas hacia la
mis importante tarea que se tiene a la mano: la multiplicacién ce-

lular y el crecimiento.

Con el empleo de técnicas bioquimicas precisas, sensibles y
en ocasiones bastante sofisticadas (centrifugaciones diferenciales,
marcadores isot6picos, actividades enzimdticas especificas, etc),
ha sido posible establecer lo relacionado a los cambios metabSli-

cos involucrados’+ 21314,

Asimismo, con el empleo de otros npro-
cesos experimentales (Hepatectomias posteriores al retiro de alcafin
otro S8rgano) ha podido demostrarse que una aran variedad de Sraa-~
709010019 poa Glti-

ma relacién se ha visto gue estd fuertemente influenciada por los

nos también sufren cambios en su metabolismo.

tipos de hormonas secretadas al medio (las aque una vez aisladas -
han sido, en su mavoria, desafiadas en cultivos in vitro de hepa-
citos) 6,

Para el desarrollo experimental, a continuacién descrito, se

buscard el establecer los cambios principales a nivel deneral.

Ya ha sido sugerido que para la realizacidén de la hepatecto-

mia, tendran que ser considerados los puntos sicuientes?:

1) Tener:conocimiento de la anatomfa hepdtica.
2) Lo que habrd de efectuarse es una resecciSn hepitica y es-



ta es la terminologfa. No es aceptado otro tino de termino (lbbcc—
tomia, etc.!).

3) Hay que contar ccn instrumentos quirlroicos necesarios al
caso .

1) Se necesita de hacer decisiones precisas.

5) Habrd de considerarse el conocimiento de las consecuencias
fisiolBgicas de la cirugfa hep&tica. Es importante entender total-
mente las funciones mfiltinles del higado v las consecuencias inme-
diatas de la reseccidn. Hasta cue el hfgado remanente se reqenere
y produzca adecuadamente sus funciones, deben de tratarse con an-
ticipacifn: la hipovolemfz, hipoglucemfa, hivoproteinemia v la coa
qulapatfa. Antes y después de la operacién, el animal debe ser tra
tado con suplementos (en algunos casos especiales) y con vitaminas.
A todos los animales hay que administrarles antibiSticos de amplio

espectro postoperativamente.
Hipotesis.

Si el higado, es el 6rgano con funciones primordiales que man
tienen en homeostasis normal al organismo, dquel proceso que lle-
gue a afectarlo; alterari dichas funciones que <epercutiridn a nivel
general y que tratardn de ser equilibradas lo mds rédpidamente posi-
ble.

Metodologia.

En esta seccién, s6lo serd mencionado lo concerniente al desa

-

rrollo del proyvecto en si. Lo correspondiente a las técnicas invo-
lucradas en el desarrollo exverimental: se encuentra explicadas en
la seccifn relativa a las técaicas.

Material.

- Reactivos.

Acido Pilerico al 1%, Solucidn Salina Fisiolégica.
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esteril.
Vitamina K-50 (Ampolletas de 0.5 ml).Solucién Ringer (500 ml). Es~
Benzal concentrado (lf{quido). téril.
Xilocaina al 2 %&. Merthiolate rojo.
Eter etflico , Neomelubrina inyectable.
Etanol al 70 %, Penicilina 400, 000 U,
Equipo.
Estuche completo de diseccién, Estuche para rasurar,
Autoclave , ‘ Hilos catgut 000 con aguja ,:
Lampara de luz infrarroj« o foco curva.
de 100 w , ' Cubrebocas.
Jeringas estériles (de 1.5 y 10 ml). Guantes de cirujano,
Jab6n de tocador, Gasa estéril .
Algod6n |
Procedimientos.

Seleccifn de animales. Se empleardn 2 conejos blancos por e-
quipo, su peso ser& de aproximadamente 2 kg. Una vez marcados los
animales, uno de ellos seri seleccionado como control; el otro, se
r& el animal al que se hepatectomizard.

Etapa preoperativa.

1. Habiendo seleccionado al animal al cue se le efectuars la
hepatectomfa, 3 dfas antes del proceso quirGrgico (y de manera con-
tinua cada dia en ese intervalo), se le administrarid una ampolleta
de vitamina K-30 (0.5 ml) por via intramuscular. (Dosis 12 mg/Kg).

2.~ Un dfa antes del proceso quirtfirgico, a los 2 animales les
ser@ retirado todo alimento, solamente :se dejari que beban agua.

3.~ El dfa de la qperacifn, antes de efectuar el proceso qui-
rGrgico, a los 2 animales (control y tratado) habr4 de hacerseles

una toma de sangre por via vena marginal*. Se separa al suero y se
les congela.. '
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4.~ Durante la preparacién del lugar donde ha de efectuarse -~
la operacién, habr8 de cuidarse que el mismo este con la mejor
limpieza posible, ademds, que el 4rea debe hallarse totalmente des
pejada.

5.~ Es necesario revisar que el material que habrd de ser uti
lizado en la cirugfa, se encuentre completo y de preferencia serd
esterilizado, o estard colocado en un recipiente con un voclumen a-
decuado de benzal al 5 &, ( El suficiente para bafiar lo mis impor=-
tante de las piezas de cirugfa). Se comprobard por otra parte que
existan los volumenes adecuados las soluciones salina fisiolSgica
y Ringer, asf como deben tenerse a la mano 1os implementos necesa-
rios para la cirugfa (Hilos de sutura, agujas, etc).

Etapa Operativa**,

1. Para llevar a cabo un adecuado desarrnllo de esta etava y
como forma de organizacién para el equipo de trabajo; se recomien-—
da lo siguiente:

a) Un anestesista. A este integrante le corresponderd todo lo
relacionado a la anestesia del animal. Tendrd cuidado de efectvar
una adecuada anestesia, asI como el comprobar todos los signos im-
plicados en el caso***,

* BEs recomendable un voliimen aproximado de'5 ml de sangre.
** Todo lo relacionado con los detalles de las técnicas quirdrgi-
cas, habrdn de ser consultados en la seccién correspondiente a

ellas dentro de este manhual.

*** Consultar lo referente a anestesia en este manual.
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b) Un operador. A este integrante le correspoderi efectuar-
todo el trabajo que implique la Hepatectomia (exponer el 6rganc,
cortar y suturar). Con ello se evitardn posible dificultades por

la presencia de mds personas,

c)} Dos asistentes. Uno de ellos, serd el encargado de propor-
cionar lo que regpecto a material para cirugia se necesita. El -~
otro, estard al cuidado de la adecuada hidratacién y limpieza que
el 6rgano y zonas anexas requieran. A este Gltimo no debe pasdrse-
le por alto la hidratacidn de los qlobos oculares, ya que ellos
también sufren resequedad por la anestesia.

2.- Rasurar la zona en donde habrd de efectuarse la hepatec-
tomfa. Hecho lo anterior, &sta ser{ limpiada con aqua y jabén, ast
como serd desinfectada con alcohol etilico al 70 %.

3.- Anesteslar con eter Etilico.

4.~ Hepatectomfa*, Expuesto el drgano, se levantard a uno de
los lé6bulos y con un corte rdpido, seri{ seccionada una porcién de
1a 1.5 cm.? de la parte terminal del 16bulo. Inmediatamente la
zona serd oprimida con gasa estéril, el tiempo serd de aproximada-
mente 5 minutos; si la hemorragfia no se detuviera. adn oprimiendo
mids tiempo (aproximadamente 10 minutos), la zona es cauterizada
con una navaja de bisturf previamente calentada. | Hay que tener
cuidado de no sobrepasar dicha cauterizacién . | Evitese el tener
el mechero junto al lugar de trabajo, ya gue se estd trabajando -
con éter!. El trozo de higado serd colocado en formol al 10 %.

Durante la hepatectomfa deberd comprobarse cue exista una --
adecuada humedad de los 6rganos; sino fuera asi, se adicionardn vo
lGmenes de 0.5 ml de solucidn Ringer sobre ellos.

Al efectuar las suturas, tanto de tipo interno como externo,
no debe favorecerse el actimulo de sangre en la zona y los puntos
realizados, €sta tendrd que ger secada y limpiada.

* pPrimero localize el frgano: Al lado derecho del animal y por de-
bajo de una costilla én aproximadamente 1 cm. El corte que efectue

no serd mayor de 3 cms hacia su peritoneo.
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5.~ Lueto de efectuar la sutura externa, y al cortar los hi-
los sobrantes, no debe cortdrseles al ras, es pridctico el dejar un
tamafdo de ap-oximadamente 0.5 cms por hilo para el retiro posterior

de las suturas.

Etapa Post~-Operativa.

1.~ Inmediatamente deséués de haber efectuado la sutura, se
aplicarén scbre el drea, algunos toques de merthiolate. Serdn espol
voreados, cubriendo la zona, con polvos de benzal. Finalizado todo
se pondrd una gasa como medida de proteccién.

2.~ El vendaje del animal se efectuarf evitando una presién -

fuerte en &l.

3.- Se aplicard por via intramuscular (en la cara interna de
una pierna) 0.5 ml de solucién de penicilina G procainica de 400,
000 U. También serdn aplicados 0.5 ml de una ampolleta de 1 ml de
neomelubrina. (0.6 g por Kg de peso). El tratamiento con el anti-
bi6tico, deberd ser sequido por espacio de 5 dias, a razén de una
dosis diaria. La neomelubrina serd administrada inmediatamente =~
después de la hepatectomfa, asf{ como a las 24 y 48 hrs respectiva-
mente. El analgésico, como medida alterna, puede ser administrado,
por via oral utilizando 2 tabletas previamente disueltas en agua.
El analgésico mds empleado es la aspirina.

4.- La terapia de sustitucién consistird de 20 ml de solucién
salina fisiolégica estéril por via intraperitoneal.

5.~ Bl animal ser4 colocado en un luacar donde se tenga la se-
guridad de que 8l estar4 comodo. Si es posible, el drea estari a-
condicionada con una cama de aserrin, una fuente de calor y suple-
mento de solucién azucarada al 20 % en el bebedero (Si el animal
no bebiera, habrd de administrdrsele por via intraperitoneal 20 ml
de solucibn glucosada a las 12 6 14 hrs. post~hepatectomiakh. EL ani
mal, luego de la operacibn, sufre una baja dramdtica de su tempe-
ratura corporal; por ello es recomendable el emplear alguna fraza-
da dtil al caso.
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6.~ Debe tenerse en observacidn al animal hasta por un perio-
do de 6 hrs. luego de la operacién, &l se recuperarf aproximadamen
te de 30 a 50 minutos, e intentard liberdrse de su vendaje; tenga-
se culdado. Durante este proceso de recuperacién y de forma cons
tante durante alqln intervalo de tiempo, el animal orina bastante;
habra qué cuidar que siempre se encuentre en un lugar limﬁio, esto
evitard problemas posteriores. Registrese el color de su orina en
su historia clinica.

7.~ Toma de muestras. Se obtendrdn los vollmenes ya estable-
cidos (de sangre a las 24, 48, 72 hrs. post hepatectomia. Se se-
paran-'a los sueros y se les mantendri en refrigeracién (o se les
congelard) . Asimismo durante estos dias de toma de muestra,deberd
pesarse diariamente a los dos animales (control y tratado). No s6-
lo obtendrd muestra del animal tratado, también deberdn correrse
las pruebas en paralelo para el control.

8.- Determinaciones de laboratorio. Es recomendable que cuan-
do se corra alguna prueba, de las que serdn mencionadas vosterior-
mente, esta sea una determinacién que hagan todos los equipos al
romento de preferencia, durante el proceso de muestreo, prepare
las curvas de calibracién necesarias; al tener todos los sueros -
estos serdn analizados. Para hacer las cuantificaciones, el equipo
de trabajo previamente ha debido organizarse.

Las determinaciones que habrdn de efectuarse para este estu-
dio, son:

a) Sangre: Protefnas totales y albimina; bilirrubina (total y
conjugada) ; Colesterol; Urea; ‘NH3; Acido Urico y Glucosa.

b) Orina: Uribilinégeno y Amino4cidos.

Resul tados*,

Una vez registrados los datos y posteriormente obtenidas las
concentraciones, se suglere gue aparte de los gr&fices para cada

* Para llevar un adecuado registro de lo obtenido para cada metar
'bolito, vedse lo concerniente a reglstro de datos del presente

manual.
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determinacién; deberdn elaborarse otros como los representados en
el apéndice correspondiente dé este manual.

Discusién y Conclusiones.

l.- Estudie detenidamente los datos obtenidos para cada deter
minacidn, trate de establecer posibles relaciones entre ellos.

2.~ Seleccione aquellos datos representativos e interrelacio-
ne lo que en cada caso sucede.

3.~ Elabore sus conclusiones,
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insulina, 2 dias en el caso de T4 y 1 dia para T3, La insulina re-
torno a sus valores normales a los 10 dias, la T4 a los 4-dias....
Los niveles de glucosa plasmdtica se incrementaron luego de 10 a
24 hrs. posterior a la administracidn de CCL4 indicando que los -
cambios en los niveles de la hormona ........... El enlagamiento
de insulina no cambid hasta el dia 3, y para los siguientes 7 dias
este enlazamiento permanecid incrementado aproximadamente 3 veces
el valor del control, posteriormente ratornd a los valores control

por el dia 11.

- El bajo enlazamiento para el glucagon, sobre les primeros
dos dias luego de la intoxicacidén por el CCL4, se refleja en la -

respuesta de la adenil ciclasa hacia las hormonas.

- La concentracldén de AMPc, luego de la intoxicacién por CCL4,
no cambid durante el primer dia, posteriormente se increments al
2° dia, Se trata de explicar el aumento del AMPc en funcidn de los
niveles incrementados de catecolaminas. Para comprobar estc se em-
pled un agente betaadrenergico (Propanoleol), viéndose que este pre

viene el aumento de AMPC.

Los autores con los resultados obtenidos, concluyeron que:

- Se demuestra que la intoxicacién por CCL4, sigue un curso de
tiempo similar a lo observado en ratas hepatectomizadas; existen
bajas en T3 y T4 e insulina, asi como elevados niveles de glucagon.
Tal vez, los niveles de hormonas pancredticas Se deban a la influen

cia de los cambios en el aclaramiento del higado.

- Los elevados niveles glucagon hepdtico, 1o cual motiva a e-
fectos lipoliticos en conjuncidn con niveles bajos de insulina, de

ben de movilizar los almacenhas energgticos.

~ La adenil ciclasa, de acuerdo a los resultados, es sugerida

de que no se altera significativamente por el hepatotéxico.

~ Se propone que el incremento en el numero de receptores para
insulina, y el retorno a los valores control para los receptores

del glucagon, luego de una intoxicacién aguda por CCL4 requiere de
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Los resultados obtenidos fucron:

- Se ~onfirmd el que existe un incremento en la actividad de
la fosfatasa alcalina, lo cual ya ha sido mencionado anteriormente.

« La actividad de la 5' -nucleotidasa fue significantemente -
mas baja, en comparacifn con los valores control de membrgnas ais-
ladas de higados de rata (a las 12, 18.y 24 hrs, después de la he-
patectomia parcial],

- EL efeéfo de la epinafrina, sobre la actividad de la adeni-
latociclasa en membranas regenerantes de hfgado de rata, fue blo-

queado por la adicidn del antagonista beta-adrenédrgico propanolel,,

El propanclol sclo no afecta la actividad de la adenil cicla-
sa. .

- Se observd que la actividad de la adenilato ciclasa, en la
presencia de glucagon, en membranas plasmiticas aisladas luego de
12 hrs. post~hepatectomfa, fue menor que la observada en los con=-
troles; ademds la cctividad de esta enzima en las membranas reqene

rantes, permanecid baja durante 13,5 dias,

Con leucino -amino-peptidasa, al principio no hubo cambio, pe-
ro luego tuvo un descenso brusco y mantenido posterior a la hepa-
tectomia parcial,

La diferencia de resultados, respecto a otros autores, se es-
tablece por la influencia que pudieran haber tenido los factores
del sexo, la cepa de ratas, el tipo de alojamiento, el mdtodo de

cirugia, etc,
Significancia fisioldgica de los resultados;

- El dramltico incremento en la actividad de la fosfatasa -
alcalina, posterior a las 12 hrs de la hepatectomfa, suaiere una
relacidn con la regulacifn de la sintesis de DNA, o la Mitosis.
Ademds, si la fosforilcolina es un sustrato para la enzima, el in-
cremento de la actividad debe contribuir a la secrecidn de la co-
lina biliar: esta dltima se encuentra muy incrementada lueqo de =~
una hepatectomina_parcial.

- EL incremento de actividad en la ATP~asa, puede estar invo-

lucrada en el mantenimiento de la funcidn secretoria biliar del -
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higado. Lo afirmado anterior- :nte estd basado por: (a) un efecto -
inhibitorio de los glucosidos cardiacos sobre la excrecidn de la

bilis, (b) correspondencia de la temperatura del fluir de la bilis
y de la actividad de la ATP asa en este estudio; ademds, el patrdn
de incremento de produccidn de bilis por gramo de higado luego de

una hepatectomfa parcial,

- La disminucidn mostrada por la leucinoamino-peptidasa refle
ja la disminucidn total en el catabolismo proteico luego de la ci~-
rugia; tal vez la disminucidén de esta enzima contribuya a la res-
tauracidn de la proteina plasmdtica membranal,

~ Se correlaciona la disminucidn de la 5' - nucleotidasa, -
luego de las 12 hrs. de hepatectomfa parcial, con las observacio-
nes de una actividad de Ribonucleasa disminuida en un higado reqe

nerante.

Los camblios en las concentraciones extracelulares de adenosi-
da, formada por la hidrdlisls de AMP, deben estar involucrados en

la requlacidén de la actividad de la adenil ciclasa,

157 %Zieve, L., y colaboradores, Urea excretion, galactose excre-
tion and aminopyrine disappearance during normal liver rege-
neration after partial hepatectomy, J, Lab. Clin, Med, 104
(1): 24-34 . July 1984,

Los ;esultados, la discu¢15n y las conclusiones del presente tra-

bajo fueron:

Valores de mediciones de funcionamiento hepdtico luegqo de hepatec~
tomia al 70 %, '
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N; Nimero de ratas estudiadas.

Discuasibn:

- La excrecién del urea y la eliminacién de galactoSa, lueqo
de la hepatectomia, han sido preservadas,

- La desaparicidn de aminopirina ( con desmetilacifn exclusi-
va a nivel de los microsomas hepdticos) se sostuvo hasta las 72 hrs,

- La concentracidn de ac, biliar sérico aument8 hasta 17 ve~
ces mas g2 los valores normales, luego de 24 hrs posteriores a la
hepatectornia, sin embargo, disminuy6 9 veces el valor normal a las
46 hrs, vy =~inco veces el valor normal a las 72 hrs,

-~ Se vid que la ‘velocidad mixima de incremento en la proteina
hepitica s presenta de las 12 a las 24 hrs luego de la hepatecto-

nia,

- A las 48 hrs, la velocidad neta de la sfntesis proteica he~
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patocitaria total se ha increaentado 3 veces, Si al animal no se -
le ha aiimentado, los aminodcidos y la proteina son utilizados co-
mo una fuente de energia, asi mismo como los ladrillos para 1la -
construceidn. El intercambio de N, estd increrantado y la sintesis
de la urea se establece como forma de evitar la acumulacidén tdxica
de amoniaco. Este Gltimo debe ocurrir como proservacién de la for-
macidn de urea.

- Dada la relativa disminucidn en la eliminacidn de galacto-
sa a las 48 hrs, se pudiera relacionar con una disminucidn pasaje-
ra de la actividad de la galactosil-transferasa hepdtica (lo cual
ocurre de las 24 a las 32 hrs nost~hepatectomia), Similarmente, el
colorante Bromesulfonftaléina (BSP) inyectado fue medido y ‘se #==
observd que hubo una disminucién en la cantidad de BSP conjugado. .
Esta disminucidn a las 48 hrs, tal vez refleje la baja de activi-
dad de la enziﬁa conjugante observada durante este tiempo.

- Se observd una sintesis de albumina disminuida en su con-
centracifn por aproximadamente una 40 %,

- Pudo verse que durante la regeneracién, la excrecidn de bi-
lirrubina (al iqual que la de otros colorantes) aparentemente no
es una funcidn vital. !

- En el caso de aminopirina, durante las rrimeras hrs, luego
de la hepatectomia, la funcidn era relativamente preservada, tal
vez porque los microsomas disgregantes estuvieron muy activos duw

rante este periodo,
Conclusidn:

Parece que las funciones hepdticas que reflejan el crecimien-
to celular, o se hayan asociadas a cambio en el flujo sanqufneo -
hepdtico, . son mantenidos; esto, donde otros que son quiza mds
especiales (y ademds diferenciados), estdn disminuidos durante la
regeneracién hepdtica posterior a una hepatectomfa parcilal, Desde
el punto de vista de la economfa celular, la regeneracifn luego -
de un 70 % de hepatectomia es una condicidn de stress y las fuen-
tes de energia limitadas de la celula estdn dirigidas hacia la mds

importante tarea que se tenga a la mano, esta es la multiplicacién
celular y el crecimiento.
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TII. 3, Perfusifn Hevética,

Introduccibn.

Es reciente que el estudio de alaunas de las funciones reali-
zadas por 6roanos haya venido adouiriendo un interés creciente, -
principalmente cuando se habla de acuellos aue han sido aislados
del contacto con otros vy esto ha oriaginado cue-se establezcan las
condiciones necesarias para tal fin, Debido a ello, ha tenido aue
involucrarse el manejo de fluidos con proniedades similares a la
sanqre, reconstituyentes o sustancias de uso particular-para el
6rgano, asi como el emprleo de condiciones especiales (oH, tempera-
tura, humedad, presién; tonicidad, etec). El trabajar con un Srga-
no perfundido facilita el que se emplee entero,v ya 2n la prdcti-
ca; &ste es colocado en un sistema cerrado, en el cual se permite
la circulacién de un flufdo oxigenado bajo una presibn nositiva.
Dicho proceso ha sido aplicado para hfcado, coraz6n, rifi6n, pin-
creas e intestino deloado; lo que representa una aran contribucifn
al pavel metabSlico aue se desarrolla en cada uno de ellos 6'9"pg
ro el que habrd de ser ajustado dadas las condiciones artificiales
en las que operd el tejido,

Con la ayuda de otros procesos bioguimicos par: el estudio -
del metabolismo (citoloafa bioquimica, centrifugacioncs diferencia
les para particulas subcelulares, cultivos de tejidos, empleo de
isbtopos radioactivos, etc), as{ como con el empleo’'de 6rganos -
perfundidos, se ha logrado fortalecer el conocimiento fisioléaico
y bioquimico que sucede en ellos.

