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CAPITULO I. PRINCIPIOS GENERALES. 

I. l. Introducción. 

La ccítedra de Bioquímica de Sistemas, como parte integral 

de la formación del Químico Farmaceútico Biólogo, presenta carac

terísticas que no sólo pueden ser. transmitidas, sino aue además; 

es parte de toda una ciencia que involucra hechos que tienden a 

ser verificados y/o demostrados. Es precisamente por lo último, 

por· 10 que la materia en s! Fomenta o activa inquietudes con ten

dencia a la investigación cientif l'.ca, y las cuales de alquna for

ma tienen que sei: orientadas con un fin específico y adecuado. 

En bioquímica, como· en toda ciencia experimental, la modifi

cación o alteración experimental del organismo o tejido que se 

estudia, canaliza hacia aproximaciones durante el esturHo de los 

eventos fisiológicos o metabólicos. 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

:lanza práctica de la cátedra ya mencionada. 

Los modelos experimentales, como aproximaciones a los verda

deros sistemas existentes, presentan ca.racterísticas c¡ue los ubi

can como selectos de acuerdo al estudio para el que se reauiernn. 

Esto es, por ser modelos trazados de acuerdo a lo que el invcs ti

gador desea estudiar, presentan C1l.gunas variantes que siemrire tie 

nen que ser consideradas. Por ello se ha descrito (Whi te, 197 O) 

una serie de niveles de organización de estos modelos experiMr:nt.:2 

les,· los cuales pueden mostrarse a continuación (en orden de im

portancia en sentido decreciente). 

El organismo intacto: su empleo es muy común debido a auc las 

velocidades o cambios de las sustancias que llegan y salen de un 

tejido dado, se afectan o modifican por las actividades de otros 

tejidos. El probl erna de emplear tal modelo, es c!lle en un animal 

intacto surgen muchas dHicultades experimentales dado que en él 

se verifican muchos procesos a la vez. Por lo cual, el empleo de 

una gran diversidad de técnicas exploratorias permitirá estable-
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cer los cambios.dados de acuerdo al estudio efectuado. De éstos tll

timos hay ejemplares tales como:A<l'llinistración de alqeín tipo de 

metabolito marcado de tal fin que se pueda estudiar su distribu

ción, empleo de procedimientos . (luinírgicos con acceso a algunos 

tejidos internos, escisiones parciales o completas de alqCín orna

no o tejido, etc. 

- En la Perfusión de un órgano o extremidad aislados. llún 

cuando aquí puedan perderse algunos rnecanismcs requlares que ac ttfo 11 

sobre el órgano o la extremidad en su estado normal, tales expe

rimentos s~ han empleado ampliamente para la determinación de los 

órganos en que ocurre U'.'a reacción particular y, en el estudio de 

los productos de que se pueden formar en un órgano despu6s de a;a

dir un precursor dado al fluído de perf:usi6n. 

En un órgano seccionado: Mediante cortes f:inos de tejidos u 

órganos, es posible la obtención de l~rninillas que pueden ser con

servadas por horas en medios líquidos y gaseosos especiales. Atln 

cuando algunos sucesosse desviarán de los normales, éstas técnicas 

han demostrado ser de una gran utilidad debido a la simplicidad de 

las operaciones experimentales subsiguientes. 

- Posterior a la desmenuzación mecánica del tejido, aún exis

te un nivel mas bajo de organización y por medio de este proceso 

es posible separar por centrifugación diferencial diversas estruc

turas particulares de la C:élula-Núcleos, mitocondrias y microso

mas-, además agregando sustractos adecuados puede ser detérminado 

en cada una de éstas fracciones celulares la presencia o ausencia 

de una actividad enzimática dada. 

El nivel más bajo de organización es el de la enzima en so

luci6n. Puede considerarse como un paso importante debido a que la 

información obtenida con esta y otras técnicas ha podido ayudar al 

establecimiento del conocimiento actual del metabolismo. 

En el presente manual se consideran los dos aspee tos fundamen 

tales en el de~arrollo óptimo de los p:¡;-ocesosexperimentales: Su a~ 

pecto te6rico y su aspecto práctico. En los dos primeros cap1'.tulos 
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se sient~n las bases para el apoyo, el diseño y la conformación 

de los modelos e>:perimentales. Es en ellos donde radica el víncu

lo enseñanza-aprendizaje, por que de ahí derivarél'.n los resul tar'los 

6ptimos a obtener en el empleo de los modelos experimentales de 

caso. Presumiéndose que las bases reales para la estructuración de 

la secuencia por realizar en los modelos, ya han sido prev.i.amen

te fundadas con los capítulos anteriores; un capítulo posterior, 

en donde ya se muestran algunos tipos de modelos experimentales, 

es lo que forma en sí el cuerpo del manual. Es en este punto r'londe 

el conoci'.iiento relativo a lo adquirido en la teoría, tiene que 

ser mostrado o evidenciado mediante un planteamiento experimental 

dado. Los modelos experimentales tratados aquí, tienen sus oríge

nes en lo conformado en el programa de estudio actual de la mate

ria que se imparte en la Facultad de Estudios Superiores de Cuaut! 