'

Al hacer usc de una perfusifn hepitica, el interés que se qe-
nera estd basado en demostrar la multifuncionalidad con la que el
6rganoc trabaja. El estudiarlo de manera aislada permite el sequir,
gimple e ilustrativamente, alqunas de sus principales actividades

Ya ha sido establecido aue el higado in situ puede permane-
cer con una elevada viabilidad (consiauientemente con su funciona-
lidad), siempre y cuando se le provorcionen el medio v las sustan-
cias necesariag''4¢3:6- lo cual también se presenta con el érgano
fuera del animal? (in vitro).
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Inicialmente la perfusién hepdtica realizada con procesos téc
nicos complicados y laraos, oroporcioné resultados pobres la mayo-"
rfa de ocasiones que se emplefé para estudios. Reclentemente, va =
con la experiencia, ha sido posible adaptar una técnica de perfu-
si6n inversa diferente a lo que com(nmente se venfa realizando. En
éste caso se combinan un sistema cerrado v un flujo inverso del 1f
quido perfundido {vena cava inferior-Higado-Vena Porta)’,

El hifgado perfundido, no sclamente ha sido estudiado como tal,
con la accesibilidad que brinda este sistema para la recuperacién
de diferentes constituventes celulares (Hepatocitos, Cé&lulas de -
Ripffer, endoteliales y almacenadores de orasa), cada uno de ellos
ha podido ser estudiado aisladamente? ,

Objetivos.

Facilitar al alumno el desarrollo de una técnica <apaz de mos
trar el funcionamiento de un 6rgano, por método in vitro, acorde a
las condiciones que se le impongan,

Establecer que el conocimiento del adecuado manejo de un 6r-
gano, asf como de los medios con los cuales se puede alaragar su -
supervivencia fuera del organismo; constituyen un mecanismo 6ptimo
para estudios de acciones (nicamente relacionadas con €1,

Hipotesis,
El adecuado manejo, asf como las condiciones que se le prooor

cionen, a un 6roano determinado; influir&n para que &ste funcione
en forma similar a un estado normal.

Metodologfa,
Material,

~ Peactivos Reactivo dolorante-dé~Hématoxi}ina,
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~ Eter etflico.
-~ Solucidn balanceada de Hanks.

Bquipo.,

- Jeringa pldstico desechable
{10 m1), '

- Pegamento de alta resistencia,

- Pinzas para bureta.

- Bomba de Oxigenacién de pece-
ra

- 2 vagsos de precipitado de 250
mnl.

- Caja Petri de vidrio de 15 cms.

~ cuadritos de gasa de 5 cm2,

-~ Estuche de diseccién completo.

- Aguja para Venoclisis pedij-
trica # 18 con mariposa.‘

- Cubrechijetos

- Soporte de alambre para rata,

- Pipeta Pasteur,

~ Embudo de vidrio tallo corto

didmetro igual.

Metodo.

Reactive colorante de-Eosina,
Reactivo colorante ' de tright,
folucidén Salina Fisioléaica.

Tubo de noliobrorileno 5 cm.long,
y 0.5 cm., de di&metro.

Soporte Universal,

Bomba peristdltica simnle,

Bario Marfa con termostato.

Cepillo peauefio con dientes de
acero inoxidable.

Cimara de Newbawer,

Hilo de seda 000.

Algod6n .,

Microcentrifuga 15000 rmp o
centrffuga, clinica.
Portaobietos.

Microsconio comnuesto c/100 x
(aumento) .

Tubo de nolibronileno de 30 cms
lonaitud vy 0.3 cm. de difmetro
Limpara vara microscopio este-
reogcépico de 20 m,

Malla de acero inoxidable de
forma en "V" 39 X 95 mm.

El experimento mostrado a continuacién, serdi establecido de --

acuerdo a lo realizado por Romero y Vifia en 1983

perfusién inversa.’

5. Y se denomina



A. Seleccién del animalise trabajard con una rata blanca (sin

importar el sexo), adulta y con un peso aproximado de 200 g.
B. Preparacién del material para la perfusidn,

a) Reactivos: Se empleard una solucién de Hanks* gue previa-
mente al exnerimento serd colocada en el bafio Marfa a 37° C, Tal -

soluci6én constituird el medio de perfusidn.
b) Montaje del equipo. {(Fig. 1).

- Sostén de la presién hidrost&tica del meidio de perfusién.

En este caso, la jeringa de pldstico serd horadadaen aoroximada-
mente un cuarto de su longitud (empezando de la ounta hacia el ém-
bolo), mediante la utilizacién de un tubo de vidrio con didmetro -
similar al tubo de polipropileno de 5 cm. de long, Se retira la vor
¢ibn que se ha separado y se une, en el aqujero, el tubo a la je~
ringa. Se debe cuidar que &sta unién sea firme, de lo contrario, al
momento de perfundir tendrd fugas. Para evitar tal situvacién, suge-

rimos sellar la unién con un pegamento adecuado al caso,

Posterior al tratamiento de la jeringa, en la nunta correspon-
diente a la aguja, se conecta la aguja para venoclisis., Por otra
parte, el trozo de tubo unido es conectado al tubo de mavor lonai-
tud (éste estari en contacto directo con la bomba perist&ltica)..-
Para sujetar la jeringa y el tubo, adapte los soportes con sus pnin-
zas necesarias.

- Prueba para el sistema de nerfusi6n. Para tal caso, el em-
pleo de un vaso de precipitado de 250 ml conteniendo agua destila-
da, puede ser utilizado. Mediante este simple proceso puede requ-
larse el flujo de solucibn a perfundir, Fs de esta forma como pue-
de lograrse la limpieza de todb el sigtema, vara ello recomendamos
sucesivos lavados con detergente, posteriormente con aqua y aqua
destilada. Como proceso final debe esterilizarse, en autoclave, todo
lo concerniente a tuberia.

* Esta sal contiene: MaCl 8 g, KC1l 0.4 g, Cully 0.14 g, MgS04°7H,0

0,10 g, MgCly+ 60,0 10 g., NaHPO4 * Hp0 0.06 g, KH,POy 0,06 g, Dex~

2
trosa 1.00 g, NaHCO, 0.35, rojo fenol 0,02, H20 destilada 1000 ml;
También puede adiclonarse al medio: colagenasa tipo IV al 0.05 %

p/v y se ajusta la solucldn a pHl 7.6 antes de usarseZ.
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Con el adecuado funcionamiento del sistema, se tendrd mds se-
guridad para la regulacién del flujo del medio de perfusifn. Por
esto dltimo, se recomienda-previo a la perfusién del hfgado- se ha
ga circular durante un tiempo corto (5') el flufdo a trabajar. Pa-
ra evitar la formacién de burbujas y el salpiqueo de la solucidn,
coloque la malla en "V" de manera invertida.

En el momento de que el sistema se encuentre funcionando, de-
be tenerse cuidado de comprobar continuamente que la temperatura
del bafio Marfa sobre pase de los 37°C. As{ mismo en este momento,
puede colocarse a la pipeta Pasteur proveniente de la bomba de --
oxigenaci6n y corroborar su adecuado funcionamiento, asf{ como la
intensidad de su bombeo.

- Preparacién del animal previo a la perfusién, Mediante el
empleo de é&ter se anestesiard a la rata. Posterior a ello, 0.5 ml
de una solucién al 5 % de heparina, serd administrada vfa vena sa-
fena. .

- Técnica quirGrgica. Lueqo de los dos procesos anteriormen-
te mencionados, coloque al animal con el dorso hacia arriba sobre
el soporte de alambre. Cuide de que quede bien sujeto y con las -
extremidades extendidas y abiertas. Por debajo del soporte deberé
existir un vaso de precipitados con flufdo de perfusién (la tem-
peratura deberd estar controlada por empleo de un baho Marfa) . Con
la ayuda de un embudo colocado por debajo del cuerpo del animal, po
drd recolectarse mejor el flufdo perfundido.

Para continuar con la perfusifén, contin(e con los pasos pos-
teriormente descritos:

1. Previo a abrir el abdomen, cologue una lamparita sobre la
zona, ExXponra los 6rganos del animal (emplee unas pinzas de sujec-
¢i6n lo que facilitard el que se mantenga abierta toda la cavidad
abdominal). Con todo cuidado remueva los dérganos.y haga un orifi-
cio de aproximadamente 0.2 cm de didmetro en la piel que se en-
cuentra por detrds de la abertura abdominal. Posterior a todo ello,
remueva cuidadosamente los intestinos y deje gue descansen a un -

lado, Se obsétvaré como la vena Cava se divide hacia cada uno de -
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Fig. 1. Aparato de per©usién hepédtica in ‘_/_ij:_g_clz’s
a. Recipiente para la recoleccién del perfundide i
nicial (el cual se debe desechar) y del lavado del

sistema. b. Bomba peristiltica. c. Jeringa con adap
tacifn a la bomba peristiltica. 4. Aguja para veno-
clisis. e. Limpara de miscroscopio estereoscépico.

f. Higado in gitu. g. Fmbudo de vidrio. h. Recipien
te recolector del liquido de perfusién. 1. Bomba de

oxigenacﬁldn. j. Bafio Marfa (Consuitar la explica--~
cifén en el texto).



los rifones, formando la vera Penal, En &ste punto de la ‘unién, de
preferencia antes de ella, coloque una ligadura ligeramente apre-
tada* {Haga uso de la agquja curva de cirugfa v del hilo seda. Evi-
te el lesionar alquna otra parte).

2. Levantando los 16bulos hepdticos, justo en la porcidn de
unidn de ellos, encontrard una vena que se dirige hacia los intes-
tinos. Esta, al llegar a ellos, se dividird en varios vasos peque-
fos; coloque otra ligadura alrededor de la porcién m&s gruesa.

3, Abra un poco mds el t6rax, justo por la divisi6bn de la ca-
vidad tordxica y abdominal e identifique la vena que vi del cora-
z6n hacia el hfgado. Seleccione la porcién mds cercana al corazén
y coloque una ligadura* algo floja,alrededor de la vena cava.infeF
rior,

4, Con la aguja de venoclisis, canule hacia la vena Cava, in-
troduciéndola por el atrio derecho del corazfn. Inmediatamente des
pués de éste punto, corte la vena Porta, Esto es mds sencille si se
aprieta la ligadura colocada previamente, Corte con tijeras,

5. Anude la ligadura que se encuentra en la vena Cava abdomi-~
nal., Con ésto dltimo se establecerd el flujo de vena Cava a vena
Porta.

6. Los primeros 50 ml de medio,mezclados con sangre, deberédn
ser desechados. El resto se colecta, de la cavidad abdominal, en
el vaso de precipitado. Se volverd a reoxigenar el flufdo y pasaréa
una vez mds a lascirculacibn, Compruebe la adecuada recoleccitn ~
del flufdo a través de la espalda del animal, sobretodo que fluya
libremente por el embudo y que caiga sin producir espuma. Cuando
el higado ya ha sido limpiado de sangre, comienza a verder color
(BEs necesario el que la ldmpara se encuentre encendida,y sobre &1
mismo, con lo cual se evitard pérdida de calor).

* Al dejar tales ligaduras, haga un nudo corredize sencillo, de-
jando una porcidn suficlente de terminales ae hilo para posterior

manejo.
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7. Mantenga el flujo dc la perfusidén a una velocidaa aproxi~
mada de 40 ml. por minuto? {regGlela por el empleoo de la bomba pe-
ristdltica). .

8. Tebe de recircularse un volumen congtante de 50 ml. duran-
te aproximadamente 10 minutosg. En esta etapa <de verfusidn, el higa-

do se expande por lo menos en dos veces su tarmafo normal.

9. Para la recoleccién de las células obtenidas, dependiendo
del tipo de fluZdo de perfusifn utilizado, se procederd de la si~
guiente forma:

a) Si solamente se ha empleado solucifn balanceada sin colage
nasa, detenga la bomba peristdltica y recclecte el fluido. Proc&se-
lo como se indica en el siguiente inciso,

b) En caso de que el fluido contuviera colaq&nasaz; detenga -~
la bomba peristd&ltica y separe el higado cortando la vena Cava y la
cava inferior antes de las ligaduras (I). Col6quelo en la caja de -
Petri. (al que previamente dehi& de haber adicionado 80 ml. de una
suspensién de Hanks fria). Despelleje el 6rgano con lo que la mayo-
ria de las células hepiticas serdn liberadas con agitacién modera-
da vla eficacia puede ser incrementada‘ (se raspa mecdnicamente al
tiizado con un cepillo).Tanto a la armazén del tejido conectivo, co-
mo a la suspensién que contiene grandes restos de tejido, son colo-
cados sobre un filtro triple (II). La suspensién resultante es la
suspensién celular compuesta de células parenquimatosas (hepatoci-
tos) y no parenquimatosas (c&lulas endoteliales, de Kupffer, de al~-
macenamiento de grasa, fibroblastos, etc.).

10. De las suspensiones obtenidas, cualquiera que haya sido el
tratamiento de la obtencién de las células, el proceso cque a conti-
nuacién se menciona, tiene que realizarse cuidadosamente y de forma
eficiente.

Se har8 empleo de centrifugaciones diferenciales para deter-
minar los diferentes tipos de células. Asimismo, con conteos dife-
renciales se establecerdn los tipos de cé&lulas, su nfmero y su via-
bilidad (mediante la exclusi6n del azul de Tripano) *.

Las centrifugaciones diferenciales son relativamente sencillas



-55-

y se efectuardn como sigue:

a) Centrifuge la suspensién celular total a 50 Kg por dos mi-
nutos (III). El sobrenadante (Sl1) manténgalo a la mano, resuspen-~
da cuidadosamente la pastilla en 50 ml de solucién de Hanks fria.
Para minimizar la destruccién celular, el paquete debe ser resus-
pendido en un pequeio volumen de solucién, posteriormente ser§ -—-
llevado al volumen final. Se repetird el nroceso cuatro ocasiones.
Junte los sobrenadantes de la segunda y tercera centrifucada con
S1, ésto corresponderd a las células no parenquimatosas. La Glti-
ma pastilla conteniendo hepatocitos purificados, serd resuspendi
da en 50 ml de soluci6n, y serdn contadas las células. El sobre-
nadante (S4) deberd ser desechado (IV).

b) Los sobrenadantes 81, S2 y 83, posterior a su mezcla, se-
radn centrifugados a 50 xg por dos minutos, durante dos ocasiones;
se obtendré@n un botén residual de hepatocitos (V). El sobrenadan-
te resultante es recentrifugado dos veces a 500 xg por tres minu
tos cada vez, con ello se separi-alas células de los restos de ~
las mismas (VI). Para cada ocasifn, el paguete de células no paren
quimatosas serd resuspendido en 20 ml de solucibén. Si existen he-
patocitos, con una centrifugaci6én a 50 Xa se les desechard --
(VII).

Con dos centrifugaciones de 500 xg se recuperd: células de -
Rupffer y endoteliales principalmente. Habrd de cuantificarse a--
las células, asi como éu grado de supecrvivencia.

de las células recuperadas. Para ello habr8 de utilizarse alqlin -
tipo de medio especifico con lo que se mantendr§ la supervivencia
de las células. Dentro de ésta parte, una gran diversidad de estu
1,2,4,5,6

dios pueden efectuarse (Ensayos de actividad de la adenil

ciclasa, ingestién de Hierro por células de Kupffer, aluconeogéne
sis, algunas otras pruebas pertenecientes a metabolismo, etc).

* La solucibén se prepara con 2 g. de azul de tripano en 100
mli de agua déstilada. Se aplican 2 gotas a la suspensidén y se ob-

serva al microscopio a 40x (contabilizar por Newbauer).
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Perfusidn.

Filtrado.

"III. Suspensidn

celular total.

50 xg:2 min..

Paquete‘celular

Sobrenadante

50 xg
1V.2 minT s 2 N
4 veces, s
Paquete (Hepa- Sobrenadante
tocitos). Desecho

3V 50 xg;2 -
min, 2 ve
ces.

F\\jpa
quetes.
I~

Desechos.
¥
Sobrenadante

500 xg;3 =

‘min., 2 ve

ces,
\
vl Sobrena-
\\\$dante.
Desecho.
Paquete
50 xg;2 -~
min.,2 ve
\\\:es.
VII Paquetes.
Desecho.
Sobrenadante
500 xqg;3-
minutos,’
2 veces.
Vﬁ\\ﬂ
Sobrena-~
dante.
Desecho.

v
Paquete (Células
no parenquimatosas).

Diagrama de la centrifugacidn diferencial. M&todo de prepara

cibén de hepatocitos y células no parenquimatosas do una suspensidn

celular total.(Detalles en el tuxto)z.
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ITI. 4, Induccién al Hipotiroidismo,

Intfoduccidn.19

Para establecer certeramente la funcionalidad del Sistema En-
déecrino, ha tenido que recurrirse a procegsos experimentales consi-
derados como clisicos en tales tipos de estudiss:. Es asf como se
ha definido un cierto nGmers de hechos tendientes a la caracteri-
zacién de los mecanismos de intercomunicacién por parte de los di-
ferentes Srganos corporales, su papel en tal comunicacion y la im-
portancia que tal reoresenta para el funcionamiento orgénico en ae
neral. La clasificaciétn de estos procesos se le ha conformado de
la forma siquiente: (a) Extirpaciones quirrgicas de tejidos v -
gldndulas en cuestifn. Con 1lo que se obtiene como resultante un -
sindrome especifico o un estado deficiente v notorioc para el caso;
(b) Reimplantacién de la agldndula en cuestién, Esto ha demostrado
prevenir el que se presente un sindrome dehido a la carencia de tal
Srgano, asimismo es involucrado acui lo concerniente a la adminis-
tracifén de extractos crudos de cierta glidndula; (¢) ELl aislamiento
v la purificacién de los productos de secrecifn. Con esto se ha lo
grado definir el timo de gli&ndulas enddécrina, asf como la funcién
que ejerce.

Una vez que se ha definido el tino de glé&ndula end6crina, co-
mo es de esperarse, las secreciones de ellas estdn’'en funcién de -
las células que la constituven v la caracteristica de la activi-
dad ejercida por el O6rgano, estd basada en el tipo de sustancias =
que son secretadas. De hecho, tales sustancias presentan ciertas pe
culiaridades que las hacen especificas (Actllan en pequefias canti-
dades; previo de su efecto aparente reacuieraen de un periodo laten-
te, y su retiro de la circulacién qeneral es muy répida dado que =
son metaboli zadas por tejidos).

Tres aspectos importantes para el organismo viviente cubren -
las acciones desarrolladas por las hormonas,

a. Actuan a nivel del crecimiento, diferenciacidn y maduracidn
del organismo (morfogénesis).
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b, Mant:.enen la homedstasis interna del croganismo. Aéimismo,
como ellas u2 encuentran cambiando constantem -te, requieren de un
mecanismo reulador propio (Retroalimentacidén. servo-mecanismo o -
feedback) .

z. Cen 2llas se agrupan las accinnes de intearacién de even-
cos fisiolAcicos del animal.

El est :dio de las hormonas requiere mayores sofisticaciones
»n sus técnicas, debido a las caracterf{sticas de ellas. Preliminar
mente para cstiblecer su formacién v su metabolismo se realizan -
extracciones (electroforesis, cromatoarafia, etc), bicensayes ---
{cuantitificdndolas, m diendo sus actividades especificas en teji-
dos, empleando indicados biolSgicos) v finalmente se les realiza
un anflisis cuimico para determinar la homogeneidad del extracto y
los métodos Optimos para obtenerlo.

La tiroides 5:6,7,8,

aln cuando no es una alindula esencial
para la vida, su carencia origina transtornos bastantes severos.
Su funcifn se ecncuentra influenciada por la hip6fisis (por narte
de la TSH)® indirectamente, por mecanismos de (i1po neural que ope-
ran a través dol hipotdlamo (actividad del TRH ante casos de frio
o calor por ejemplo), Sus productos de secrecidn, renresentados
por las hormonas triyodotironina v tiroxina, varifan en la forma en
que se encuentran dependiendo de la actividard que adjerzan. Fsto es,
sl no se encuentran enlazadas en torrente sanquineo a alguna pro-
tefna ellas son fisiol6gicamente activas, de lo contrario s6lo se
encuentran circulando. Bastante son las acciones gue ejercen tales
hormonas (siendo que la mayorfa se atribuye a la T4 vnor encontrar
se en mayor concentracidén que la T3, atn cuando esta tiens= una ac-
tividad mucho mayor que la otra), de las cuales podemos encontrar:
(a} Su mds necesaria accién es la captacién, utilizacién vy distri-
bucién del 0y orgdnico, (b) Influven en los cambios a nivel de ca-
tabolia y anabolia proteicas: (c) Act@an en las modificaciones de
las grasas tisulares y hepSticas; v (d) Afectan al peso corporal,
Estas acciones son a nivel corporal, pero también se ha demostra-
do que ejercen ciexta-influencia en las actividades de otros 6rga-
nos. Se ha observado que al aumentar la liberacién de T4, hay un -
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aumento de la secrecién de cas. todas las demds gléndulas end6cri-
nas del organismo y ademdis de la necesidad tisular de las hormonas.
(P. ej. La administracién de T4 acelera la secrecién de glucocor-
ticoides por la corteza suprarrenal). No es de dudarse que también
se intente el establecer las posibles relaciones que la tiroides
tenga con ¢l Sistema Nervioso, por lo que se han efectuado estu-i
dios con caracteristicas especiales, pero aln no se ha podido es-
rablecer que exista una relacién catecolaminas-tiroides que pueda

mostrar aquelloss.

Con estudios de hipofuncién tiroidea - bien sea experimental
o0 clinica - puede observarse como los nivelss de las hormonas in-
volucradas son inguficientes para satisfacer los requerimientos -
orgénicos generales, lo que se refleja en una lentitud acentuada
de los procesos corporales. Esto es explicado por una velocidad -
netabdlica basal y por una temperatura bajas de su nivel normal;
las manifestaciones clinicas por lo consicuiente son generales"
4‘8'Dependiendo del gradb de hipotiroidismo que se presente, apar-
te de las manifestaciones generales, existen aspectos fisiopatolé-

1416 309 gue de manera comin estén dados

glicos bastante marcados
por: (a) Anemia. Dada por una reduccién en la velocidad de produc-
cién celular eritrocitaria: (b) Disminucién de niveles de Eritro-
poyetina. Debido al descenso de los requerimientos de Oxigeno ti-
sular; (c) Alteracién en la integridad y funcién de los tejidos ~
con un recambilo proteico elevado. Lo cual se relaciona porque la
sintesis de proteinas se relaciona con los niveles de hormonas ti-
roideas; (d) Hay reduccifn en la peristalsis intestinal con el con
siguiente estrenimiento; 'y (e) Cambios endocrinos. Manifestados a
nivel de hipotilam (TRH), corteza adrenal (Produccibén de ADH ina-
propiado causa de hiponatremia), Hip6fisis (Disminucién en hormo-
nas tales como: TSH, LH y ACTH) v se ha asociado al hivotiroidis-
mo las bajas de hormona del crecimiento, glucagon, cortisol y ==
otros. Esto dltimo predispone a hipoglucemia, se limita la gluco-
gen6lisis al igual que la gluconeogénesis. l

Otras acciones que se desatan en el hipotiroidismo, han sido
demostradas por procesos experimentales empleando animales de la-
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boratorio y técnicas aptas a los casos (Tiroidectomfas, agentes de
bloqueo de enzimas o receptores, competidores metabflicos, métodos
in vitro, empleo de radios6topos, etc) y se ha podido comprobar -
cambios como: alteraciones de los procesos de transporte a nivel
de corteza cerebral ?, reabsorcién de flufdas por el tdbulo con-
torneado proximalz, generacisn extratiroidea de T3 a partir de T4
7 v la modulacién del nfimero de receptores Beta~ adrenérgicosen

varios Srganos (hfgado, corazén, ete) 12,

En procesos experimentales el empleo de agentes antitiroideos
es usual, ya que presentan caracteristicas que los hacen aptos pa-
ra ello!8: (Impiden la liberacién de las hormonas, retardan la sin
tesis de ellas con interferencia de las reacciones de yodacién,inhi
ben la utilizaciSn de las hormonas;. Paralos procesos précticos
del presente disefio experimental, se emplea un agente que interfie

15, 1a aparicién del -

re con las reacciones de yodacin 31113
hipotiroidismo al emplear tales sustancias es retardado (hasta que
la hormona transformada haya sido gastada), as{ como hay un incre-
mento de TSH lo que agranda la tiroides :(bocio) provocando hiper-
plasia vascular'4. Poco es conocido acerca del mecanismo de ac-
cién de tales fdrmacos, pero en el caso del metimazol y otros se -
ha visto que actuan a nivel de la enzima peroxidasa bloauedndola,
asf como reducen el acoplamiento de las yodo tirosinas3/13/18,
Su absorcién es répida, e inmediatamente son distribufdos y meta-
bolizados, (por lo que se adminigtran repetidas veces). Su meta-
bolismo es bajo, dado que se ha encontrado con pocos derivados o

intacto en orina y suerods '3,

Al establecer un diagnfstico de hipotiroidismo deben contar-
se con algunos conceptos importantes, en los que no s6lo las hor-
monas tiroideas pueden afectar, sino que otras alteraciones hormo-
nales pueden influir. Asf mismo tienen que realizarse pruebas ex-
pecificas para intentar establecer el tipo y la caracteristica del
hipotiroidismo '* 4 (Consumo de 1137 tiroideo, administracién de
TRH, administraciép de TSH, determinacidén dc metabolitos generales,

otros) .
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Objetivos.

- Establecer la importantia del Sistema Fndberino como regu-
lador fisiol6gico general. Dicho concepto ser§ generado, mediante
el conocimiento implicitso - en uno de los componentes de tal siste
ma: la tiroides.

- Se comprenderd que la regulacién metabblica del organismo
estd totalmente influenciado por la funcién tiroidea, ademis de -
que una alteracién a nivel de éste 6rgano (o aguellos afines a el)
genera cambios corporales bastante marcados.

- Se entenderd que un proceso de tal magnitud, al regul:r; &},
propiamente dicho, debe también ser controlado.

- Al presentarse una fisiopatologfa a determinado nivel, los
cambios que se manifiesten y que sean cuatificados y/o seguidos,
ayudardn a formar criterios sobre el grado de dafic provocado por
la lesién. Ademés, podrd establecerse'toda la interrelacién gue =~
guarde con el organismo total. Todo esto, sentarid bases en el ade-

cuado orden de seleccién de determinaciones de laboratorio por -
realizar.

Hipotesis.

Si la tiroides, como constituyente del Sistema Lndocrino, es
afectada en su funcionamiento normal; los cambios corporales fisi-
cos e internos, serén marcadamente manifiestos.

Metodologia.
1. Seleccidn de Animales.

- Se trabajarg con conejos blancos de 2 a 4 kgs. de peso. Su
edad variari de 2 a 3 meses. Cada animal seri estudiado por equi-
po. Debe comprobarse que los animales se encuentren clinicamente
sanos. El sexo ser§, de preferencia, el mismo para todos los casos.

2. Manejb de los Animales.

- Se les colocard una identificacién individual mediante co~
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lorante o tatuajes.

- Cada animal serd colocado, de preferencia, en jaulas indivi
duales. Cada jaula tendrd una identificacidén de su contenido. (Con
siltese lo referente al registro de animales de experimentacién).

- Al menos uno de los animales serd tratado como control, los
demds serdn los conejos inducidos. Es recomendable el trabajar con
un duplicado de las mismas caracteristicas, en caso de contarse -
con &1,

3. Induccién.

- El proceso durard 2 semanas, este iniciard contado desde el
primer dfa de la induccién.

- La induccién se hard diariamente, administrando 2 tabletas
(de 5 mg cada una de Metimazol o Tapazol)por via oral*. Se dard ca
da tableta con un intervalo de 6 horas, por cada una.

4, sequimiento de la i1nduccién.
4. 1. Determinaciones F{sicas.

Diariamente a todos. los animales, deberd tomarseles el peso,
la temperatura rectal, el ancho del cuello y ademds se observari
su comportamiento. Estas determinaciones, al moi'ento de recuperar
sus datos, serdn graficados con el fin de ir observando los cam-
bios que se presentan al momento.

- Este calendario serd aplicado tanto para los conejos con-
trol, como para los inducidos.

- Junto con este calendario, se menejard a la par: la grafi-
cacifén de peso, temperatura rectal v medicién del cuello como se
indica en la seccién de resultados,

* Con la ayuda de un mortero y agqua de la llave, disuelva la

tableta y administre el homogenizade. mediante el empleo de una jerin
ga de plastico.
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4.2. Determinaciones séricas*.

Se cuantificardn: glucosa, colesterol, lipidos séricos, pro-

en la seccifn correspondiente).

Material.

Reactivos.

1

t

Etanol al 70 &, =

Merthiolate blanco comercial,

Acido Picrico al 1 %. -

Reactivo para determinacién
de Lfipidos**,

Equipo.

Mortero con pistilo, -
Agujas estériles calibre 22. -
Balanza para animales de ca- =
pacidad m&xima de 5 Kg. -
Balanza de dos platillos, -
Pipetas Pasteur. -

Refrigerador con congelador . =

Tripié,

Mechero.

Bafio Maria.

Termémetro .

Tubos ensaye de 10 x 1 mm
para centrifuga.

Recomendamos el efectuar todas

decir, se asignard una 'sesién:

(Las técnicas se encuentran detalladas

Reactivos para determinacién de
glucosa**,

Reactivos para determinacién de
colesterol**,

Reactivos para determinacién de
proteinas totales*¥

Jeringa de plistico calibre 22,
Jeringas de 10 ml.

TermSmetro clfnico rectal (° C).
Cinta métrica para costura.
Centrffuga clinica.

Prasco viales de 2 6 5 ml .
Algod6n,

Telas de asbesto,

Vasos de Precipitado de 100 y
250 ml,

Palillos de madera de 10 cms
de longitud.

ellas al final de la induccién, es

s6lo para determinacidnes del sue-

ro. Para tal caso, los sueros serdn almacenados en congelacién -

hasta su uso.

**Consulte la’ seccidn indicada de los reactivos involucrados para

cada determinacidn por realizar.
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Reﬁultados.

fos datos obtenidos, para facilitar su andlisis, serdn mane-
jados de la forma siguiente*: '

a) Una cardtula donde se especifiquen: especie animal, raza,
sexo, No. de equipo, proyecto, etc.

o) En otra hoja, por separado, se trazar& un cuadro con las
caracteristicas anteriormente mencionadas: .

c) Los resultados correspondientes a las determinaciones de
peso, temperatura rectal y medicién de cuello, dado que ser&n ob-
tenidss de manera inmediata; serén registrados en el cuadro, y a
su vez, graficados*.

Z; Los resultados correspondiéntes a las determinaciones sé-
ricas por realizar, de manera similar al inciso anterior,y posterio
rés a la obtencién de las concentraciones** de los metabolitos
implicados; ser&n graficados*.

2) El contenido de las hojas milimétricas anteriores, consti-
tuye lo obtenido por equipo; para efectuar la comparacién de lo ob
tenido 2or el grupo, todos deberan agrupar los resultados de los
conejos inducidos y de los controles y procederéh a obtener los va
lores medios. Estos (ltimos serdn graficados, como se especificd

en los Zos incisos anteriores.
Analigis de Resultados.

Proceda a efectuarlos mediante la comparacién de los datos ob
tenidos por equipo y por grupo., Establezca los cambios notorios y
comunes a todos, asi como el dfa post-induccibn.

Conclusicnes.

Discuta las causas de las posibles variaciones entre unos re-
sultados y otros, teSricamente fundamé&itelos,ahonde en que otro ti
po de factores o sucesos pueda ejercer influencia en el caso,

* Consil-ese la seccidn referente a olaboracidén de Graficas y tablas

** Consiitese lo raferente a curvas de calibracidn, su registro, in-

terprztacidén, etc.
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Para demostrar 8i la reabsorcidn de fluidos por el tlbulo con
torneado, se debe a una actividad enzimitica (de Nat - K+ - ATPasa)
incrementada por la presencia de T3; las actividades de las enzi-
mas fueron medidas empleando tithulos simples mediante un ensaye mi
crocin&tico. Los resultados expresados como pmol de ADP generado/
min por longitud de tibulo (en mm} fue:

*

Control (n) T™x¢{n) Tx + T3 (n)
Tibulos proximal inicial 156.1 T 16.8 (7) 68.3 ¥ 8.98 (6) 55.5 £ 6.9 (5)
Tibulos proximal final 50.3 % 4. (9) 16.6 ¥ 4.1 (8) 17.0 ¥ 3.7 (5

Los datos muestran que la enzima disminuye por una tiroidecto
mia crdnica, pero la administracidén de bajas dosis de T3 (10 g/Kg/
peso) incrementa la reabsorcidn de fluldo. S$i el estudio fuera -
in vivo, mostrarila que bajas dosis de T3 no afectan la actividad
de la enzima por un mecanismo diferente; esto, afecta directamente

la estimulacidn del transporte tubular.

3: Cutting, Windsor C. Handbook of Pharmacology. The actions and
uses of drugs. 4a. Edici6n, Editorial Appleton Century Crofts.
USA. 1969. pp. 413-415, 147-418. ‘

4, Danowski, T.S. Outline of endocrine-~gland syndromes. 3th.Edi-

' cibn, Editorial The Williams & Wilkins Company. Baltimore, --
U.s.a. 1976.
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‘ teada baja). El TSH sérico basal se obtuvo 15
minutos antes e lnmediatamente antas de la ad-
ministracién de TRH. (New.Engl.J.Med. 290:886,
1874) .

5. Ganong, W.F. Review of Medical Physiology, 9th. Edicién. Edito
rial LangeMedical Publications. U.S.A. 1979. pp. 242-256.
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asimilacidn de yodo radiativo en su-
jeto eutiroideo normal, hipertiroideo
e hipotiroideo. Porcentajes de 1131
administrado en tiroides, plasma y
orina son colocados contra tiempo -
despuds de una dosis oral de 1131,
En el sujeto hipertiroideo, el 1131
" plasmatico baja rdpidamente, entonces
aumenta en resultado de la liberacidn
de T4 marcada con 1131l y 1a T, de'la

tiroides.
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735, Abst: 2635. 1984,

Levinson, Mc. Fate. Clinical Laboratory Diagnosis. 7a. Edici6n.
Editorial Lea & Febiger. Phylad., U.S.A. 1969. pp. 65.
Liberti, P. & J. B. Stanbury. The pharmacology of sustances
affecting the thyroid gland. Ann. Rev. Pharmacol 11: 113-142,
1971,

Malbon, C.G.; M. P. Graziano & G.L. Johnson.,Fat cell Beta-adre-
nergic receptor in the hipothyroid rat. J. Biol. Chem. 259
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La metodologfa seguida por los autores fue:

Ratas hembras fueron hechas hipoti-
roldeas por dieta deficlente en yodo
+ 6-N-Propil-2 Tiouracilo. Otras se

emp learon como controles.
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Se obtuvieron células grasa blan-
ca y hepatocitos para las pruebas.

En lo corréspondiente a resultados podemos ver:
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La inhibicién irreversible de la -
estimulacién betaadrenérgica de a-
cumulacidén por AMPc de hepatocitos
de rata hipotiroidea por NBE (N-
2- Hidroxi-3~- (1~ Naftoxi) propil
N' - bromoacetil-etilendiamina).
Los hepatocitos de rata tircidea -~
fueron empleados en estos estudios
debido a que la estimuiacidén beta-
adrenérgica de la acumulacidén de
AMPc., es mas grande, en hepatoci-
tos de ratas tiroideas que las eu-
tiroideas. Los hepatocitos de ra-
tas fueron incubados en un buffer
de bicarbonato Krebs-Ringer, con-
teniendo 22 m M de Glucosa y la -
concentracidn indicada de NBE por
30' a 37° C. las células fueron la
vadas 5 veces con buffer fresco,
resuspendichs y mantenidas por 30!
a 37° C. Las hormonas fueron agre-
gadas como se indican, la incuba-
cidn se interrumpid unminuto mas
tards.

La discusidn que el caso origind fue:

- Este estudio muestra las interacciones entre receptores be
ta~- adrenérgicos y residuos de la Adenilcié¢lasaen membranas celu-
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lares grasas de rata.

- Parece que las hormonas tiroideas influyen sobre la accidn

catecolamina beta~adenérgica en varios loci distintos. El hipoti-

roidismo modula el nimero de receptores beta-adrendrgicos en mis~-

culo esquelético, corazdn, hicado, glindula submaxilar y reticulo~

citos de rata, asl como en eritrocites de pavo.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
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differencesin the pathways of extrathyroidal T4 -generation
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73 (4): 898-907., Abril 1984,

vhite, A,; Handler P. y Smith. Princinios de Riocuimica.
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mic Press. New York, USA. 1967. pp. 1-15.
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III. 5. Induccién al Estado Hemolftico.

Introduccidn.

Las funciones por las cuales el sistemacirculatorio se con-
sidera como uno de los méds importantes del organismo, pueden ser
enumeradas como sigue:

- Suplementa con sustancias absorbidas del tracto gastroin-
testinal (Sistema de transporte intraorgdnico).

- Su funcién extricta es la de oxigenar los tejidos, asi co-
mo de realizar el recambio de bi6xido de Carbcno { el cual se eli-
mina por vifa pulmonar). .

- Regula la temperatura corporal.

~ Distribuye las hormonas y otros agentes gue controlan la
funcién celular. ‘

Para efectuar tales funciones, el sistema circulatorio esti
constituldo de un flufdo con caracteristicas especiales para cum-
plir tales requerimientos (viscosidad, densidad, temperatura, pH,
etc.), la sangre - nomhre proporcionade a tal fluido - se encuen-
tra influenciada por las caracteristicas propias del individuo --
(edad, sexo, actividad, etc.).!?

1. BEritrocitos o glébulos rojos.
2. Leucocitos o gl&bulos blancos.

Constituyentes de la 3. Plaquetas

5,10,14
sangre “r 7T 4. Plasma* (con un contenido inmenso en

iones, moléculas orgénicas e inorga-
nicas en paso por el organismo, co-=
mo transporte de otras sustancias).

* En caso de permitir coagular la sangre, el fluido remanente as
lo que se conoce como suero, ‘a diferencia del plasma, presenta
deficiencia en fibrindgeno, factores de lu coagulacidn y un ele-

vado contenido de serotonina por ruptura plaquetaria 6.9,
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En el presente modelo experimental, el constituyente sanguf-
neo a considerar ser& el eritrocito, no sin destacar gque los otros
también son importantes en base a su funcionamiento especifico.

El eritrocito para cumplir con las funciones principales atri
bufdas a la sangre (oxigenacién, viscosidad, etc), tiene que pre-
sentar caracterfsticas que lo hagan apto para ello: {a) Son anu-
cleados, bicSncavos y pequefios con lo gque tienen mayor superficie
para el intercambio respiratorio 6,19; (b) Con las propiedades de
su membrana (estfoma), su acceso a 6rganos y'tejidos es mids efi~i -

cientea'25

(dado que adopta la forma del vaso en el cual se encuen-
tra); (c) principalmente se constituye de aqua, de un elevado con-
tenido proteico, lipoproteinas, colesterol libre y con un i6n prin-
cipal: el Potasio; y (d) Presenta una complejo enzimitico bastan-
te eficaz en el mantenimiento de las continuas reacciones ‘de 6xido-
reduccifn y otras, que mantienen en canstante supervivencia al eri-
trocito. Como anteriormente se expuso, todas las actividades que se
desarrollan en la célula roja son necesarias para la vida de la mis
ma y como la maquinaria metabSlica no puede permanecer activa duran
te mucho tiempo (manifiesto por un gasto energético no renovable -
muy marcado), el eritrocito se destruye lentamente®,

Como previamente se habfa mencionado, el glébulo rojo efectfia
una funcién vital para el organismo total; el intercambLio cgaseoso a
nivel intracorporal, Bsto es posible por estar contenida en su ci-
toplasma una protefna compleja ( Formada por cuatro subunidades, -
cada una con una entidad hemo conjugada a un polipéptidé) denomi-
na Hemoglobina. Necesariamente para que tal entidad proteica funcio
ne adecuadamente, requiere de la presencia de diversos componentes
que le faciliten la tarea ( y que en su mayor parte lo constituyen
las enzimas respectivas),y gque evidentemente el recambio es conti-

nuo;lo que produce varias conformaciones moleculares que se van al-
ternando 6,8,9,24,

Dado que los eritrocitos continuamente se est4n siendo produ-
cidos o degra@ados, es necesario que exista un sistemarequlador de
tal caso,y esto podria explicarse porgue de no ser asi ‘se tendrian
serias consecuencias. Ha sido demostrado que la Eritropoyesis ---
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(generaciénde eritrocitos) se encuentra bajo un control de-retroa-

limentacifn ©, La eritropoyetina;. una glucoproteina circulante, es
sintetizada y activada a nivel renal mediante una relacidn Oxigenc/
Demanda, o sea, por la presién del Oxigeno reinante en el lugar, E1

sistema senscr ha sido demostrado que se forma de un sistema Pros-

taglandina- AMPc y el Oxfgeno implicado!®, Para la elucidacién ex-—

perimental de tal secuencia, han intervenido procesos que demuestran
claramente lo que ocurre: es asi que el inducir con téxicos a esta-
dos anémicos?, la aplicacién de sangrfa'®, las exposicibnes a bajas
presiones de 0xfgeno!%, asi como nefrectomias o sistemas renales -

mal desarrolados? indican que la presencia de la hormona es bastan-
te necesaria; aln mids, se ha podido establecer aue ella es produci-
da- durante la etapa neonata- a nivel hepét1col9

Mecanismo de accidén de la Fenilhidrazina.(FHZ)24.

S

e,
—
i b & smxre
Dearaanosd
A
BurRusioa
Caeapo S
Hewe, YEUESTRO
r SRE.
LSRRy T
ERITROCITO
FHZ = Fenilhidrazina A.G.I. = Acidos qrasos insatu-
R-02 = Receptor para €2 rados (principalmente
HbOos = Hemoglobina degnaturalizada fosfolipidos).
E = Espectrina (Protelna de mem=- SRE = Sistema reticulo endo-
brana) telial.

MDA = Malonaldehido.
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1. Existen dos hipdtesis: a) Que la FHZ se pegue a algin re-
ceptor afin al Oxigeno y sea transportada al interior del eritroci
to: b) Es pro§able que localize lugares en las membranas y se auto
oxide provocaddo la formacidn de sustancias oxidantes que actuan -

sobre &cidos qrasos insaturados)3.,18,24,

2. Debe existir una reaccidén entre la HbO, y la FHZ que pro-
duce Hb. desnaturalizada, Metahemoglobina y algunas sustancias -

oxidantes'8, 24,

3. Por una parte, la Hb. desnaturalizada se une a la Espec-
trina mediante enlaces sulfhidrilo cruzados formando 105 cuerpos
de Hetnz'!, 13,24, aAgimismo hay inhibicién de la ca*t ATPasa con -
la acumulacidn de Calcio intraeritrociticamente. La Metalb formada,
lentamente se autooxida produciendo sustancias oxidantes3,5, debico

a mal funcionamiento de alguhas enzimas importantesslg'zs.

4. Por otro lado, las sustancias oxidantes danan la estructu-
ra membranal?s'3. Inhiben algunos procesos enzimiticos3:3, La ruz-
oxidada reacciona con 1los fosfolipidos‘3l‘al24. Produciendo sustan-

cias oxidantes asi como malonaldehidol2.,18,
5. Los efectos son producidos de dos formas:

a. Por la acumulacidn de Calcio intracelular, asi como la -
desnaturalizacién de otras proteinas membranales, ge pierden las

propiedades de membranas y hay lisis con la liberacidn de Hemoglo~
bina?3d, . .

b. Tanto la formacidn de los cuerpos de Heinz, come la rigi-

dez del eritrocit02°'23, obligan a que el SRE los capture y retire

. L. 2 12, 15, 17,20
de la circulacion®, Este efecto e5 mds vistoso en ba~

zo durante el paso a través de los cordones esplénicos17’1g.

6. Durante la degradacidn de la hemoglobina que ha reacciona-
do con FHZ, se ha observado que la formacidén de bilirrubina es mas

pronunciada a nivel de bazo 16,
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Cuando los eritrocitos viejos, o lesionados son removidos del
torrente sanguineo, sus principales componentes son degradados, -
transformados o desechados dependiendo de las necesidades del oraa
nismo o del constituyente en si. Los que vuelven a ser utilizados
son los aminodcidos que componen la porcidn proteica y el &tomo de
hierro del Hem. Lo que corresponda a la porfirina libre de Hierro -
sa degradard anivel del sistema retficuloendotelial hepatico, bazo y
médula Ssea. La accidn de tal degradacidn parece realizarse a nivel
de fraccién microsomal por un complejo enzimdtico denominado Hem-
oxigenasa. La produccibn de tales enzimas es la biliverdina, que en
humanos, la mayoria es convertida a bilirrubina®¢8,10,

El metabolismo ulterior de la bilirrubina sucede principalmen
te en higado, donde sucede lo siauiente: (a) Es captada, {(b) conju-
gada (formacién del diglucurénido de bilirrubina y (c) se secretaré
en la bilis. Esta bilirrubina conjugada, dentro del intestino grue-
so, se recambiard a urobilinbgeno por la accibn de las enzimas bac-
terianas Yy especificas de la zona. Una parte del urobilinbgeno es
desechado en heces, la otraparte serd resorbida {(llega a el higado)
Yy se excretard constituyendo el ciclo enterohepdtico. la excreaidn
de tal urobilin6aeno, proveniente de higado, se realiza en orina®,
8,10,17,25,

.