tlcin. Aún cuancb esta parte experimental se apega al mli!todo cientí

fico, no se busca el solo definir los vocablos implic:dos en el c~ 

so; además, se trata de que con ejemplos bastante ilustrativos 

se pueda comprender la importancia de toda esta secuencia. Los pUE_ 

tos de contacto con el aspecto teórico de la materia, demostrados 

durante el desarrollo experimental, vienen a hacerse más manifies

tos al momento de recuperar, el ásif icar y exponer 1'os resultados 

conseguidos. En este mismo punto se ha determinado eJ proporcionar 

el apoyo bibliográfico por cada modelo experimental, éste se en

cuentra lo más actualizado posible. De acuerdo a lo l)lencionado al 

último, se han selecciQnado de algunos artículos (dentro ~e cada 

modelo) el exponer algunos de sus tópicos 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 último e~ 

pítulo,en donde por medio de ap~ndices; conceptos importantes so

bre la recabaci6n de datos, formas de manejo de animales de labor~ 

torio, tipos de administraci6n de fluidos (así como sus vías) , tli!~ 

nicas quirúrgicas, etc. han sido descritas en algunos casos de f.o~ 

~a detallada con su respectiva bibliografía. Aunado al contenido 

de tal capítulo, el alumno encontrar~ una serie de cuadros en don-

de diversos parámetros de laboratorio (para algunos animales 



de experimentaci6n) y obtenidos por otros investi~adores són mos

trados. 

I. 2. Objetivos generales en el manejó de los modelos experi

mentales. 

El fin fundamental al elaborar este manual con todas las ca

racterísticas detalladas a continuaci6n, se ha centr~doen buscar 

hacer al alumno más critico (y no técnico) al desarrollar su tra

bajo experimental; por esto mismo cuenta con herramientas que en

riquecerán su conocimiento. 

r. 2.1,Método científico. Es muy coman que al expresar tal 

término, la motivación adquirida en un principo para un experi

mento dado, se reduzca en intensidad. Pero ello es debido a una 

inadecuada orientación sobre la importancia de comprender dichos 

conceptos. Debe entenderse que al emplear el m~todo científico, 

es contar con método$ bien organizados que no sólo evitan el gu~ 

hacer infructuoso, e innecesario;sino que definen, organizan y es

tablecen el camino más óptimo a seguir al efectuar un estudio. A

demás aunado a esto, debe comprenderse bien que para llegar a la 

teoría concerniente a lo que se está estudiando, tiene que reali

zarse: (a) una adecuada selección 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 teorías. Estos t6rminos, con un ade

cuado orden pueden ser perfectamente comprendidos. 

En este manual se entenderá, y al efectuar los estudios, que 

lo que se está realizando son hechos científicos que no sólo es

tán en función de lo que por fuera se esté realizancto, sino que 

también estos dependen del método seguido para el registro de lo 

que está efectuando. Asímismo, la forma de pensar del observador 

es muy importante respecto a las conjc~turas que el estti deducienrlo. 

I. 2.2. Protocolo del Trabajo Experi.men1:al. Con el apoyo ofr~ 

cido por el presente manual, se espera que el alwuno :iea capa,: de 
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elaborar su propio diseijo ex~~rirnental, ~ara lo cual deEerá oricn 

társele respecto a los puntos integrales de dicho disc~o, así como 

se les recal.::ar!Í la impo::-t<lncia de cada uno de ellos. Una vez que 

se hay<ln asignado los diferentes protocolos por tema, a cada qrUFO 

de estudiantes, se les hará las recomendaciones necesarias para 

que su trabajo sea lo más actualizado posible (Para ello ·será to

d<l la secci6n de recopilaci6n de datos). Se buscará que no sola

r.1ente apoyen su experimento con bibliografía, sino que además te~ 

gan oportunidad de consultar referencias hemerográficas. Asírnismo, 

se les hará patente la necesidad de estructurar un trabajo que pu~ 

da ser adaptable a las condiciones que privan en el laboratorio de 

Bioquímica dé Sistemas y que posteriormente ellos puedan mostrar. 