Dado que el presente disefio experimental se basa en los efec-
tos producidos por un téxicao eritrocitico, podemos considerar la ~
generalidad de las acciones en tales células. Princiéalmante se ha~
bla de que el ataque va dirigido contra el contenido de Hemoglobi-
na (provocando su desnaturalizacifén y formacién.de Cuerpos de =-—=
Heinz), asi como contra la membrana eritrocftica (lo gue ocasiona
que pierda sus caracteristicas de elasticidad, etc). Estos Gltimos
~ Los cuerpos de Heinz y las células rigidas - son marcadores que
obligan a que ellos sean retirados de la circulacién por el Siste-
ma Retfculo Endotelial (SRE)7+%/2', Asfmismo, la Hemoglobina se -~
autooxida a Metahemoglobina y forma sustancias oxidantes muy t6xi-~
cas al eritroqito {Super6xido: 0,5, per6xido de fiidr6geno, y algunos
radicales libres), sumado a esto hay que anexar los cambios produ-
cidos en el compuesto téxico33,
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Los estudios tendientes a establecer el mecanismo cén el que
actfa la fenilhidrazina para provocar sus efectos, han sido vari..-
Jos y a la fecha s6lo con el empleo de eritrocitos de humanos y -
animales de laboratorio‘7"9'23, ha podido conformarse algo mis eg
necifico. 1simismo, se han preparado extractos nurificados de eri-.
trocitos rar: tal £in?¢?! y con el empleo de sustancias puras (fe
ailhidrazina, derivados supuestamente produci. s, Hemoglobina) han

3,5,18,24 .

ido estudiados para establecer lo que ocurre in vitro y

"ue posiblemente sea lo que sucede in vivo.
Ghjetivos.

-~ Mediante la induccién a un estado patolégico en uno de los
componentes principales de la sangre, se podrd establecer la impor-
tancia que esta tiene a nivel del organismo total. El suceso podrd
ser seguido mediante los cambios que resulten, en base a un control,
v que serdn manifestados como variaciones en algunos componentes de
la sangre, asi como en algunas constantes fisicas (peso, tamafio, co
lor, etc.).

- Se demostraré que la eritropoyesis, como parte esencial de
1n ‘isiologia corporal, como tal se presenta. Y el hecho podri ser
medido directamente acorde a los cambios que sufren algunos pard-
metros hematolégicos.

- Se establecerdn los cambios eritrocitos resultantes, asf -
como la secuencia con la cual actuan, se degradan y reutilizan.

Hipotesis.

Una alteracién provocada a nivel de torrente sangufneo, indu-
cird a cambios-tanto locales, como generales-, lo que mostrari co-~

mo es gue el organismo intenta remediar la situacidn.

letodologia,
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Reactivos.

- Clorhidrato de Fenilhidrazina al - Solucifn Salina Fisiolbgica,

0.2 % en solucibn salina fisio- =~ Reactlvos para la deteccién
l4gica, - de Hemoglobina.
- E.D.T.A. {sal dis6dica). -~ Reactivos para la deteccién
- Reactivo cde Turck . + de urobilindgeno.

~ Colorante de azul cresilo brillan - Cristal violeta al 1% en Na

te o nuevo azul de metileno,. ‘Cl1 0.73% filtrado.
Equipo.
- Tubos capilares. ~ Portaobjetos.
- Centrifuga({microhematocrito) - Microscopio compuesto.
- Hematocitémetro (cimara de New- - Balanza analitica.

bauer, pipetas Shali, de Thomas) .- Centrifuga clinica.
~ EspectrofotSmetro o fotocolori-
metro.

Matndos.

“A. Seleccibn de animales. Se empleardn ratas blancas, de am-
bos sexos, adultas y con un peso promedio de 250 gramos. La canti-
dad de animales (control e inducidos) serd de acuerdo al nGmero de
equipos de trabajo. Como minimo habrd de trabajarse con un animal
control y con 2 tratados diariamente.

B. Induccién de la Anemia Hemolitica Aguda. Esta serd induci
da por una sinple administracién intraperitoneal de cloruro de fe-
nil-nidrazina. La dosis ser§ de 16 mg/l00 g de peso corporal. La -
fenilhidrazina serd preparada como una solucién al 0.2% en solucién
salina fisiol6gica. A las ratas correspondientes al grupo control,
se les administrard por la migma vfa, solamente la solucifén salina
fisiol6gica.

C. Determinaciones por realizar. Estas serin efectuadas du-
rante 5 dfas postinyeccién consecutivos. Las determinaciones para
todos los animales, controles e inducidos, serdn:
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a) Peso del bazo. Posterior al sacrificio del animal, se ex~-
rondrdn las visceras y el bazo seri obtenido. Este filtimd serd lavad -
con solucién salim fisiol6gica, y serd colocado en un vidrio de reloj
(previamente pesado) para la determinacibén del peso del 6rgano.

b) Sangre completa:

- Frotis. Se practicarén, acorde a lo estipulado en la sec~
cién de preparacién de tales placas, para la evaluacién de cuerpos
de Heinz, reticulocitos y gldbulos rojos.

- Hematocrito en tubo capilar,

- Decerminacifn de Hemoglobina.

- Determinacién de urobilinégeno en orina.

~ Conteo de células: Eritrocitos.

Para efectuar todas las evaluaciones anteriormente menciona-
das, se procederd de la siquiente forma:

b.1l) Se obtendrd, previa anestesia del animal con éter, san-
gre por puncifn cardifca o de la cola. La sangre recuperada debe -
mezclarse con E.D.T.A. o bien debe desfibrinfrsele.

b.2) Se sobreanestesiard al animal, posterior a ello, se proce-
derd a recuperar @l bazo para su posterior evaluacién.

b.3) La recoleccién de la orina, puede ser inducida mediante
la administracién intraperitoneal de 10 ml de solucién salina fisio
légica. Este proceso deberd aplicarse previo a la anestesia del ani
mal.
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Valores medios de concentracidn de Oxi~Hb, PCV, conteo dé ros
ticuldcitos absolutos y tItulo de Eritropoletina, en ratas con un
simple sangrado (25 ml/kg) a una simple administracidn de FHZ (60
mg/kg) .

Con las comparaciones realizadas entre grupo control, grupo
sangrado y grupo inducido con fenilhidrazina, se observd que en el
grupo sangrado hubo un titulo de eritroietina inicialmente mis al-
to que el nivel obtenido por medio de la induccidn con FHZ.

Las ratas tratadas con FHZ, 2 veces por semana, mostraron tam

bi&n una amplia pero definida anenmia.



-84~

El bazo de las ratas trz:tadas con FHZ siempre tripi}ca su pe
so, luego de una simple inyeccidn con FHZ; y fue encontrado de -
qer aproximadamente 6 veces su tamaio normal, en animales a los cua

les se les dio FHZ 2 veces por semana durante 6 semanas.

La discugidn del presente estudio fue:

Bajo condiciones normales, en el hombre y las ratas, la pro-
{uccidn de eritrocitos es mantenida por una concentracién de eri-
tropoetina en el plasma de aproximadamente 10 mU/ml. Es demostrable
que el secuestro y destruccidn por parte. de las c8lulas reticuloog
doteliales, de los eritrocitos dahados, provcca una hiperplasia e
hiperactividad del sistema reticuloendotelial. En el estudio pre-
sente los bazos fueron extremadamente prominentes en las ratas tra-~
tadas con FHZ, y las c&lulas hepdticas de Kupffer se incrementaron

en niimero.

La Fenilhidrazina causa, ademds, hemdlisis intravascular con
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formation and glutatione disappearance in cord blood red cells
exposed to acetylphenvlhidrazine. Clin. Chim. Acta. 138:
135-139, 1984. |

6. Ganong, W.F. Review of Medical Physiology. 9th. Edition. Edit.
Lange Medical Publications. California, U.S%A. 1973, pp.396,
402-407. .

7. Goldstein, B. D.; M, @. EKazen & R.L. Kunis. Role of red
cell membrane lipid peroxidation in hemolysis due to phenyl-
hydrazine. Biochem. Pharmacol. 29: 1355-1359. 1980,

8. Harper, H.A. 'y colaboradbréshMmuulde Quimica Fisioldgica. 7a.
Edici6n. Edit. El Manual Moderno S.A. Mé&xico, D.¥. 1980. pp
237, 266.

9, Hollan, S.R.; M. Hasitz & J. H. Sruer. Red cell membrana al-
terations with pathological implication. Federation of Euro-
pean Biochemical Societies.Ninth Meeting, Budapest. Biomem=-
branes. Structure & Function. vol. 35, Edit. Nort-Holland/
American Elsevier. Budapest, Hungria. 1974.



-85~

10. Houssav, Bernardo A. y colaboradores. Figialogfa Humana, 4a.
Edicidn. Edit. El Ateneo, Buenos Aires, Argentina. 1969. pp

16-421.

11. Itano, H.A.; K. Hirota & K. Hokizaea. Mechanism ¢f induction
of haemolitic anemia by FHZ. Nature. 256; 663-667. Aug. 21,
1975,

12. Jain, §.K. & D, Subrhamanyan. On the mechanism of FHZ - indu
ced hemolytic anemia. Biochem, Biophys. Res. Comm. 32 (4),
1320-1324, Jun. 29, 1973.

13. Jain, S.K.; P. Hochstein. Membrane alterations in FHZ-indu-
ced reticulocytes. Arch. Biochem. Biophys. 20l (2), 683-687.
May. 1980. '

14. Kimber, D.C..y C. E. Gray, Manual de Anatomia v Fisiologia.
Edit. La Prensa M&dica Mexicana. M&xico, D.I". 1966. pp 289-
303.

15. Long, P.H. Experimental anemia produced by vhenylhvdrazine
derivates. J. Clin. Investig. 14 {4): 329-342, 192¢.

Se emplearon conejos como animales de experimsntacién, se
les administrd Cloruro de Fenilhidrazina (30 mg). +via In=zraperi-

toneal. Sacrificio diario de los animales.

Cstudios realizados: Conteos leucocitarios, de eritrocitos,
determinaciones de Hemoglobina, conteo de reticulocitos, ¥ conteos
diferenciales. Se midid la fragilidad de los eritrocites :zon soly
ciones de NaCl Y clorhidrato de fenilhidrazina. Se determind la
funcidén hepdtica y el contenido de Meta-iemoglobina y de bilirru-
bina. Sumado a los anterlores,se efectuaron estudios en c-rtes de

médula 6sea, bazo y nddulos linfoideos, higado, pulmdx vy r:-®dn.

nnte la evaluacidn diaria de los pardmetros antariormznte

mencionados se obtuve lo siquienta:
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No hubo variacidn en la determinacién del funcionamiento he~-

patico, tanto para los controles, como para los animales induci-~
dos.

La deteccién de bilirrubina no se pudo establecer, dade que
no se encontrd en plasma. Sin embargo, el urobilindgeno se¢ encon-
trd incrementado a los 8-9 dias postinduccidn, &€sto ocurridé a la

par de la aparicidn de la anemia.

En los estudios a la necropsia se encontrd que a2n médula -
dsea fenmoral hubo hiperplasia de los elementos eritrociticos con-
forme se generaba la anemia. Hubo incremento de eritroblastos y
normoblastos. Los megaloblastos se generaron hasta el 6a. - 7o.
dias en m&dulas muy hiperplidsicas. Estos Gltimos cuerpos son la

forma mds temprana de los eritrocitos,.
También se encontrd incremento en el peso del bazo.

16. Maines, M.D. & J.C. Veltman. Phanylhydrazine-mediated induc-
tion‘of haem oxygenase activity in rat liver and kidney arnd
development of hyperbilirubinaemia. Biochem. J. 217; 409-
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17. Melby, Edward C. Handbook of Laboratory Animal Science. Vol.
III. Edit. CRC Press. U.S.A. 1974. pp 384-101,
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Algunos resultados obtenidos en el presente estudio son:
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Efecto in vivo de la fenilhidrazina en eritrocitos de ratén
sobre su actividad de Ca**aTPasa y el contenido de Calcio como una

funcidén de tiempo luego a la administracidn.

La discusidn que establecen los autoras es:
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Se ha demostrado que la administracidn de la fenilhidrazina
provoca la oxidacién de la Hemoglobina intracelular y la formacidn
de los cuerpcs de Helnz. Es evidente el secuestramiento esplenico
de &stos cuerpos, ademds de su posterior destruccidn. Asimismo se
ha demostrado que la cat*aTPasa es inhibida por una fuerte canti-
cad de grupos sulfhidrilo. La acumulacién del ion provocaré'defor-
wvabilidad anormal de la célula roja, ademds de su acelarada des- -
truccidn. El dafio ocasionado a la enzima, por presencia de la fenil

hidrazina, se demuesta que es irreversible.

24, Vilsen, B. & H. Nielse. Reaction of Phenylhydrazine with oxi-
dized Hemoblobin. Biochem. Pharmacol. 33 (17): 2739-2748., -~
1984,

25. White, A. Principios de Bioquimica. BEdit. Mc Graw Hill,M8xi-
co, D.F. 1974. pp. 348-578, 753.
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III. 6. Obtencién de Mabréfaqos Alveolares.
Intrdduccibn.

Aparte de conducir el aire a los pulmones, el sistema de pa-
zajes respiratorios cumple con proceéos definidos de purificaci6n
del mismo aire inspirado. Funciones tales comoc calentar o enfriar
el aire con algunos de ellas, pero las m&s importantes son las cque
se establecen en el mecanismo de "Limpieza" v, que comprende; a) -
la utilidad de secreciones bronquiales con sustancias capaces de -
ayudar a resistir infecciones y a mantener la integridad de la mu-
cosa, b) la capacidad de los vellos nasales en la detencién de par
tfculas (mayor a 10/Lde difmetro); c) al igual que los vellos, la
capacidad de emplear por parte del organismo, las caracteristicas
figicas corporales (curvatura hacia los pulmones por los conductos
gaseosos y enfrentamientos a tonsilos y adenoides por parte de las
particulas extraias), d) En las paredes de los bronguios, dado -
que los pasajes son mis bequefios, las particulas de un tamafio apro
ximado de 2 a 10}Lquedan retenidas. Y, que posteriormente debido al
mecanismo ciliar, son removidas las particulas, e) Finalmente, las
particulas menores a 2/Lde difmetro que generalmente alcanzan los
alveolos, son ingeridas por Macréfagos y acarreadas a los nfdulos -

1infoideos:®

Los MacrSfagqos alveolares juegan importante papel en los 2 -
mecanismos anteriores mencionados (ﬁl aclaramiento mecénico de par
ticulas y la habilidad de montar una respuesta inmune)'' y, que de
alguna manera sus funciones e interacciones complejas con otros -
componentes de los pulmones, queda determinada como se ilustraen la
siquiente figura?,
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Funciones de los MacrSfaqgos alveolares. Los Macréfagos alved
lares llevan a cabo funciones defensivas y no defensivas en los -
pulmones. Las funciones defensivas de los pulmones puecen ser di-
vidas en aquellas que son enlazadas y aquellas gque no lo son al sis
tema inmune. Estds cé&lulas son verdaderas fdbricas bioquimicas?,

Los MacrSfagos son grandes cé&lulas fagocfiticas y estin exfc-
tamente descritas por su nombre, el cual implica gran (macro-) tra
g6n . (phago~). Son mds grandes que los neutr6filos, y presentan una
apariencia menos distinta y tienden a establecerse en la parte in-
terior del tejido hasta que sus actividades fagociticas causen que ‘
su citoplasma se haga mds prominente. Ellos pueden ingerir una gran
variedad de materiales particulados o celulares, a los cuales usual
mente degradan por digestién lisoz6mica. Estas células nc se destru
yen a si mismas como lo hacen los neutr6files; sus enzimas act@an -
ya sea dentro de vacuolas citoplasmdticas o dentro del tejido lue-
ao de una liberacifn atraum&tica a través de la membrana celular.
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Los Macr6fagos son altamente méviles, respondlendo a varias sustan-

cias gquimicas que influyen en su rango y direccién de movimientos'’,

Dada la gran importancia que &éstas c€&lulas muestran, aquellos
procesos que impliquen purificacifn, caracterizacién y cuantifica-
cién de las mismas, han sido ampliamente desarrollados desde mucho
tiempo atrds. Los modelos de estudio han sido muy variados, encon-
trdndose desde el hombre, y animales grandes (monos, etc), hasta -
pequefos animales de laboratorio (hamster, rata, conejo); siendo
a estos (ltimos a los que se les ha dedicado mayor atencibén, y con
ellos se nan perfeccionado muchas técnicas.

De las formas de aislar Macr6fagos, las técnicas difieren en
muchos pasos, pero en todos se obtienen de manera satisfactoria. -
Pueden emplearse desde digestiones de pulmbn (en HCl y Tripsina) vy
posteriores pasos de limpieza y purificacidng,hasta simples lavados
pulmonares con diferentes soluciones u(solucién salina fisiol6uica,
buffer de fosfatos, mec¢io de cultivo RPMI 1640 c/lidocaina 12 mM.,
suero fetal de ternero, etc)7'9'135 y atn mds, se han establecido -
diferentes procesos de purificacibn: adherencia a placass’7, gra-

dientes continuos-discontinuos de Ficoll8:9 y filtraciéni,
Objetivos,

-~ El alumno comprenderi que todas las funciones figiclégicas
de un 6rgano dado, se hayan en iqual orden de importéncig dependien
do del fin al gue ellas sean dirigidas. Ademis de que la necesidad
de cada una de esas funciones, se origina en el hecho de que el 6r-
gano establece una interrelaci6én con todos los demds que conforman
el organismo, para que €ste Gltimo sea capaz de desarrollarse sin
problemas en el medio que lo rodea.

-~ Se establecerd que a la par con la fisiologfa del intercam-
bio respiratorio, llevado a cabo por el pulmén, el proceso de puri-
ficaci6n del aire que contiene el oxfoeno,es igualmente eficaz a -
lo largo de la accién de respirar, Y ademds, que una anormalidad -
en dicho aspééto de purificacién, incurrird en una serie de situa-
ciones fuera de lo normal que afecte al organismo en su totalidad.



Hipotesis.

En el proceso de purificacién del aire que ingresa a los pul

mones, debe existir un mecanismo biol6agico capaz de no sélo rete-

ner, sino de destrulr, transformar o inactivar a cualquier parti-

cula ajena que se encuentra en dicho medio.

‘letodologia.
Material.
Equipo.

- Rata blanca de 200 a 300 g de peso.

- Estuche de disecci6n.

-~ Cdnulas de polipropileno para in-
tubar.a) una de 0.1 cm de didmetro;
b} Accesorio para drenado pedidtri-
co de liquidos en venas.

- Pipetas Pasteur de talla corta,

- Pipetas de Thomas.

-~ Cubreobjetos.

- Centrifuga clinica.

- Autoclave,

~ Pinetas seroldgicas graduadas de
1ml y 5ml.

-~ Tubos de centrifugacibén Eppendorf,

- 4 Cajas de Petri de Plistico de
cms de difmetro.

3 Matraces Erlenmeyer de 25 ml.
Reactivos.
- Anestal (Pentobarbital sédico).

= Clorhidrato de Lidocaina (polvo 5g).
- Ficoll 400 5 g.).

.

Jeringa desechable (esté-
ril).

Incubador o .estufa para
cultivos.

Bafio Maria.

Centrifuga Eppendorf de
15,000 RPM,

Vortex.

Cdmara de Newbauer.
Portaobjetos.

Balanza analftica.

2 Frascos &mpula con capa-
cidad de 80 a 100 ml,
Refrigerador.

10 tubos de ensaye de cm
de largo y cm de didmetro

Cloruro de Sodio Q.7.
Sulfato de Bario.
Azul de Tripano (polvo).
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~ Colorante de Wright (polvo), - Metanol absoluto.

- Et-OH. obsoluto. - Na Hy POy anhidro.

- Colorante de Giemsa (para diluir) =~ Levadura comestible de pan,
al 1%.

- Suero humano normal fresco (1 ml)+ - Resina Sintetfca en tolue-

~ Barniz transparante para uias. no al 40 2.

- Tinta china.

Métodos.
Preparacién de Soluciones.

Soluci6n Salina Fisiol6gica (SSF).

Na ClL Q.Piviiuinnnvenasanss 0.85qg.
H,0 Destilada ..... seoness 100.00 ml.
Disuelva completamente .

Soluci6n de Lidocaina 12 mM.

Clohidrato de Lidocaina ...32.49 mg (P.M. 270,81},
H20 Destilada .......cve0v0...20.0 ml
Disuelva completamente.

Solucién de Sulfato de Bario coloidal(l %).

El Ba S04, tamafiopartfcula 0.1 a 0.3 m.,es'preparado por
didlisis para 2 dias en H,0 destilada.

Sulfato de Bario (dializade)...... 1.00 q.

S.8.F. tiiininan e ee e 180.0 ml.

Solucifn de Ficoll 400. (densidad = 1.047).

Ficoll 400 ...... v N 3.9333 g

H,0 Destilada ..... herean cveee.s.50,00 ml.

Es importante el.que la solucién tenca la densidad recomen
dada. Si no'es asf, deberd ser ajustado.

Soluci6n ‘de Azul de Tripano.

Azul de Tripano .....e.eeveveeens. 2.0 .
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Hp0 Destilada ............ evess 100.0 ml.
Centrifugar 10' a 1500 RPM. Recolecte sobrenadante, dese-
che sedimento. Un volumen de 0.5 ml del sobrenadante se

adiciona a. 1 ml de la suspensién a ser contada., En con-

teo celular se realiza inmediatamente luego del mezclado.

Tincién de Wright.,

( Consultar tema correspondiente a técnicas ).

Opsonizacién de Levaduras:

1.

2.

10.
11.
12,
13.
14.

15.

5

Pesar 10 g de levadura comestible de pan y disgregar-
la en 250 ml de S.S.F.

Dejar sedimentar las particulas gruesas o centrifugar
a 1 000 RPM 5 minutos.

Recolectar el sobrenadante rico en levaduras finas y
centrifugar a 2500 RPM 10' minutos.

Descartar el sobrenadante y lavar el sedimento con 50
ml de SSF., centrifugar a 2500 RPM. 10!.

Repetir el paso anterior 2 veces mis.

Resuspender el dedimento en 50 ml de SSF.

Envasar la suspensifén en un frasco ampula de 80-100 ml
y esterilizar a 15 lb de presién durante 15 minutos.
Tapar y sellar la suspensién de levadura, en condicio-
nes de estérilidad para su conservaciéi al refrigera-
dor.

Depositar una alfcuota de 0,25 ml de la suspensién de
levadura en un tubo de ensayo.

Centrifugar a 1200 RPM,3 minutos,

Desechar el sobrenadante y resuspender el sedimento en
0.25 ml de suero humano normal fresco.

Incubar 30 minutos a 37°C.

Centrifugar 1200 RPM, 3 minutos.

Desechar el sobrenadante y resuspender el bot6n en 5 -
ml de SSF.

Centrifugar a 1200 RPM, por minuto.
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16. Repetir los pasos 14 y 15,4 veces nis
17. Resuspender finalmente en 1 ml de SSF y contar la sus-
pensi6n de levadura.

Obtencién, purificacién, identificacifn y pruebas para macré-
fagos alveolares 11+ 17,

1. se administrard una sobredosis de Pentobarbital S6di-
co, por via intra-peritoneal (Dosis 60 maq/Kg peso).

2. Se coloca al animal boca arriba y se fija la cabeza.

El &rea anterior a la laringe se enjuaga con alcohol,
se remueve la piel,asi como la cubertura y tejidos,cue
estin sobre la trdquea.(Habrd de tenerse cuidado de no
dafiar los vasos sangfiineos adyacentes).

3. Expuesta la trdguea, con la punta de la navaja --
del bisturi, se hace una pequefa incisi6n del didmetro,
de la cénula en una de las divisiones cartflaac - car=
tflago (Habra de evitarse la fragmentacibén de la tré-
quea).

4, La trfquea serd canulada empleando un tubo de catéter
intravenoso de corta longitud { dismetro interno:

1 mm)eqguipado con los accesorios para inveccibn intra-
venosa pedidtrica; la cénila se introducira firmemen-—
te,hasta sentir un tope a ella.

5. El fluido de lavado comprende Solucién Salina Fisiols-
gica (la cual fue usada como diluyente del clprhidrato
de Lidocaina para que ésta filtima sea 12 mM}, el flui~-
do de lavado con Lidocaina, se .precalienta a 37° C =~
antes de su empleo. Cinco ml del fluido son cuidadosa-
mente depositados dentro del pulmén por medio de una -~
jeringa; 3 minutos desnués, el fluido es lentamente sa
cado. {3~-4 ml), y 2 subsecuentes lavados de 3-4 ml habréin
de ser colocadwSuna vez mis.

6. Si se ha encontrado dificultad para recobrar el fluido
instalado, se debe tener cuidado de no aplicar un exee~
5o’ de presién negativa con la jerinqa, lo que dafiaria

. los pulmones. Para evitar esto, la tréquea deberi ser
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extendida suavemente mientras se drena una poca de so-
lucién de lavado, lo que por lo general elimina cual-
quier blogueo. Otra alternativa, es introducir un mili-
litro mis de fluido, en el pulmSn, lo que es igualmen-
te efectivo.

7. Los fluidos de lavado son enfriados. Esto se puede ha-
cer mediante la recolecci6n del fluido en un matraz =~
Erlenmeyer de 25 ml, sumergido en ba’o de hielo (con el
fin de evitar la adherencia de los MacrSfagos al vidrio).

8. Una vez colectado el volumen total del fluido de lava-
do. Este es colocado en tubos de centrifuga Eprendorf, -
y se aplica una centrifugacién de 15, 000 RPM. durante
1 minuto a temperatura ambiente; el sobrenadante obte-
nido es desechado {(con empleo de una pipeta Pasteur), -
¥y el paquete celualar serf resuspendido en Solucién Sa-
lina Fisiolégica.

9. La viabilidad se comprueba mediante la exclusifn de azul
de Tripano (ver preparacién de soluciones del modelo -~
presente).

Purificacidén de Macrdfagos alveolares.

Puede llevarse a efecto mediante dos procesos: (a) Empleo de
una gradiente de. densidad continuo y (b) por un simple procesoc de -
adherencia.

(a) Purificacién por gradiente de densidad continuo y discon--
tinuo8.92,15,

a. 1. Resuspendido el paquete celular (Posterior a los
procesos de obtencifn), a €ste le son agregados 2 ml. de Ba SOy co-
loidal al 1% los que al ser ingeridos por los maciéfaqos, £facilita
la separacifn de ellqs), y se coloca en una estufa con temperatura -
de 37° ¢ durante 10 minutos. .

a. 2. Pasado el intervalo de ticmpo mencionado anterior-
mente, los tubos son centrifucqados una vez m&s a 15 000 R®M,, duran-
te 1 minuto, y el sobrenadante es desechado.
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a 3. Se agrega 1 ml de SS5F, se resuspende el paquete con
emplec de un vortex,yserepetird el proceso de centrifugadé. Efec-
tuado lo anterior;se enfrfa la susgpensitn celular a 4° C, y se re-
pite la operacién de centrifugado 3 veces més,

a 4. Se resuspende el paquete celular en unvoluren deapro-
ximadamente 0.2 ml de SSF. y parte de esta suspensifn (con ayuda -
de una pipeta Pasteur) es capeada sobre 1 ml de Ficoll (Densidad
= 1.,047) en el tubo eppendorff**

a 5. La mezcla es centrifugada a 15000 RPM durante 3 minu
tos.

a.6. Con la ayuda de una pipeta serolfgica de 1 ml agra-
duada,se procede a fraccionar el contenido del tubo de 0.25 en
0.25 ml. ( de arriba hacia abajo)*** Con ello se establecen 4 ban

das. La 3er. banda corresponde a la fraccién donde se hallan puri-

ficados los macr6fagos alveolares.

SF

Ao
celolzr ﬁ W; -—dhuo i [} \.U Lavades
3 ponpcaz/os 3 wees
] me‘? 65

d mz prigid o

** Al capear la suspensién celular sobre el Ficoll, la pipeta Pas-
teur debe estar pegada a la pared del tubo y sobre el menisco del
gradiente., Cologue la suspensidén Celular muy cuidadosamente, de -
tal manera que se genera otra capa (no mayor al 1% del volumen to=-
tal del tubo) sobre el Ficoll. Ceoloque los tubos en la centrifuga

muy suavemente,

***Recuperar las fracciones en tubos de ensaye, prepare un frotis

y tifialos. Eftablezca la banda de porificacibn Sptima.
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(b} Purificacién por proceso de adherenciadr’

Bste proceso puede ser ntilizado como purificacifn,o ser la
contimacién del llevado a cabo por el gradiente continuo~discon-
tinuo de Ficoll.

b.1l. Puede ajustarse la suspensibén celular a una concentracibn
de 10 x 106 macréfagos/ml.

b,2. Depositar 0.1 ml de suspensién celular en 2 cajas Petri
de 5 cms de didmetro {de plistico), conteniendo sendos cubreobje-
tos, y adiciorar también 2 ml de SSF. Homcgeneizar.

.t

b,3. Incubar 1.5 hrs a 37°C en atmésfera parcial de C0j.

b.4. Oscilar las placas de Petri, para remover las celulas no
adherentes, y aspirar la SSF sobrenadante usando un Pipeta Pasteur.
Repetir 5 veces cada paso.

b, 3. Eliminar las células no adherentes agregando 2 ml de SSF
¢ saoluci6n salina al 0.85%, pH 6.8 ~ 7,0,escilando las placas du-
rante 1 minuto y aspirando el liquido del lavado con la pipeta -
Pasteur. '

b.6. Secar al aire dejando los cubreobjetos en posicifn casi
vertical, con la superficie conteniendo las cé&lulas hacia adelante,

b.7. Fijar las preparaciones con Metanol absoluto durante 3
ninutos ( lo cual puede omitirse).

b.8. Dejar secar las preparaciones y posteriormente tefiirlas
con colorante de Giemsa o Wright durante 10 minutos, o con colo-
rantes de Ieihsman, tiniendo las preparaciones durante 5 minutos) -~
lavar despu&s con buffer y dejarlo actuar durante 3 minutos.

b.9. Lavar las preparaciones con agua corriente dejarlas se-
car al aire y montarlas sobre portaobjetos {con resina)*** para
su observacién al microscopio.

*#% 1,a forma de montaje, se realiza de la siguiente manera:
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Pruebas para Macroffgos alveolares.
Prueba de Fagocitosis ( con Levaduras ).

De la técnica anteriormente seguida para purificacién de Ma-
cr6fagos segulr hasta el paso 5.

6. Adicionar 2 ml de una suspensién de levadura opsonizadas
ajustadas a una concentracién de 2.5 x 106 levaduras/ml

7. Incubar durante 30 minutos a 37° C.

8., Repetir los pasos 4 y 5. Con esto se eliminan las levadu-
ras no fagocitadas.

9. Retirar los cubrobjetos con una pinza de extremos finos -
y sumerdirlos en solucién salina contenida en 3 frascos seriados,
agitando los cubreobjetos ligeramente en cada frasco.

10. Continuar con pasos 6, 7, 8, 9 del anterior.

1. Sobre el frotis, dependiendo del subreobjetos a emplear. se
coloca una linea gruesa de resina. Lo mismo se hace a la porcidn
media del cubreobjetos.

2., Se coloca el cubreobjetos con resina, sobre la linea hecha
en el frotis, haciendo que coincidan las dos, y se d~ja esparcir a
la pesina a lo largo y ancho del cubrz y portaobjetos, Puecde ayu-
darse lo anterior,haciendo una ligera presifén (muy cuidadosa) con
el dedo, sobre un papel filtro, hasta que quede toda el &rea com~
pletamente llena. Se deja secar unos dos minutos.

3. Posteriormente, con barniz, se sellan los bordes del cubre
objetos. Una capa es colocada sobre la porcidn final de la placa,
en la que se haya el frotis, y se anota con tinta china: No. placa,

tipo de frotis, fecha y quien la realiz?d,
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Capftulo IV. Apéndice 1. Recopilacidn de datos,

Para elaborar una adecuada investigacifn, experimental o bi-
bliogrdfica, debe de estructurarse un orden adecuade. Por lo ante-
rior podemos dividir dicho orden en cuatro importantes sucesos?,

A. plan de trabajo o disefioc de la investigacién. Se basa en
varios puntos: {(a) Determinar los fines de trabajo; (b) Sefialar las
diferentes partes del problema, a través de plantear con claridad
las ideas que se tienen acerca de &l; (c) Seleccionar el procedi-
miento adecuado para realizar la investlgacidn y (d) Prever el tiem
po vy el orden de desarrollo de las diferentes etapas del estudio -
{con 1o que se ahorrard tiempo, se evitar&n esfuerzos nulos y mal
orientados, puede valordrseles previamente al trabajar con &l y po-
drd presentarse a la aprobacién del responsable).

Este disefio preliminar puede ser establecido si se guia uno
por lo siguiente: {a) Revisifén de la literatura. Con ésto solo de~
be entenderse lo que el tema trata, no es un andlisis exhaustivo de
ella; (b) Tratamiento del problema. Ya se puede uno orientar hacia
un tema especi{fico, con ello se limita va.al trabajo; {(c) Ordena-
miento del tema. Con ello es posible seguir un orden en el trabajo
que ha de realizarse, 1o cual facilita la bdsqueda correcta de la
informacién. Por ejemplo.

Para informes cientificos o ‘Para reportes, iinformes

médicos y tesinas.

Origen del tema

Campo general o tdpicos Importancia Informes a manera de -
experimentales. irtroduccidn.

\ ‘Contenido y al-

kbjetivo del experimentq_J canze
l Limitaciones.

Exposicidn de los he-

[ Hipdtesis 1 chos investigados.
Aparatos - Resultados.

( Procedimiento Material - Anélésis y dig~
Métodos cusion.

Enformacidén recopilada ]

-
Feneralizaclanes resultantes] {Conclusiones

T

Relacidén de todo el campo o l

teoria general. lBiblioqrafia.l
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{d) Sehalamiento de las fuentes preliminares a investigar y (e) Ela
boracién del cronograma de actividades. Con el podr& ser expresada
la relaci6n de la actividad de la investigacibn, estableciendo el
tiempo en que podrd ser ejecutada.

B. Recopilacién del material. En este punto debe ser destaca-
do que la fuente de recabacién de datos lo conforman la biblioteca
y la hemeroteca. Cada una presenta caracteristicas bien definidas-
{Consultar la fuente original) que facilitan su manejo. En la bi-
blioteca podrd contarse con todo aquél material que refuerze un te-
ma especifico (libros, enciclopedias, diccionarios, bibliograffas -
de bibliografias de un tema especial, etc.); lo que a diferencia de
la hemeroteca, es gque er &sta Giltima, la informacibn b&sicamente -
estd mas actualizada pero diferida cn material muy especializado-
(por lo que hay que tener un orden en la seleccién de un material
dado, asi como en su clasificacibn y estudio). Es recomendable el
hacer usc de tarjetas o fichas bibliogrificas y de trabajo en los -
dos tipos de consulta.

C. Ordenacién y anflisis de datos. (a)Ordenacién. Conjunta--~
nente con el diseno, se compara si se han cubierto todos los aspec
tos a tratar. En caso de algo diferente, el esquema(o la informa-
cibn) deberd ser cambiada; (b) Andlisis. Con ello puede encontrar-
se deficiencia en el material recopilado, lo cual imnlicarfa que -
hay que rebuscarlo; (c) Vaciado de datos. Inicia por in redaccidn -
preliminar (todo lo que se ocurra en el momento, debe de ser anota-~
do), posteriormente se anexardn las notas de pie de pdgina, las re
ferencias bibliogrificas, las fuentes, etc. En este filtimo punto -
pueden hacerse uso de asteriscos o numeracién progresiva. La biblio
graffia puede ser colocada completa al final del trabajo, mientras =
sé6lo se puede escribir el autor y las caracteristicas de la revista
o librofAutores, tfitulo del articulo, titulo de la revista, volumen,
nimero y pdginas, afio).

D. Exposicién de los datos. Posterior a lo que iﬁvolucra el-
vaciado de datos (que de contarse con las reseflas de las fichas de
trabajo se facilitard mas dicho vaciado)s,puede empezarse a darle
forma al trabajo final., El trabajo se conforma principalmente de 3
partes:Int;oduccidn, cuerpo y final. Siempre deberd iniciarse por
la parte central o cuerpo{Ampliar, sintetizar y relacionar). Pos-
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-

teriormente habr&n de escribirse lag conclusiones y elaborar los -
apéndices, grédficos, cuadros, tablas, bibliografia general e in-
dices alfab&8ticos. Por dltimo, habrd de tedactarse lo concerniente
al contenide, pr6logo, introduccién y -si no se ha hecho- colocar -
el titulo definitivo del tema; esto es debido a que es hasta el fi-~
nal del estudio, en que se estd en la posibilidad de conocer Yy com-—
prender el tema.

Recabacidn de la informacién.

Al emprender una bisqueda de la intormaciOn, ya sea biblio-
grdfica o hemerogrdfica, debe tenerse en cuenta que existen métodos
que hacen de tal bGsqueda menos dificultosa, mis rdpida y con la -
mejor canalizacidén hacia el tema buscado. Para ello, es importante

el tener presentes los siguientes sistemas de recopilacidn de la in
formacién.

Recabacién de la informacibn?.,3,

I. Abstracts {resumen, sintesis o sumario).

Estos son definidos como "El resumen de una publicacifn o ar~
ticulo acompafiado por una adecuada descripcién bibliogr&fica, la
cual permite a la publicacién o articulo el ser analizado".

Los resGmenes han sido disefiados de la forma siguiente:

{1} E1 titulo del artfculo (en el lenguaje original y/o in-
glés). '

{2) Nombres y direcciones del lugar donde laboran los auto-
res.

{3) La referencia bibliogrdfica. a) El nombre de la publica-
cién abreviada en forma stdndard); b) el nGmero del volumen {op-
cionalmente el ntmero emitido); c) el nlmeroc de pdginas incluidas
en el estudio y d) el afo.

(4) El cuerpo del resumen.

{5) Opcionalmente el nombre de quien resume, el ndmero de --
ilustraciones, el nfimero de referencias en caso de abstracts de ar-
ticulos revisados.

Exiéfen cuatro tipo de resfimenes (abstractsj):a) De tfitulo ex-
pandido (sélo se d4 una idea del contenidoy b) Resumen (Abstract) -~
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indicativo; c¢) Resumen o sinopsis y d) Resumen informativo (donde
se establecen los principales argumentos y se dan los datos princi
pales del articulo original).

Los siguientes son algunos ejemplos de abstracts com@nmente -
empleados:

Biological Abstracts.

~ Este es el'tipo de revista mas utilizado en la recabacién -
de la informacién.

- Su edicidén es guincenal.

- Es muy dtil para ciencias biolSgicas en campos no clinicos.

-~ Cada abstract estd enumerado consecutivamente desde el ini-
cio de cada volumen.

- Cada edicién contiene un listado de libros y revistas nue-
vos . )

- Para facilitar la blsqueda, los indices de materia por pa-

labras claves y por autor, son presentados y acumulados mensualmen
te.

Bioresearch Index.

- Es un fndice que para presentar un articulo lo hace median-
te palabras clave. Estas estdn relacionadas al tema gque se busca.

- Aquf se incluye el material no resumido en el Biological -
Abstracts.

- Se destacan documentos de conferencias, de revistas regis-
tradas y semipopulares, bibliografias, reportes anuales de organi-
zaciones, reportes gubernamentales selectos, etc,

Chemical Abstracts.

-~ Su-edicibn es semanal.

- Cada edicibn estd dividida en secciones. Las correspondien
tes del ndmero 2 al 20 estdn relacionadas con la bioquimica.

- Al iqual que en Biological Abstracs, existe el fndice de -
autor y el fndice por materias mediante palabras clave("Subject -
Key word").

- Las secciones de bioquimica, dentro del Chemical Abstracts,
cuentan con sus propios fndices y por lo consiguiente son mas infor
mativos y mejor comprendidos.
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- De preferencia habrd de scr lefda la introduccién en los -
fndices Annual o Cumulative Indexes.

Bulletin Signaletique.

- Es una revista editada en los idiomas francés e inglés,

- También se encuentra clasificada por secciones, de las que
de interés para el &rea bioquimica son: La seccisSn 12(de bioguimi-
ca v bioffsica), la 13 (Farmacologfa v toxicologfa), 1l5(patologia).

- E1l tftulo del articulo se encuentra en su lenguaje origi-
nal.

-~ Su principal desventaja, es lo limitado en el contenido :de

los abstracts.

Excerpta Medica,

- Su edicifn es mensual.

- El idioma en gue estd presentado es el inglés.

- Los Indices de autor, no solamente est&n publicados mensual
mente, sino que también lo estdn anualmente parz cada seccifn.

~ Aquf puede ser encontrado un Indice por tema, &ste fndice
se publica anualmente para cada seccifn.

~ Los abstracts de cada seccién estdn numerados consecutiva-
mente desde el inicio de cada volumen.

- Los abstrats descritos aquf tienen un caricter mas informa-

tivo y son de mejor calidad.

Index Medicus.

- Su publicacién esti en el idioma inglés.

- Afn cuando las publicaciones se encuentran mensualmente, -
posteriormente pueden ser consultadas anualmente en sus Cumulated
Index anual. Uno de los vollmenes(editados dos al mismo tiempo)es
el Indice de autores, el otro lo es para los distintos temas. El =~
nombre de este volumen anual es Cumulated Index Medicus.

- Los tftulos estdn dados con citas bibliogr&ficas y se en--
cuentran colocadas bajo un nfmero de titulos <2 materias.

~ Para cada tftulo de un artfculo dado, le son puestos tantos
tf{tulos le sean apropiados.
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Science Citation Index (SCI).

A este tipo de recuperacién de la informacidén se le ha defini
do como “"Compilacidén de referencias citadas, bajo cada una de las -
cuales hay una lista de documentos en las que han sido mencionadas
anteriormente”

- Aqui las referencias estdn citadas y clasificadas en secuen
cia alfabé&tica, por lo que est4 colocado el nombre del primer autor.
£n caso de existir varias del mismo, éstas estén citadaé cronologi-
camenhte.

- Hay un enlistado alfabético en donde estdn mencionados ague
llos autores gue han citado una referencia especifica, asi como de-
talles bibliogrificos de los articulos de aguellos autores.

- Respecto a un publicacién mencionada mediante el index en -
su totalidad, es posible encontrar que articulos la han referido.

- Una vez obtenidas las referencias descadas, sino fuera posi
ble conseguir el artfculo original, éste seri localizado por los in
dices de autores en Biological Abstracts, Chemical Abstrad¢ts, etc.

- Cuando uno tiene la palabra clave sobre una técnica parti-
cular o un método dado, és posible el sequir la:pista de los perfec
cionamientos recientes a tal suceso;ésto Gltimo representa otra de
las utilidades del menciorado SCI.

Current Contents.

- Este es un tipo de informacibn activa y r&pida.

- Trabaja mediante la fotoduplicacién de los fndices de las -~
revistas(las cuales en su mayor parte se encuentran en estado de =~-
prueba de p&gina).

- Cuando sea consultado este tipo de servicio, dentro del &~

rea, es recomendable el revisar las ediciones correspondientes a -
"Life Sciences".

Catdlogo de Publicaciones CONACYT.
~ Es de gran utilidad, dado que en €l son mencionadas todas a

quellas publicaciones que se encuentran dentro de la Repfiblica Mexi
cana.

~ Aqui est4 destacado en que lugares del pais habrdn de ser -
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consultadas las referenclas necesitadas.

- Por otro lado, se informa desde que fecha se encuentra den
tro del pais una publicacién en especial. Asimismo, estd enfatiza-
do que volumen y/o nimero de la revista sarfn hallados.

- 8u empleo es indispensable posterior a la consulta de los -
indices, abstracts o revisiones; con ello es posible establecer la
bibliografia con la que se cuenta de momento. Esto Ultimo implica-
que no todas las publicacidnes contenidas en los sistemas de infoxr
mac ifn mencionados, se encuentran en el pals.

Catflogo de Publicaciones UNAM.

~ 8Su funcién es similar a la efectuada por el catilogo del -
CONACYT, la diferencia estd establecida en que solo son mencionadas
aquellas publicaciones que ge encuentran dentro de la UNAM en sus -
diferentes centros (Institutos, Facultades, Escuelas, etc.}.

II. Revisiones.

- En su mayor parte los constituyen los titulos como: Annual
Review..., Advances in ..., Progress in ...

-~ Su edicidn generalmente eg anual, aunque en ocasiones, son
publ icadas de manera irregular. '

~ Dentro del 4rea, los mas recomendables son: Biological Re-
views y Quarterly Review of Biology, Physiological Reviews, Annual
Review of Biochemistry, Annual Review of Physiology...

IIX. Fuentes de datos. (Datos, técnicas e informacién de fon-
do).

- De acuerdo a las necesidades de la investigacifn, tenemos:
(a) Fuentes de datos para sustancias puras, tales como; Handbook -
of Chemistry and Physics (R.C.Weast, Chemical Rubber, Cleveland, O-
hio); Lange's Handbook of Chemistry{McGraw-Hill). (b) Para sistemas
biol6gicos: Data for Biochemical Research {(R.M.C. Dawson y col. Ox-
ford UP); Thorpe's Dictionary of Applied Chemistry(lLengman Green);
Kirk & Othmer's, Enciclopeadia of Chemical ™ chnolegy(Interscience).
{¢) Indice y compendio de drogas o sustancias activas en figinlogia:
Merck Index of Chemical and Drugs{(Merck, Rahway, N.J.). (d) Enciclo
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vedias y diccionarios de Biologlfa: Encyclopaedia Britannica(Encyclo
pedia Britanica. Inc., Chicago):Encyclopaedia Americana (Americana
Corporation, New York); Chamber's Encyclopaedia{George News. LTD,-
London) . (e) Para bioqufmica y Biofisica: Analytical Biochemistry
(Para métodos bicgufmicos y tEenicos); secciones experimentales de
muchas revistas de bioguimica; Methods of Biochemical Analysis(D.-
Glick. Interscience); Methods in Enzymoloay (S.P.Colowick & N.O. =~
Xaplan, AP.).

Sugerencias para investigar la 1iteratura3.

1., Pura establecer un buen entendimiento respecto a un tema
dado, y gque sc necesite, profundizar un poco, es mejor leer primero
los tratamientos mas generales (p.cj. Las enciclopedias).

2. Se puede adquirir un grado de conocimiento mas detallado,
mas completo y amplio en un texto del drea. Por lo consiguiente,
es deseable en este punto revisar el fichero de la biblioteca o a-
quellos libros de bibliografias{los cuales dan referencias de algu-
nos textos referentes al tema).

3. Debe ser revisado alglln articulo en alguna revista, la -~
cual se especialize en la publicacidn de revisién anual. Estos pug
den proveer orientacién y referencias claves.

4. Habran de ser consultadas aquellas revistas apropiadas, -
obtenidas de abstracts o indices, trabajando a fondo; hasta lograr
una cubertura adecuada.

5, Deberdn ser leidos articulos originales y actualizados. De
preferencia aguellos cgue no han sido resumidos.

- Siempre que sea revisado un articulo, es necesario el tener
presente gue &ste contendri referencias de trabajos anteriores al «
tema; y asi, puede hacerse una investigacién de fondo, escogiendo -
las referencias mas adecuadas.

- Cada ocasidn que sea consultado un articulo,.la forma de -
conservar la informacidn (o de tomar notas, ademds de hacer los in

dices), es mediante el adecuado manejo de las fichas bibliogrdficas.

Bibliotecas y Hemerotecas. Bajo é&ste titulo se trata de dar a
conocer,o reafirmar, aguellos lugares dentro del &rea metropolitana

de la Ciuvdad de México, en donde puede sef obtenida la informacién
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deseada.

- Biblioteca Nacional. Cuenta con el mayor acervo de libros =~
en el pais. De cada libro publicado en M&xico, se énvian ahi dos e~
jemplares. Este lugar se encuentra localizado en la Ciudad Universi
taria. ' 5 7

- Hemeroteca Nacional. Es la mas completa que existe en Méxi-
co, en lo que a publicaciones se refiere. Depende de la UNAM y se -
encuentra dentro de la Ciudad Universitaria;

- Centro de Informacién Cientifica y Humanistica de la UNAM.
En este lugar pueden ser consultados los indices y abstracts adecua
dos a los temas que se pretenden estudiar. La ubicacidn estd en la
Ciudad Universitaria.

- Centro de Documentacidn del CONACYT. Su ubicacidn es en la
Ciudad Universitaria.

- Bibliotecas y Hemerotecas de: ENEP Iztacala, Facultad de -
Quimica, Instituto de Quimica, Instituto de Investigaciones Biomé-

dicas de la UNAM, CINVESTAV del IPN,etc,
Bibliogratia.
1. Baena, P.G. Instrumentos de Investigacifén. Manual para elabo-

rar trabajos de investigacidn y tesis profesionales. Edit. E-
ditores Mexicanos Unidos S.A. México, D.¥. 1983.

2. Bottle, T.R. & H.U. Wyatt. The use of Biological Literature.
2nd. Edition. Edit. Butter Worths & Co. London, England. 1971.
3. Brigth, W.E. An introduction to scientific research. Edit. Mc

Sraw-Hill Book Company. Inc. U.S.A., 1952.

4. Garza, M.i. Manual de técnicas de investigacidn para estudian
tes de ciencias sociales. 3a., Edicién. Edit. El Colegio de --
MExico, México, D.F. 1981,

5. Gonz&le®:, R.3. Manual de Pedaccién e investigacién documental.
2a. Edicién. BEdit. Trillas. México, D.™. 1983.
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Capftulo IV, Apéndice 2. Manejo y margcaje de animales de labo-
ratorio. ‘ ‘

Introduccidn.

Por razones de &tica moral, etc.; no pueden ;;alizarse estu
dios en el ser humano con experimentos que alteren los estados -
normales, por ello es justificable y necesario el’empleo de anima
les de experimentacidn. Para ello existen varios tipos de espe-~
cies animales involucrados (ratones, ratas, conejos, cuyes, puer-
cos, etc.), pero todos y cada uno de ellos son:emnbeéados en fun-
cifn del estudio que se desee efectuar. Particularmente cada ani
mal presenta caracteristicas definidas (De anatomia, metabolismo,
h&bitos de reproduccifn, status genético, etc.) lo que ha determi
nado patrones de selectividad dé cada uno de ellos, Esto es, si
el caso fuera seleccionar animales para investigacién {Monos,
puercos, perros, ratas, etc.) éstos serfan diferentes de los em--
pleados para la rutina biolégica (pruebas de diagnéstico, para -
sustanciag terapefticas, etc.) en donde en su mayor parte emplean
conejos, ratas y ratones.

Aun cuando con los anteriores conceptos se intente justifi-
car el empleo de los animales de experimentacidn, a nivel mundial,
los conceptos son muy diferentes (sobre todo en lo que a la pro--
teccidn de ellos se refiere). Tal es el caso, que en algunos pai
ses es necesario el tener un permiso del gobierno para efectuar
estudios con animales. En otros, mediante informacifn, se invita
a evitar tal actividad usando como medidas alternativas técnicas
de cultivo de tejides, simulaciones por computadora, algunos es-
tudios directos en el hombre, o en su defecto; minimizar al méxi-
mo el nGmero de animales empleados en los experimentos (a los cua
les hay que. darles el mayor trato humano pOSible)3.

Manejo de animales de laboratorio. La rata.

Existen varias formas del manejo de ostos animaleszz
a) Captura en la jaula. Con una manc se toma la cola del ani
mal y con la otra ge sujeta la piel del cuello, con esto el animal
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.MANEJO DE ANINALZS

Cone jo . Cone jo

‘Rata
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no puede atacar y queda inmovilizado®.

b) Manejo. Lo mejor es tomar a los animales, por su dorso,
con la palma de las manos y con los dedos indice y pulgar rodear
el cuello (Las patas delanteras deberdn plegarse cruzdndolas so--
bre la barbilla). Como el animal no puede mover la barbilla no
muerde y si el proceso es realizado correctamente, no se causard
asfixia en €l. Hay que evizar el apretar el cuerpo, de lo contra

2,5

rio el animal tendrd serias dificultades respiratorias. Para

prevenir los posibles arafazos es recomendable el empleo de guantes.

Si lo que habrd de realizarse es el transporte del animal de
un lugar a otro, puede inmovilizarsele "abraz&ndole" con los dedos
anular, mefiique y pulgar de una sola mano (Con los dedos indice y
medio aprisione el cuello). La cola habrd de ser sujetada con la
otra mano. (Evitar el tomar la cola por una punta, ya que lo que
se provocard es que esta se le desprendal. Por lo tanto habrd de

tomarla en la base de la misma).

Con esta Gltima manera de sujetar al animal,es mas sencillo
el inocular sustancias por las vias intraperitoneal e intramuscu-
lar.

Habr& de evitar el que siempre se traslade al animal sujeto
por la cola (lo que es diferente en el caso del ratin}, va que por
mas pronto o lento que se haga, ella trepard sobre su cola prepa-
rada a morder2

Cuando lo que se requiere trabajar necesite del manejo de
la cola de la rata, existe un método llamado de rec+ricci6n2 Y
éste es muy com@inmente empleado cuando lo que se requierees admi-
nistrarle inyecciones en las venas o para la obtenci6n de sangre.
La rata, sin anestesiar, es colocada sobre una toalla o franela.
Se dobla la tela sobre el cuerpo del animal, dejando la cola ‘fuera
de ella, y se enrrolla al animal. Deberd asegurarse que la tela
no se desenvuelva, y sobre todo que las patas traseras estén fir-
memente sujetas. Con tal operaci6n las ratas pueden ser maneja--
das por horas sin peligro para ellas.
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¢) Anestesia. Es comGn que al trabajar con ratas,o rato-
nes,haya.la necesidad de anestesiarlos, Esto filtimo ayuda a la
administraci6én de firmacos, obtencién de sangre via puncién car-~-
dfaca, etc. ‘

La anestesia serd establecida en funcién del tiempo de mane

jo del animal, y puede ser obtenida de la forma siguiente:

-« Manejo por corto tiempo., Se logra mediante la anestesia
con &ter o cloroformo. El empleo del éter es preferible en todos
los tipos operativos de duraciSn corta y en éste puﬁgose puede ha
cer uso de una mascarilla. En caso de no contar con tal implemen
to, deberd emplearse un recipiente de vidrio al que previamente
se le ha adicionado un trozo de algodén empapado del solvente.
Dado que éste Gltimo proceso es derrochador de &ter y consume ==~
tiempo, la mascarilla facilita tal caso; su simple disefin consis~
te en un alambre delgado con la forma de la trompa del animal y
con un trozo de gasa fijado al extremo de la mascarilla con papel
adhesivo. Colocada la mascarilla en la cabeza del animal se al--
canzari el estado anestésico en 2 6 3 minutos. En caso fe que el
animal se empileze a recuperar, s6lo es cuestién de adicionarle
unas cuantas gotas de éter a las gasas. Su principal corntraindi-
cacifn es el establecimiento de una infeccifn respiratoria, Como
esta infeccifn proviene de la excesiva formacién de moco, éste -
puede ser disminuido por la administracidn de 1/4 de gramc de sul
fato de atropina por cada 100 gramos de peso corporal por la via
intramuscular.

- En caso de requerirse anestesiar por largo tiempo, esto
puede lograrse mediante la administracién de pentobarbital sédico
o Nembutal sb6dico {4 a 6 mg/100 ml, por cada kg. de peso corporal).

Manejo de aninales de laboratorio. El conejo.

Este es un animal muy nervioso y requiere de un manejo con
cuidados especiales.

Muy importante es que no se les sujete por las orejas, ya
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qgue se les lastima muy seriamente.

En el caso de las hembras lactantes, cuando lo requerido es
el manejar sus gazapos y para evitar que no los aborrezcan sus ma
dres,es necesario el acariciar a estas (Gltimas previamente a la
toma de las crias. Estos animales recien nacidos son posterior--
mente impregnados con el olor de las conejas. Pueden emplearse
para el caso soluciones arom&ticas con lo que se impregnard a am-
bos. '

Existen dos formas correctas de manejar los conejos:

1. Con la mano izquierda se suspenden de la piel floja, de
la reqgi6n del dorso arriba de las espaldillas, y con la mano dere-
cha se les sujetan las patas. De ésta forma se les puede exami--
nar, manejar, etc., $in que se les lastine,

2. Con la mano derecha se sujeta la piel floja de la regqgién
dorsal, comprendida entre los dos miembros anteriores y el cuello.
Posteriormente, con el brazo y la mano izguierda,se {nmoviliza al
animal. Es muy dtil 8ste proceso cuando se cambia de jaulas a los
animales, o,se llevan a otro sitio dentro de la misma zona.

En caso de requerir palpar, castrar y sangrar conejos; debe-
r&n tomarse, con una mano, sus dos extremidades antariores y, con
la otra, se sujetarén las posteriores. Las extremidades anterio-
res deberdn estar colocadas por detrds de las orejas del animal.
Hecho lo anterior se localiza la regién sobre la que vaya a reali-
zarse la puncién.

Marcaje de animales'’?,

La identificacifn de los animales de experimentacifén, em--
pleando marcajes, reviste una gran importancia en los estudios a
realizarse. Todos los marcajes deben sei\faentificables y de f4-
cil aplicacifn sobre el animal yéstos debenpermanecer a todo lo =
largo del experimento. Las marcas de identificacién pueden ser:
permanentes o temporales. En caso de los marcajes temporales ha-
brd que revisarse regularmente la presencia de los mismos, &stos
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tipos de identificaciones son Gtiles en experimentos de corto -
tiempo, pero para estudios de t&rminos largos (o para formacidén
de camadas) habrdn de utilizarse los marcajes permanentes.

Marcas temporales. EIl método mas simple cs el de marcar a
la caja donde se coloca a los animales. Una tarjeta con la infor
macién experimental se coloca al exterior de esta. El caso es
adecuado cuando se tienen alojados de manera individual a todos
los animales. El peligro latente en tal caso, es que puede per--
derse la tarjeta o de que sea mal colocada durante la transferen-
cia de los animales a cajas limpias. Por ello, es recomendable
que junto con el marcaje de las cajas, se identifique adecuadamen
te a todos los animales. Para estos dltimos, las marcas en su
cuerpo pueden Facerse con tinta india, colorantes (verde malagui-
ta, cristal violeta, safranina y 4cido picrico), tatuajes en las
orejas, bandeado de nucas y piernas,o corte de pelo en determina-
das regiones. La tinta y los colorantes son r&pidamente aplica-
bles y pueden permanecer por varios dfas o semanas. Similarmente,
un mechén cortado de cabello, puede proveer una buena marca duran-
te una semana o dos,dependiendo de la velocidad del crecimiento
del cabello. Los tatuajes con ndmero en las orejas son convenien
tes, pero no pueden ser considerados permanentes dadoc que los nd-
meros en algunos casos se vuelven ininteligibles (por rascado,
mordedura, etc). De aplicarse &stos filtimos, deberd comprobarse
constantemente que se encuentren, con lo que se evitard la pérdi-
da de los mismos. El tatuaje deberd ser aplicado de preferencia
en la base de la oreja cercano a la cabeza del animal.

Marcas permanentes. Los marcajes naturales,en algunas espe
cies de animales,proveen una identificacidn permanente. Existen
otras formas de identificar a los animales tales como: (a) Marca-
je a fuego. Se aplica un hierro calentado eléctricamente sobre
la piel del animal. Las curas de las dreas quemadas proveen una
cicatriz entendible. Su manejo es mas comidn en animales grandes
tales como chivos o borregos. (b) Puncién du la oreja. Es una
forma f8cil y rdpida para la identificacin de animales de labora
torio (Ratén, rata, cuye y hamster). Generalmente es un corte
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en forma de pequeia cufia en "v" en el borde de la oreja. Si se rea-
lizaran varios cortes, el lugar puncionado tendrd que ser sumergido
en desinfectante con lo que se minimizard la propagacidn de agentes
infecciosos. Cuando se realiza el corte, es comin emplear un instru
mento afin al caso; se¢ coloca entre las superficies del mismo, los
lugares de la oreja a ser *stparados, y mediante un firme apretén se
realiza el corte y se retira la pequefia seccién de la oreja. Deberd
evitarse el que el animal se mueva, con lo que éste tendrd que ser
anestesiado o sujeto firmemente con inmovilizacidn de su cabeza.Cn
el empleo de ésta forma de identificacién, ya han sido establecidos
algunos sistemas de numeracibn, con lo que pueden consequirse ntme-
ros desde el 1 hasta el 99. En caso de requerirse de otros nilmeros
mayores, otros procesos serfan empleados para ello, por ejemplo: -
el corte de dedos. (c) Corte de dedos. Generalmente se realiza cuan
do el animal es un recidn nadido, lo que a diferencia de las puncio
nes, es que ellas son aplicadas al destete. Cuando se hace amputa--
cién del dedo del pie, deberd ser iniciado de izquierda a derecha;
el ndmero de camada quedard marcado en la oreja derecha, el nfimero
individual estard indicado en la oreja izquierda. (d) Tatuaje. Aun-
que anteriormente fué mencionado que el proceso no puede ser consi-
derado como permanente, en algunos casos éste pu~de ser aplicado co
mo si lo fuera. Su aplicacifn puede estar ubicada en cualguier par-
te del animal, generalmente &sta se realiza donde el crecimiento --
del pelo o la pigmentacibén de la piel no oscurezcan la marca. Para
los conejos, el tatuaje es mas fAcilmente efectuado en las orejas;
la cabeza tendr8 que ser inmovilizada firmemente. Si posteriormente,
luego de aplicar el proceso, se coloca tinta china o india sobre la
zona (dado que se hacen pequenas punciones por agujas del aparato)-
el tatuaje puede ser realmente til, y &sto porque la piel sanard -~
sobre los hoyos llenados con tinta.
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1V, Apéndice 3. Toma de Muestras.

Introduccién.

Para efectuar determinaciones que nos ubiguen en lo que suce-
de en un sistéma fisioldgico dado, es necesario el obtener alguno -
de los diversos flufdos corporales que circulan, 0 que se encuen--
tran en los animales sometidos a experimentacién. Por lo que es fi-
til el conocer las diferentes técnicas a utilizar dependiendo del -
caso (Tipo de especie animal y de flufdo a estudiar). Dentro de los
fines persequidos en el presente manual, s6lo lo referido a plasma,
suero o sangre completa, serd tratado. Asimismo la aplicaciSn, tan
to a rata como conejo, serfn las que se encuentren involucradas en-
las explicaciones posteriores.

Rata. Punci6n Cardfaca'’?/3'%,

Material y equipo.

1. Rata de aproximadamente 200 gramos de peso.

2. Eter etilico para anestesia,.

3. Tubo de centrifuga estéril de 13 x 100 mm, con tapa de pa-
pel aluminio,

Jeringa estéril de 1 ﬁl.(De tuberculina o insulina).

Aguja estéril, calibre 24-26 de una pulgada do longitud.
Recipiente cerrado. Por ejemplo, un desecador o un vaso de
precipitados de 300 a 350 ml. AsImismo, para mantener la a-

£
-

[~ B V)
. .

nestesio, se requiere de un vaso de precipitado de 50 ml.
7. 8i no es posible contar con un sujetador de animales, pue-
de ser suficiente la ayuda de un asistente.

Proceso,

Nota: Debido a la fragilidad estructural caracteristica del
msculo cardfaco de la rata, el realizar punciones sucesivas sin -
ruptura, requiere de alguna experiencia. En caso de no contar con -
tal situacién, el sangrado del plexo retro—orbital(postefiormente -
descrito), es lo recocmendable.

1. Se agregari una pequefia cantidad de fter a un trozo de al-
goddn. Luego,&ste Gltimo serd colocado en el fondo del recipiente,



Efectuado lo anterior, el animal es introducido dentro del recipien
te y ge colocard la tapa. Pasados algunos minutos el animal habré -
rnerdido la conciencia.

2. Inconsciente,el animal, serd sacado y colocado en posicién
supina sobre el sujetador. En cﬁso de contar con el auxilio del a-
sistente, 6ste extenderd al animal y lo mantendrd fijo. En este pun
to tendrf que ser controlada la anestesia aplicando el envase (o la
mascarilla, dependiendo del caso)sobre la nariz del animal. Habrd -
de evitar el que se aplique una sobredosis, para ello hay que consi
derar los signon figicos correspondientes a la anestesia quirdrgica
(Pérdida del reflejo palpebral, relajacién muscular, etc.).

3. Con el dedo Indice y el pulgar de la mano izquierda(el pul
gar sobre el lado derecho de la rata), el operador localizard el co
razén en el punto de md&xima palpitacifn(cercano a la 4a, 5a y 6a -
costillas). ,

4. Hablendo localizado el corazén, la zona a puncionar serd -
limpiada con alcohol al 70%.

5, Tomando la jeringa con el pulgar y los dedos fndice y me-
dio de la mano derecha, la jeringa serd empujada lentamente dentro
de la cavidad tordxica (esto, en la zona del mayor punto de palpita
cién), en un &ngulo de aproximadamente 45°a lo largo del eje del -
cuerpo de la rata, '

Al sentir el corazdén en la punta de la aguja, la jeringa debe
r& ser empujada, una vez mas, Hay que evitar el puncionar demasiado
para no traspasar el corazén{Lo que puede ser controlado, si luego
a la puncién, la jeringa se mueve acorde a las palpitaciones al de-
jarla libre). Si lo que se hubiera penetrado es el ventriculo dere-
cho, la sangre fluir§ algo lenta; pero si el que se ha tocado es el
ventrfculo izquierdo, la sangre subiri rdpidamente a la jeringa. De
acuerdo a la velocidad con que esté subiendo la sangre a la jerin-
ga, esto limitard la recuperacién de la misma, por lo que hay que
tener cuidado de ir sacando el émbolo lo mas precavidamente posible.
Si lo que se puncionara fuera una auricula, la sangre fluird bien,
sino-sucede asf, la aguja tiene que ser rctirada v reintroducida un
poco mas retirado al punto que se puncion$ por vez primera. En caso
de que la salida de sangre sea a horbotones, esto indica aue sélo -
ha sido puncionada una vena mas grande, o que ge ha traspasado al -
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corazén.

5. Ha sido visto que el empleo del método, bien efectuado, pro
porciona aproximadamente 5 ml. de sangre en 20 segundos. Cantidades
de sangre sobre el 4% del peso corporal, han sido obtenidos sin e~
fectos serios sobre el animal. Asimismo, la obtencién de 5 ml de -
sangre, en ratas maduras, y semanalmente por ] meses; no provoca da
no alguno o aparente; o en su caso algln efecto adverso, para el a-
nimal.

Punci6n de la cola'+?r3¢4,

f.ste es uno de los métodos mas com@nmente utilizados. La téc-
nica es satisfactoria cuando sélo son requeridos pequefios voldmenes
de sangre (p.ej. 1.5 ml).

Generalmente Se punciona alguna de las venas de la cola, no im
portando el lado. Para aplicar éste procesc, no es necesario el a-
nestesiar al animal.

Al efectuar la puncidn, lo primero que habréd de hacerse, es
limpiar perfectamente la cola. Con ello se facilitard la visualiza-
cién de las venas.

Las etapas a seguir, son:

1. Colocar al animal en un recipiente, previamente calentado,
a una temperatura soportable a la mano del operador. O bien, la co-
la puede ser sumergida en agua a 45°C durante un minutce. Si la vaso
dilatacién se prefiere realizar aplicando alglin solvente, habri que
friccionar vigorosamente la zona a puncionar con una mezcla de aleco
hol al 70% y xilol. En caso de emplear por separado las soluciones;
luego de haber untado el xilol, éste deberd ser removido con una ga
sa mojada en alcohol {porque de lo contrario, es posible que se pre
senten reacciones inflamatorias y posteriores infecciones en la zo-
na).

2. Contando con una adecuada vasodilatacidn. La vena puede -~
ser cortada(Distancia de 1 mm. ¢ 2, en corte longitudinal), y la -
sangre serd recoléctada por goteo libre o con el empleo de una agu-
ja del calibre adecuado. Si lo que se ha empleado es una jeringa -
con aguja de tuberculina, &sta Gltima tendri de calibre 22 a 24 y
una longitud de media pulgada. Si la recolecciSn se aplica con la
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ayuda de la jeringa, la succibén habri de ser lo mas lenta posible
va que de lo contrario se aplicaria una presifn negativa en la vena,
lo que motivaria una éstasis sangufnea con nula recoleccién poste-
rior. )

Cuando no se desea mas, la recoleccién de sangre, se ejercera
una presicén sobre el punto de sangrado con una gasa durante el es-
pacio de un minuto.S8i es posible, la zona habrd de ser sellada con
una pieza de colodién o parafilm. Las punciones podrdn ser repeti-
das varias veces si se observaran las condiciones adecuadas al caso.

Puncién del Seno venoso-retroorbital1’4.

'n este proceso, el seno venoso, que se encuentra entre el -
globo ocular y el fondo de la cavidad orbitaria (con existencia en
todos los mamiferos), habrd de ser puncionado. Y esto ge realiza -
con el auxilio de una pipeta capilar introducida sobre el lado del
ojo (Preferentemente con una insercién en la terminal de la cavidad
orbital ubicada en la esquina interna baja del ojo derecho). La pre
via anestesia del animal facilitard el proceso.

En caso de emplear la insensibilizacifén superficial del ojo,
es recomendable el emplear cocaina al 10% o xilocafna al 2%. Ya en
la puncién, se toma la rata con la mano izquierda, colocando el iIn-
dice y el pulgar alrededor del cuello, en tantoc el grueso de la ma-
no se coloca sobre el dorso del animal. Con ‘la mano derecha se in-
troduce, aplicando una ligera presién y un movimiento de rotacién,
la punta capilar de una pipeta , en el dngulo nasal del ojo a tra-
vés de la cdpsula de Ténon. Colocada, aproximadamente de 4 a 5 mm,
de la punta en direccibén a la laringe, y si la punta ha sido pre-
viamente sumergida en heparina, se facilitard la recoleccién de san
gre. Puncionado el seno venoso y debido a que algunos vasos sangui-
neos pequefios son frigiles y se rompen, la sangre mana de la cavi-
dad orbital subiendo exponténeamente dentro de la pipeta. Retirando
la presi6n ejejrcida sobre el cuello, la mayor parte de la extrava-
sacién sangufnea también cesa. Algunos sequndos después, al pasar -
por el mismo agujero de puncidn en la cdpsula dé Tendn, la misma o~
peracién permite ¢l recuperar una cantidad igual de sangre.

Este proceso puede llevarse a cabo, en rata, durante pruebas
seriadas que tengan una larga duracidn.
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Las pipetas capilares pueden ser preparadas estirando las vie
jas pipetas Pasteur y se buscari de que el adelgazamiento sea lo
mas fino posible.

1

Corte de cola y dedos"“.

Es posible el obtener grandes cantidades de sangre mediante
el corte de la extremidad de la cola. Se pueden obtener hasta 3
ml. En caso de requerirse pequefias cantidades, con el animal anes
tesiado o inmovilizado, se pueden obtener muestras arriba de 0.2
a 0.3 ml.nor un corte en la vena de cola o© en un dedo. La sangre
deberd ser aspirada directamente del lugar.

Por el grado de dano provocado a los animales, es recomenda-
Lle el empleo preferencial de la puncién del seno venoso retroor-
4
bital”.

Exlisten otras técnicas de sangrado que son preg}sas y senci-
llas, su inconveniente es que requieren para su manejo, de un qra-
do de habilidad superior a los anteriormente mencionados. Alqunos
que requieren de incisién sobre la piel son nor ejemplo: {a) In-
cisidn ventrolateral de la nuca. La puncién se realiza en vena

9
yuqular vy el animal debe estar anestesiado’’?

; y (b) Incisién so-
bre el &rea caudo lateral de la pata trasera. Aquf, la incisi6n
se realiza para exponer la vena safena o a la femoropoliteal. -
Posterior a la toma de la muestra, la incisifn 2s snturada®’3 4,
‘A diferencia de &stas té&cnicas, recientemente, ha sido desarrolla-
da otra técnica en la que no se utiliza anesté@sico, ni ninoGn tipo
de incisi6n; bdsicamente se punciona la vena Cava translumbrar f(al
nivel de la primera vértebra lumbar). Secfin los autores, la técnica
puede ser efectuada en repetidas ocasiones a intervalos semanales
{con obtencién de voltmenes de 2 ml) con un tiempo muy corto de -
proceso (de 15 a 20 seoundos). Asimismo, se dice que la mortalidad

por punci6n es muy baja y la técnica es atraumdtica®.

En caso de requerir losmdximos posibles voldmenes de sangre,
0, que el animal vaya a ser posteriormente sacrificado, se reco-
aienda el empleo de los métodos siguientes:
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(1) Punci6n en la vena Aorta. El animal debe encontrarse anes-
tesiado. Es posible el recuperar hasta de 3 a 5 ml de sangre. De-
ber§ exponerse la porcién ventral del abdomen y del térax.

(2) Punci6n de la vena yugular, Con el animal anestesiado, se
expondrdn las venas yucgulares. Una de ellas serd ligada, la otra -
serd cortada transversalmente. Colectar la sangre de la vena cubier
ta con aceite de oliva. Podrdn obtenerse volfimenes de 4 a 7 ml.

{3) Decapitacién. El animal es anestesiado. Se separd a la ca
besa con el empleo de unas tijeras grandes. El cuerpo del animal
serd colocado posteriormente en un embudo o en el recipiente de -
colecta.

conejo. Puncién cardifca.ls3:4,
Material.

1, Conejo de aproximadamente 2 kg. de peso.

2. Alcohol etilico al 70%.

3. Tubo de centrifuga de 44 x 142 mm.

4, Jeringa estéril de 20 ml.

5. Aguja estéril con didmetro de 18, 19 v 20. La longitud va-
riard entre 1.5 a 2 pulgadas.

6. Torundas de algoddn.

7. Sujetador para conejo (Puede contarse con la ayuda de uno
o dos asistentes).

Proceso.

1. Sujeccién del conejo. Si se emplea la ayulade dos asisten-
tes, el animal es extendido boca arriba (con las extremidades delan
teras cruzadas por atréds de su cabeza y con las traseras extendi-
das y cruzadas) . Habrd de ser comprobado que el animal esté firme-
mente sujeto. En caso de no tomar en cuenta lo Gltimo mencionado, y
si el animal se moviera bruscamente al momento que la aguja se en-
cuentra dentro de su corazén, es posible que se provogue la ruptura
del mismo. El empleo de anestésico es opcional, y esto porque deben
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de considerarse los posibles efectos del anestésico (acarreado en
sangre) sobre los componentes sangufneos estudiados'. Afin, antes -
de estos, otros recomiendan al anestésico como obliqatcrioB'q; si
este fuera el hecho habrfa que elegir entre el &ter o los barbitu-
ricos (Via intravenosa, volumen de 0.4 a 0.6 ml. y a una concentra
cibn del 10%). Si el empleadp fuera &ter, tendr& que comprobarse -
continuamente los signos de anestesia; la induccibn con el solven-
te es rapida y puede alcanzarse rédpidamente da sobredosis (aln cuan
do en algunos casos, los conejos mds pequefos tardan en ser aneste-
siados). Alemds en este tipo de anestesia, el animal debe estar fir
memente sujeto debido que intenta liberarse.

2. Se puede rasurar al conejo a nivel del tSrax y en aproxi-
madamente 5 centimetros por debajo del esternén (Esto es recomenda-
ble en caso de efectuar tomas repetidas)., No necesariamente tendrd
que aplicarse tal medida al animal, puede solamente ser limpiada -
el drea con alcohol etflico al 70%.

3. Es necesario comprobar que laaguja se encuente bien fija
a la jeringa. Asfmismé, habrd de ser probado el funcionamiento de
la jeringa y la aguja por aspiracibén y expulsi6n de aire. De no po-
derse aplicar ésto (ltimo, es conveniente retirar la aquia, revisar-
la a contra luz, y desecharla si estd roma o ligeramente doblada en
su punta.

4. Habiendo establecido la zona donde el latido es mds fuerte,
localizada por los dedos pulgares e Indice de la mano izquierda; y -
para mayor precisién identificando la protuberancia xifeoidea y la Gl
tima costilla esternal a la izquierda de la linea media del animal,
colocar la jeringa en paralelo a la linea media {(con una inclinacifn
hacia abajo en un 4ngulo aproximado de 30° e insertar la punta de la
aguja con el bisel hacia arriba. Esta puncifén puede también ser efec-
tuada sobre el tercer y cuarto espaclo intercostal a medio centimetro
del esternén.

5. Con la jeringa y aguja colocados en tal posicibn, empujar -
lentamente la aguja hasta que se ha sentido la pulsacién cardfaca (lo
que puede comprobarse si al dejar la jeringa libre, se observa un no-
torio balanceo de esta). Asimismo, si el Embolo ha sido separado le-
vemente, se notard como la sangre penetra a borbotones 2n el ha- -
rril). Con un empuje rédpido en la direccidén del pulso, se -~-
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penetra al corazdén. Lentamente se saca el émboleo de la jerinma. En
caso de no obtener sanare, la acuja serd retirada y reintroducida
en una zona proxima a la opuncién anterior. Cuando la sandre comien
ze a fluir dentro del sistema, la jerinca debe estar sujeta en la
misma posicifn. Se colectarfel volumen de sancore deseado. No es re
comendable el efectuar mis de dos repeticiones, a menos que el ani
mal vaya a ser sacrificado.

6. Luego de completado el sangrado, la aquja serd sacada r&-
pidamente. Se pasard la sangre a un tubo, previo el retiro de la -
aguja y se procede a efectuar el tratamiento nosterior deseado pa-
ra la muestra sangufnea.

7. Inmediatamente, tanto la aguja y jerincga, deberdn ser la-
vadas con aqua fria, con lo cue se prevendrd su inutilizacién,

Puede recuperarse vollmenes de hasta 10 a 20 ml cada vez re-
nitiendo la puncidn cuatro veces, esto aplicado durante intervalos
semanales?.

Puncibn e incigibén de la vena marginal v arteria central de
la orejalr 3.4,

aterial y equipo.

Solamente ser&n descritas acuellas sustancias o eouipos cue
no se hubieren mencionado previamente para otro tivo d€ punciones.

1. L&mpara de calor con foco de 15 w. Alternativamente, pue-
de ser empleado el'xilol o inclusive el aplicar un frotamiento deli
cado sobre la zona.

2. Clip para papel.

3. Navaja de rasurar.

(0]
(o]

.

4. Jefinga de 10 ml con aguja de calibre

Proceso.

1. sujetar al conejo. No se requiere anestesia pero si una -
buena sujeccidn.
2. Rasurar la piel sobre.la vena marginal interna de la ore-

ja a elegir. Puede cmplearse la otra oreja, pero es aconsejable -
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que se le reserve para inyecciones intravenosas.,

3, Es necesario que para efectuar un sanagrado sucesivo la ve:
na se encuentre dilatada. Esto se logrard aplicando calor con el -
foco sobre la superficie interna de la oreja, o bien, con el frota
miento vigoroso de una casa mojada c¢on xilol., Preferiblemente de-
beran emplearse el calor al xilol, debido a cgue este (ltimo dafa -~
al tejido epitelial. Si no fuera posible contar con la ldmpara, pa
ra evitar posibles datos al tejidc , vostericr a la aplicacién del
xilol,la zona serd limpiada con alcohol al 70 %.

4. Durante la puncién en la vena de la oreja, para consecuir
buenos resultados en la recuperacién de sangre, habr& de comprimir
se los vasos en la base de la oreja con la ayuda de los dedos In-
dice y puloar, Se coloca la aguija con el bisel hacia arriba v se -
aplica la venimuntura a lo larqgo de la misma. Habrd cue cuidarse -
cue el animal esté bien sujeto, porque de lo contrario, se zafard.
(Cuando realize varias punciones, éstas deben ser aplicadas de la
punta de la oreja hacia la base de la misma). En el momento que la
sangre fluye hacia el barril, la aspiracién eiercida deberd ser =
lenta y con ello se prevendrd €] colapsamiento de la vena sobre la
apertura de la aguja. En algunas ocasioneg, una delicada rotacibn -
de la jeringa ayuda a prevenir que la vena se colapse,

Los pasos antertores también son aplicables en caso de pun-
cionar la arteria central de la oreja.

BEs posible la recoleccién de 10 ml empleando las agujas ade-
cuadas y ademds mojé&ndolas previamente con aceite de oliva por den
tvo. Para la obtencién (en caso de querer recuneracién del suero)
de al menos 5 ml, en venas auriculares sin la oclusién de vasos, -
pueden obtenerse por lo menes 3 veces cada semanad |,

5. En caso de realizar un corte para la obtencifn de sangre,
primeramente habré de dilatarse a los vasos sanguineos, posterior-
mente los vasos a tratar serdn oclufdos empleando los dedos pdlqar
e Indice. Se aplicard una incisi6én longitudinal de 2 a 3 mm en la
vena mediante un corte rdpido (no deberd hacerse un corte trans-
versal, porgue se provocarfa la ruptura de la vena). La sangre flui
r8 libremente a través de la capa de grasa (colocada previamente) y

las gotas serdn recolectadas en un tubo de centrifuga. Los volfme-
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nes recuperados varfan de 40 6 50 ml, dependiendd de la experiencia
del operador. En caso de gue el flujo cesara, puede reiniciarse -
este aplicandoun ligero golpe en la vena, cercano a la cabeza. La
obtencién de un volumen deseado. esta en bage a la tranquilidad -
del animal. , ’ ’

6. Para los dos casos (puncifn e incisidn de la oreja), tan
pronto, como la cantidad deseada haya sido obtenida, cologue una pe
quefla pieza de algoddn sobre el drea (8sto se facilita con los cde-
dos pulgar e {ndice y posteriormente puede ser aplicado un clip en
caso de&&ue no pare el sangrado). Posteriormente, se remueve la nre
8i6n de 15 a 30 minutos mds tarde, v no deberd pasarse el tiempo de
presién mds de 2 6 3 horas (si se empleara el clip) debido a que ro
dria provocar una isquemia local con la subsecuente necrosis del te
jico. .

Otros sigtemas de f&cil aplicacién, para la obtencién de -
sangre de manera mis rdpida y eficiente; vya han sido adaptados deven
diendo de la cantidad de trabajo por efectuar..Un ejemplo de ello lo
es de utilizar una trampa de vacio, aplicada sobre una incisién en
vena marginal. ¥ con ello es posible la obtencién de hasta 50 ml. en
pocos minutos.

Tipos de Inoculacidn.
Introduccibn.

Es importante el tener un conocimiento acerca del tipo de ad-
ministracidn de fluidos para cada animal, dependiendo del estudio al
que este se encuentre sometido. En los puntos tratados a continuacién,
s6lo se han involucrado aguellos animales m&s utilizados en el labo-
ratorio de Bioquimica de Sistemas . Asimismo, cada via utilizada serd
especificada cuando esta sea aplicable tanto a la rata como al conejo,

asf como las explicaciones que cada caso recuiera.
Administraci6n de fluidos por el tracto digestivo. RataZ.
Existen dos formas:

a) Instalacidén el la boca y/o cavidad bucal. La administra- -
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ci6n de flufdo por este medio es atraumdtica y requiere de poco -
esfuerzo. ‘

b) Instalacién via tubo estomacal. Para el caso,vuede ser ele
gido el emplear un tubo esofdgico hecho de una cénula de diémetro
apropiado o, mediante el empleo de una aguja calibre 15-16 previa-
mente despuntada y doblada acorde al tubo esofdcgico. Se sujeta fir
memente a la rata de tal forma que quede con el térax pegado a la
mesa, y por el espacio interdental se hace pasar el tubo de caso.
Cuando se sienta un aflojamiento notorio, el flufdo puede ser des-
cargado.

Administracib6nde flufdos por la via parenteral‘.

Variados son los cuidados que se necesitan considerar cuando
se hace uso de tal via de administracién. En primer lugar todo lo
que se vaya a inyectar, debe encontrarse estéril v,este,es el mis-
mo casoc para los implementos pour utilizar. Las dreas de la piel a
tratar, deberdn ser limpiadas previamente con etanol al 70%.

Durante el llenado de la jeringa habri que evitar el cue se -
introduzcan burbujas de aire, dado gue una vez administradas en el
animal,es posible el vrovocar un embolismo aérec. Porlo anterior,
posterior al llenade de la jeringa, colocado verticalmente el ba-
rril con el bisel hacia arribny ce desalojard cualguier aire atrava-—
do mediante el movimiento ejercido sobre el &mbolo. Deberd cuidar
se que el aire permanezca en el orificio de la aguja (con lo que se
evitard la descarga del fluido al aire ), luego con la jeringa in-
mévil en la misma posicidn, se colocarid un pedazo de gasa o alao-

dén en la punta,y se eliminaran a las burbujas de aire.

En casc de que la via de inveccién requiera de una aguja de ca
libre pequefio, el llenado de la jerinca es mis sencillo de realizar
si se emplea una aguja de calibre mis grande (por ejemplo: calibre
20) de longitud apropiado para el recipiente que contiene el mate-
rial a ser inyectado.

1. Jeringa estéril. El tamano de €sta dependerd de la canti-
dad de material a ser inyectado y de la precisién volumétrica cue
se desee inyectar. El tamafio de la agquija serd establecida en fun-~

+
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cién del animal y dependiendo de la vfa de administracién. Es ne
cesario comprobar el buen estado de las agujas.

2. Alcohol etflico al 70¢%,
3. Torundas de algod6n o.trozos de gasa.

Via Intravenosa.

La administraci6én de flufdos por medio de esta via, para el
caso de las ratas, generalmente se efectuard de la misma manera
que se indica para la obtencién de sangre. El caso también es -
aplicado en la administracién de flufdos en conejo, en las venas
marginales de las orejas. Para las ratas, no todos los lugares
mencionados para la obtenci6n de sangre son iddneos para la admi--
nistracién de flufdos; solamente dos son las vfas mas .comunmente
empleadas3: {a) Venas de la cola, En donde el empleo de una aguja,
calibre 26 de 5/8 de pulgada,facilita el proceso y (b) Inyeccién

via la vena Peneal1’2’4

. El cual no solo es un proceso aplicable

a ratas, sino que también lo es para cuyes. Por esta via pueden
administrarse de 1.3 a 1.5 ml en volumen de una solucién para una
rata de aproximadamente 500 g de peso, volfimen2s menores van en
funcién del peso del animal. El calibre de la aguja serd seleccio-
rado de preferencia con nmero 30. En este tip) de administracidn
es conveniente que el animal se encuentre anestesiado, lo cue no

es obligatorio para los conejos.

Existen otras vias de inyeccidn en venas no muy comfinmente
empleadas, y esto se debe a que la mayorfa de ellas requiere de
la exposici6én de las venas mediante incisiones. El caso es apli-
cado para los tipos de animales ya mencionados.

BEs recomendable que al estar administrando la solucién, sea
comprobado que la aguja se encuentra dentro de la vena y esto serd
visualizado f&cilmente porque de no ser asi, el liquido generard
una ampolla o palldez de la zona. La administracién de los fluf-
dos deberd realizarse de la forma mas lenta posiﬁle y en direccidn
del flujo sanguineo.

Via Subcutdnea e intracuténea"J.
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El tipo de via aqui mencionado, es muy Gtil para la adminis-
tracidén de sustancias oleosas y, afin es mas impoxrtante cuando lo
aue se requiere es que la absorcidn del material inyectado sea -
lenta y gradual. Es una via (til para estudios de diaanSstico en
donde la respuesta superficial al lugar de la inyeccifn, es el -
narimetro a medir.

Es una vfa aplicable a todos los animales de laboratorio -
{rata, ratén, cuye, conejo, etc)’.

Material y equipo.

1. Aguja v jeringa estériles. El calibre de la aouja esta
determinado por el tipu de animal v el ranco es de 1/2 a 5/8 de
pulqada de longitud. El calibre 22 es el recomendado en conejos:
el 24 para cuyes, ratas y ratén. Estos calibres v lonaitudes en
agujas son aplicables en caso de la via subcutédnea, porque nara
la intracutdnea, la variacién es calibre 24 para conejos; el 26

para cuyes, ratas y ratones.

2. Tijeras.

3. EBEquipo de rasurar o depilar,

Proceso.

1. OQuitar el pelo del drea. Si es preciso se rasurard a
la zona o se le depilari.

2. Sostener al animal devnendiendo de la zona a invectar,
desinfectarla y aplicar la sustancia de acuerdo a la ruta de admi-
nistracién seleccionada:

Inyeccién subcuténea. Con el pulagar y el indice de la mano
izquierda,se toma una parte de piel. Con la mano derecha,se in--
serta, tanto como sea posible, la acuja debajo de la piel sin -~
traspasarla. De preferencia,debe de efectuarse en paralelo al -
misculo que se encuentre por debajo. Se inyecta al material v pos

g

teriormente la aguja serd sacada inmediatamente.

Inyeccibn intracutfnea. Extender la piel entre el pulgar vy
el Indice de la mano izquierda. Con la derecha tomar la jeringa
en un dnqulo aproximado a los 30°de la superficie de la piel -
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{el bisel deberd encontrarse hacia arriba). Insertar la punta de
la aguja justamente sobre la capa de la piel externa. Posterior-
mente bajar la jerinsa a una posicidén casi paralela a la superfi-
cie de la piel,e insertar la aguja en aproximadamente 1 mm poste-
rior al bisel. El contenido habréd que ser invectado lentamente,
Finalmente, sacar la aguja rdpidamente. Si el material ha sido
depositado dentro de la piel, existird la formacidén de una pegue-
Aa burbuja.

Un lucar utilizado comlnmente para la administracidn subcu-
ténea de fluidos, lo es la inveccidn en las plantas de los pies1.
Se emplea para conejo, cuye, rata y ratén. Fl lugqar de la inocu-
lacifn estd§ al nivel de las plantas traseras de sus natas. Se
aplica primeramente una desinfeccién de la zona a inocular, y se
introduce la aguja teniendo el cuidado de no lesionar los metatar-
siales. En el conejo,la penetracién de la aguia se sitfia en el
centro de la nata; en ratones, ratas y cuyes la insercién de la
aauja debe de efectuarse entre los dedogs de l1s patas. El mate--
rial ser§ inyectado muy lentamente. A los cuves es posible admi-
nistrarles hasta un méxime de 0.1 ml, lo que es similar para las
ratas; pero para los ratones solo se les puede administrar 0.025
ml por planta del pie. Dada que la via de inyeccién vor esta ruta,
a menudo causa la intranguilidad del animal debido a la hinchaz6n
0 1nflamacién, es deseable el tener a los animales en un lugar -~
confortable. No debe administrarse solucidén alouna, empleando es-
ta via,en las patas delanteras; va que el animal las emplea para
su arreglo y alimentacidn.

Via Intraperitoneal.

La via es muy @itil cuando se requiere aque el material invec
tado sea répidamente metabolizado. (En aproximadamente 15 minutcs
posteriores a la inyeccifn). La via, de ser anlicada correctamen
te, cs inocua y aplicable para conejo, rata, ratén y cuye. Poco
volumen puede ser administrado pof tal ruta (de 3 a 5 ml en ratén
y de 15 a 25 nl en rata).
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Material y equipo.

1. Aguja y jeringa estériles. Calibre 22 y de 1/2 pulgadas
de longitud.

2. Empleo de un sujetador de animales, o la asistencia de
una persona.

Proceso,

1. Cualquiera que sea el caso, (empleo de un sujetador o
ayuda de un asistente), el animal debe tener las piernas traseras
elevadas, 1o cual nermitird cue los intestinos se muevan hacia el
t6rax. E1 animal puede ser colocado verticalmente, cabeza abaio,

y con el abdomen hacia-afuera.

2. Desinfectar el irea, y se aplica un '"pellizco", lo ague

elevard la zona para inocular.

3. Insertar la aguja unos 30°de &nculo respecto a la super
ficie de la piel. En este mismo momento colocar la jeringa en an-
gulo derecho ripidamente. Se empuja a la acuja dentro de la cavi-
dad peritoneal. Cuando exista un ceso de resistencia contra la
aaquja, es un adecuado nivel de penetracidn lo cue se ha realizado,
posterior a.ello hay que retraer ligeramente la aguja con lo aue
la posibilidad de aplicar la inyeccién dentro del intestino es re-
ducida. Por dltimo, el material seri inyectado, y luego,la aquija
tendrd que ser sacada répidamente,

via Intramuscular.

Esta es una via de administracién muy utilizada en funcién
de las caracteristicas de densidad del tejido. Aagui solamente -
pueden seyr invectados pocos volumenes. La absorcidn de los flufdos por
tal via es baja (de 45 minutos a una hora para la mavoria de los
fluidos). Las dreas mas comunes a inyectar son: la musculatura
gruesa de las piernas traseras, el drea mas glutea y los mfisculos
del biceps,

Cuando se aplica esta ruta de administracién de flufdos, con
el fin de no tocar algfin vaso sanguineo, es comn el retirar lige-
ramente el émbolo antes de inocular la solucibn, con lo que se -



-1 35~

comprobard la no aspiracifin de sanqre. Asimismo, al rnomento de
inyectar, habri de evitarse el que se lastime a algtin hueso. Al
introducir la aguja en el drea seleccionada,hay cue orientar la
punta en sentido de las estriaciones muschlares (de lo contrario,

si el animal llegara a moverse, se le provocaria un desgarre),

Aparte de las vias discutidas anteriormente, existen algunas
otras gque son aplicables y (tiles dependiendo de lo recuerido por
3,4

.- Alau-
nos ejemplos son: (a) Via conjuntival. Donde se administra el

administrar, asi como de las caracteristicas del animal

fluido sobre la c6rnea empleando una jeringa de tuberculina o una
pipeta (b} Via intraocular. Inmovilizado el animal, se le inyec~
ta en la c&mara anterior del ojo; (c} Via intracerebral. La que
comfinmente se realiza con el emplec de un mandril., (d} Otras.
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Capitulo IV, Apéndice 4. Técnicas quir@rgicas.

Para realizar estudios a nivel fisiolégico es necesario con=-
tar con herramientas de trabajo itiles para la obtencién de resul-
tados demostrativog y confiables. Las técnicas auirfirgicas no pue-
den ser la excepcién dentro de dichas necesidades, si no que mis -
bien son parte integral de las investigaciones por realizar. El em
pleo de estas técnicas es aplicable, porque ya existe una metodolo

¢ia para el manejo de los animales de laboratorio durante estos ca
sog 1123,

Al efectuar un estudio en el que la cirugfa es un importante
‘proceso, esto implica el manejar conceptos bien definidos. Sobré
todo, nada de lo que se haca debe dejarse sin ser tomado en cuenta,
o dejarse a la memoria. Por ello, los puntos que a continuacifn se
rén tratados, es necesario el tenerlos presente siemprels2,

1) Anotaciones e identificacién. Dentro de este-punto habran
de considerarse todas aquellas anotaciones (detalladas y vrecisas)

de la historia preoperativa, operativa y postoperativa para cada -
animal,

Un adecuado record incluye espacio para las caracterf{sticas
de identificacitn (raza, color, tamafo, sexo) del animal, asf como
otros datos proporcionados y su fuente de suplemento. Debe ser ano
tado lo cor}espondiente al examen preoperativo, con un espacio que
remargue los cuidados durante la etapa asi como lo observado. Serd
involucrada una amplia descripcifn del tipo, cantidad y fuente de
la anestesia. A continuacidén se mencionard de forma detallada, 1la
descripeifn de la operacibn. Todos los resultados internos que apa
recen al momento deben ser reaistrados; esto mismo debe ser hecho
para el tipo, cantidad y el tiempo de administracién de cualquier
anestésico adicional, flufdos, sangre, y'otros medicamentos..Pue—
de ser incluida la condiciSn del animal, al final de la operacidn.

Ademds .. puede dejarse si se desea un espacio para dibujos, datos
etc.

Una seccifén final para el cuidado postoperativo y las obser-
vaciones, proveen un espacjio Optimo para anotar datos sobre alimen
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tacibn, eliminacidn, cambios de peso, conducta, y otros resultados
obtenidos durante el recobramiento de la anestesia y el periodo -
postoperativo inmediato. Pueden anexarse pdcinas adicionales para
proporcionar posteriores estudios y datos. El estado f£inal en que
se encuentra el animal, ademds de los resultados a la necropsia en

caso de realizarse completos, deben de ser registrados.

pPor otro lado, serd anexada una tarjeta con la identifica-
¢i6én, de cada animal, en cada caja. En ella se anotard el nombre -
o nGmero del animal, el nombre de la persona que estd realizando -
la investigacién (o el nfinero del equipo de trabaijo), v una amplia
descripcitn concerniente al animal. Esto es necesario, porque pre~
viene la mezcla de animales; o por otro lado, en ausencia de la
{s) persona (s), otros en el laboratorio tendrdn suficiente infor-
macifn para actuar completa e intelicentemente por si el animal re
quiere alglGn cuidado de emergencia. Si las tarjetas por el uso ~--
constante y el tiempo, se maltratan; é&sto debe ser prevenido me-i-
diante una comprobacifn regqular de las mismas.

No debe olvidarse, ademds, el marcado Sptimo de los animales*

2) Examen Preoperativo.

~ Con la finalidad de obtener resultados uniformes y vilidos,
los animales empleados deben encontrarse en el mejor estado de sa-
lud posible.

- El examen fisico preoperativo inicia con la evaluacién de
la apariencia externa del animal (p. ej. su pelo). Su conducta de-
be ser normal. Al tocar su piel, esta debe encontrarse firme y de-
licada. (Por lo consiguiente, las membranas mucosas deben presentar
una coloracién propia e hidratada). Deben evaluarse las caracteris-
ticas del m@scule interno, ademds del contenido grase que se sncuen
treen é1. Asfmismo hay que correlacionar el peso medido del animal
su pulso, su respiracifén y su temperatura rectal.

- Para losvprocesos quirdrgicos, es preferible emplear anima-
les j6venes, debido a que en ocasiones la mayor sensibilidad hacia
log anestésicos va acorde a la edad, adem&s de otros problemas co-
mo: degeneracidnrenal y hepdtica, etc.

* Ver lo corradpondientd a marcaje de animidles de este manual.
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—~ Hay que considerar que las especies de animales roedores --
manifiestan un fuerte stress emocional y subsecuentes campios “1-

siolSgicos, sélo poraue se les transporta o maneija, ademds, de cue
recienten los cambios en los alojamientos v la alimentacién. Por -
lo aque es prédctica general, el reducir tal stress a un minimo, per
mitiéndole a los animales un periode de adaptacién antes del pro-

cesoc quirfirgico.

- E1 alojamiento debe encontrarse en 6ptimas condiciones, -
por lo que hay que evitar la presencia de heces en las cajas de -
alojamiento. _ '

- Aparte del exXamen preoperativo de los animales, es menes-~
ter efectuar un examen preoperativo del material a emplear durante
la cirugia. lojas de bisturf de uso general v nuevas, mandos de -
bisturi, tijeras (rectas, curvas, de punta), sevaradores, pinzas
de diseccibn, agujas de sutura cirvas y rectas, porta aqgujas, pin-—
zas de hemostasis, etc.; asimismo, se reaquiere de una mesa o luqar
de trabajo, de un lucar donde se esterilize al material (autoclave),
asi como es necesario contar con unidades con las cuales nuedan -
aplicarse cuidados intensivos (Medios intravenosos para la adminis
tracién de flufdos, elementos de calentamiento, etc.). El &rea pa-
ra la cirugia debe ser completamente dedicada a ello (Hay aue con-
tar con agua fria,caliente y ademds de soluciones antisépticas ade
cuadas al caso, etc.).

Antes de efectuar la cirugifa, es importante el ‘establecer un
protocolo de operacién:

(a) Preparacién de instrumentos. Para la limoieza es necesa-
rio el empleo de detergente, de aplicar lavado mecdnico {(con Ya po
sibilidad de aplicar radiaciones con luz ultravileta) enjuacar,
marcar el material (con indicador y fecha) vy esterilizar(a 125°C,
durante 15 min. y al5 6 20 psi).

(b) Preparacifén del animal. Para lo que se aplicdar&como si-
gue: limpieza del lugar a tratar quirdrgicamente, asepsia, secado
de la piel, induccién a la anestesia - en caso de emplear alqGn -
tranguilizante o preanestésico -, transferencia del animal al lu-
gar de la operacifn con una aplicacién final de soluciSn yodado, Yy
preparacibn del operador para efectuar la ciruaia.
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(c) Prevaraci6bn de la cirugfa. Emplear quantes, cubrebocas -
asi como aplicar un adecuado lavado de brazos.

(d) Preparacién del animal en el lugar de la operacién. Se -
efectuard una cuberFura total del cuerpo del animal excento del lu
gar de la cirugfa. En este punto son colocados los implementos oui
rirgicos en la charola.

- Dentro del &rea donde ha de efectuarse la operacifn, hav -
que controlar todo lo relacionado con la infeccifn, por lo cue hay
que tomar en cuenta el movimiento de las personas dentro del drea

para evitar corrientes de aire,

Para efectuar una Sptima curacidn de heridas, hay considera-
‘ciones que tienen que ser manejadas. P. ej: Hay que tener delicade
za en el manejo del tejido, asepsia durante el proceso, una adecua
da hemostasis vy un sellado apropiado de la piel mediante un correc
to patrén de sutura. :

Como apoyo a todo lo que habrd de ser efectuado, hav que re-
tirar la hemorragia antes de suturar. En caso de requerir suturar,
ligar o cerrar algGn 6rgano interno o miisculo, habrd de trabajarse
con catgut, ya que el uso de este material se hace ideal porque es
absorbible; pero no deberd ser manejado para la piel, ya cue gene-
ra abcesos, Para esta Gltima, la seda es el material de caso y co-
mo no es absorbible tendrd que ser retirada posteriormente.

Para seleccionar el tipo de catqut, es necesario considerar
sus caracteristicas de longitud de tensién acdorde a su tamafo. Lo
hay desde 0000000 a 7. P. ej. El tamafio 00 tiene una longitud ten-
sional m&s grande de 5 1b.,la longitud de tensidSn varia en dias de
acuerdo al tamano. En el caso del hilo seda, este presenta carac-
teristicas comparables al catqut.

El catgut proviene de la submucosa intestinal del ovino; lo
que en el caso del hilo seda, éste es obtenido del gqusano de seda.

Una sutura &Sptima requiere de un conocimiento previo de los
diversos tipos de nudos existentes, ademds de las diferentes pa-

trones de sutura.

Las formas mds comunes de anudar en cirugfa de animales son:
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1) El nudo efectuado mediante instrumentos, 2) el nudo aplicado --
con una mano y 3) el nudo realizado a dos manos, para elaborar un
buen anudado, se requerir& un cierto arado de experiencia* En t&r-
minos generales, €éste no debe ser aplicado con exceso al mdximo de
longitud de tensi6n de la sutura; asimismo, no deber&n unirse a -
las dos superficies opuestas tan fuertes cue comprometa a alaunos
vasos sancuineos; postericor al primer tir6n, hav que mantener la
tracecibén para que el nudo no se deshanga. Todos los nudos deben es-
tar bien hechos y colocades uno junto al otro para prevenir los pos
teriores desnudémientos.

- Terapia de remplazamiento de fluidos. Estas es una etapa -
aque no debe descuidarse, tiene que ser considerada durante las fa-
ses preoperativa; operativa y posterativa. Cuando se aplica la te-
rapia, lo Gnico gue varia es la via de administracién en funcién -
de los fluidos,asimismo,el criterio con gue tiene que ser afectua-
da se d4 por: signos fisicos manifiestos por pérdida de agua cor-
poral, electrolitos o sanare; cambios en la temperatu%a cornoral;
en la pliabilidad de la piel (deshidratacién); en el pulso; en la
presién sanguinéa y en el color de las membranas mucosas; asi como
en la velocidad de respiracién; en la cantidad de &dema subcut&-
neo; y en la velocidad de excrecién urinaria. En suma, la conside-
racién de los siqgnos clinicos presentes en el animal, podrin con-
ducir hacia una correcta terapia de fluidos**.

Dade que en animales de laboratorio es aeneralmente dificil
administrar una terapia de fluidos por via intravenosa; la via mas
empleada es la subcutdnea. Por este iltimo medio, no deben ser ad-
ministradas las soluciones hiperténicas, ya que producirdn serios
efectos deshidratantes. Por otro lado, una solucién sin un electro
lito extracelular, tal como la dextrosa al 5% en acua, provocari -

* En caso de requerir de mayor informaciéh al respecto, asi como el
observar mediante esquemas los diferentes patrones involucrades,
se recomienda el dirigirse a la fuente original.

**Es recomendable que para el caso, sea consultada la referencia o-

riginal.
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un movimiento de iones Sodio desde los tejidos intersticiales., Si
el animal presentara un estadc de baja de la concentraci6n de sal,
la baja adicional provocéré shock o muerte.

3) Cuidados durante la operacién'.

- Preparacién del campo coperativeo. Para quitar el pelo puede
ser empleado un depilador adecuado. Asimismo el drea depilada debe
ser amplia y posteriormente desinfectada.

- Para prevenir la pérdida de calor en los animales, éstos =
habrén de ser envueltos luego de la cirugia, con ello seri evitada
una pérdida brusca de la temperatura corporal.

- Posterior a la sutura de piel, es necesario aplicar una -
presién a lo largo de la incisién, de por lo menos tres minutos. -
Esto se hace debido a gue durante la suturacién, la aguja punciona
a menudo vases sanguineos pequefos los aue provecan el sangrado ==~
subcutdneo, que por lo general forma pozos peaqueros en cada punto
de sutura. En caso de cue &stos se presentaran, no habria un adecua
do sellado y la consecuencia seria una fuente infecciosa con un --
probable desarrollo amplio. Para evitar tal situacidn habrd qgue co
locar una toalla enrrollada o un pedazo de gasa, y presionar sobre
la incisién; iniciando del punto inicial al final. Con tres minutos
se evitard que haya coagulacién en los peguenos puntos de sangrado.
" Cualquier rastro de sangre o de liquidos tisulares que permanezcan
en la zona, deben ser inmediatamente lavados con solucién salina -
estéril.

El empleo de vendajes, luego de efectuada una incisién abdo-
minal, proveerd presifn y soporte; lo cual serdi (til para proteger
la zona. ‘

4) Cuidados pos;opefatorios.

Inmediatamente después de vendado el animal, hay gue aplicar
lag medidas necesarias para evitar las infecciones (administracién
de antibibéticos) y las de analgesia postoperatoria (el analaoésico -
de caso).

Si, posterior a los tratamientos preventivos, se coloca al a-
nimal en su caja; hay que tener la seaquridad de cue él estard cémo-
do, no hay que obligarlo a que se coloque.

- Es necegsario el tener a la mano las soluclones del caso(so-
luci6n salina figiol8gica, solucidn glucosada, etc.), asi como una
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fuente de calor (con el posible empleo de una lidrmpara de 100 watts),

- Existe la necesidad de comnrobar la frecuencia con la aue
habrdn de ser administrados los antibi6ticos, los analaésicos, v
los flufdos de teravia con electrolitos.

- Diariamente hav aque revisar la zona intervenida y proceder
a limpiarla y desinfectarla.

- Al quinto o sextoc dia (dependiendo de como esté recunerada
la zona), hay que cuitar los vuntos de sutura con la avuda de tije
ras de punta, Si a éstas se les dejara por mas tiempo, lo aue no-
dria presentarse posteriormente,serian abcesos. En caso de separa-
cién de tejidos, luego de haber sido suturados, hay que aplicar -
vendoletes en la zona hasta una total recuperacifn(siempre y cuan-
do los tejidos no se encuentren completamente abiertos; para tal -
caso, es necesario abrir nuevamente v volver a suturar).

Todas las medidas vrecautorias anteriormente mencionadas, --
pueden ser retiradas al momento en que se observe que la zona se -

encuentra totalmente sana.
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Capftulo IV. Apéndice 5. Preanestésicos, anestésicos y complicacio

nes anestésicas.

Introduccién.

Para realizar un experimento en el gue se recuiere cirugia,
es fundamental el conocer todo lo relacionado a las etapas pre, v
postanestésicas. Por lo que, los puntos siquientes darfin un pano-
rama de lo que es necesarlo considerar durante tales etapas.,

Preanestésicos. Razones cientificag y humanas inducen a aue
sea necesario el administrar anestésicos, analeésicos v tranauili-
zantes adecuados a los animales de laboratorio. Los relajantes mus
culares v otros preanesté@sidos pueden ser usados nara alqunas ciru
gfas, pero deberén ser utilizados en conjunto con drocas conocidas
de producir una Sptima analgesia.

Especificamente, los preanestésicos son usados en animales de
laboratorio por las razones siquientes: facilitar su tranquilidad
debida al temor; -reducir el dolor e inconformidady llevar a cabo -
procesos menores tales como: caterizacidn urinaria, minimizar sali-
vacidn o una respuesta del reflejo vagal (tales como larincoespas-
mos durante una intubacién endotragueal), reduccién del anestésico
agenetral a emplear (por potenciacién de su efecto, etc.).

Anestésicos. Existen muchos nrocesos menores que pueden ser -
llevados dolorosamente con agrandes dosis de preanestésicos, los a-
nestésicos son requeridos para cirugfa mavor. Si la inmovilizacién
no es necesaria, esto es hecho mas ficil v mas satisfactorio admi-
nistrando s6lo los anestésicos para inducir inconsciencia en el a-
nimal.

Independientemente de cual sea el caso del empleo de un anes
tégico, lo que si es importante; es conocer que efectos provoca, -
por lo que de manera resumida, éstos son mostrados como a continuz

cibn se indica:
Estados de la Anestesia!.

1. Embriagamiento y analgesia. Un estado en el gue el paciezn-
te adn se encuentra inconsciente y puede tdlerar procesos dolorozws
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medios; el estado termina por una pérdida de la conciencia. Es im-
portante el destacar, que durante una "analgesia nor &ter", es po-
sible regresar del estado III al estado de la analgesia y por lo -

cual s6lo manos hédbiles pueden realizar tal cirudia.

II. Delirio o excitacién. Durante esta etana la respiracién
es irreqular, con gran actividad motora, sicnos de descarga simpé-
tica general y susceptibilidad a estimulos externos. El estado ter-

mina cuando se presenta la relajacidn.

III. Anestesia quirfirgica. En este estado hay una baja proqre
siva de reflejos v depresién de las funciones vitales. Esta etava
a su vez, se eacuentradividida en cuatro planos:

Plano 1: Hay relajacibn, respiracidén regular, disminucifén del
tamafio pupilar, asf como desaparicién de los reflejos oculares. Es-
te plano es adecuado para procesoes que no reguieren de una relaja-
cién muscular marcada (torixica, neuroquirirgica, tiroidea, vesi-
culares, hernias).

Plano 2. Hay una relajacién marcada con respiracién lenta,
as{ como un cese de movimientos oculares. Este nlano es adecuado
para efectuar cirugfas,que requieran de relajacifén moderada e inhi-
bicién de los reflejos faringeos, peritoneales, y otros {cirugia
abdominal, garganta, coyunturas).

Plano 3., Durante este plano se acentuan los signos del plano
2, por lo que es el necesitado para algunas fases de cirugia abdo-
minal superior.

Plano 4. La respiracidén es enteramente diafragmitica y estd
dada solamente por puros mdsculos accesorics, las pupilas se encuen
tran ampliamente dilatadas; existe un peligro de colapso circulato-
rio y respiratorio,

IV. Paro Bulbar. En esta etapa la respiracién est§ detenida,
pero la pardlisis medular usualmente es reversible con respiracifn
artificlal y una redistribucifn del anestésico por todo el cuerpo.

En adicifn a todos los signos mencionados anteriormente, exis
ten otros exfmenes necesarigs que son de ayuda al anestesista, de
los cuales algunos gon: monitoreo de la presifn sangufnea y de la
regpiracién, electroencefalograma, etc.
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