A este respecto, aún cuando el manual ofrece varias alternativas 

en alguna metodologías, es conveniente que el alumno establezca 

otras con el fin de incrementar su visi6n en lo que a técnicas se 

refiere (Principalmente el conocimiento de cuani:lo y por qué han de 

emplearse): El tiempo para la elaboraci6n del trabajo estará dado 

de acuerdo al e~pleado para establecer los términos introductorios 

del temario del curso de laboratorio. Por otro lado, el dise;o del 

trabajo estará básicamente ínf luenciado por lo que se describe en 

el capítulo II (Los modelos experimentales. su elaboración general). 

I. 2.3. Seminarios de introducción para el trabajo experimen

tal. Esta parte ofrece la oportunidad para que el alumno externe 

ante sus compañeros, sus fines prácticos para un tema dado. Es, 

para que él transmit<l el conocimiento adquirido, actualizado y ne

cesario para llevar a buen fin todo el desarrollo experimental. A 

cada grupo de integrantes les corresponderá el establecer la impo~ 

tancia de realizar tal actividad. En suma su exposici6n contará b~ 

sicamente por lo proporcionado con su dise~o experimental, así co

mo él podrá apoyarse con el material que considere pertinente para 

su exposición (Rotafolios, exposici6n al pizarrón, diapositivas, 

etc). Es en este punto donde podrá exponer las características de 

la metodología que piensa utilizar y con lo ~ual se le aprobar~ o 

rechazará en sus proposiciones, dependiendo de la factibilidad de 

aplicarlas. 
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I. 2.4. Trabajo experimental. Pr1cticamente su desarrollo es

tad regido por lo contenido en el capítulo III (Algunos tipos de 

Modelos Experimentales) de acuerdo al tema que se vaya a estudiar. 

Tanto las necesidades de implementos de laboratorio, así coMo los 

conceptos más importantes sobre antecedentes al trabajo, ya se en

cuentran delineados. De hecho, cada tema ya tiene estructuríldo su 

desarrollo secuencial,, lo que la hace más rendible en cuanto a 

da tos 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 corno 

donador Jel 6roano "ª establecido. En la parte correspondiente él 

técnicas de laboratori0 por emplear, el capítulo correspondiente 

a técnicas de apoyo (Cap. IV), ya establece-tanto fundamentos, co

mo secuencia- de las pruebas por realizar. En éste dltimo caso, r~ 

comendamos que se seleccione (en caso de existir diferentes nruc

bas) aquellas que se adapten a las necesidades del experimento, -

así como a la posibilidad de que sean empleadas (tanto por tiempo, 

como .por material). 

I. 2.5, Seminarios para el análisis y discusi6n de los resul

tados obtenidos durante el trabajo experimental. Así como en el se 

minario de introducci6n, ésta es parte del complemento en la ense

ñanza del laboratorio, además facilita el que los 1 ntegrantes de 

todo el grupo intercambien conceptos respecto a los resultados que 

hayan obtenido. Es aquí donde entran en juego los cqnocimientos 

que ellos hayan adquirido a lo largo de la sesiones. Es,· uor otro 

lado, momento para que el.los sean capaces de interpretar diversas 

formas de agrupaciones de datos (tablas, qráficos, etc), así como 

de definir lo que ellas indican. Sumando a todo lo anterior, es el 

momento oportuno para hacerles detectar que otros tópicos (respec

to al tema) ellos necesitan dominar a la hora de elaborar su repo~ 

te.cit:Jresultados. Este análisis y discusi6n de resultados los orien 

tará en la forma en que ellos pueden atacar la cuestión, así como 

el poder definir sus· conclusiones m~s acertadas. Mucho tiene que 

ver aquí lo ,comentado dentro del método científico. 

I. 2.6. Ejercicios a resolver involucrando los modelos exper~ 



mentales. Es una necesldRd a·.~ ~~ ~r0senta, sabre todo durante el 

aprendizaje en la exposi .. ~i6n .;.- i )S rcsultac!os. Se h:i co:1sid1~rado 

conveniente el incluir esta !·'"':·::.0, sclc::::cic:-::incb de al.cr11nos a::tícr 

los adecuadcz al caso, problemas que i~~iuc~an o aooyan la intcr 

pretación dr st1s resultitdos, esto deri·::i en :·:~e ·el alumno, al -és

tar él cor ~i1uamente presentando el s~~cso, ~~~era en la neccsida· 

de revisar constantemente sus antecedentes. Con ello, podrá en el 

:nomen to que se le requiera, exponer el aprer.•:izaje. adquirido. En -

.a resoluci6n de un problema dado, ha sido pensado que la resolu

ci6n del mismo (a nivel de integrantes de eQuipo) favorece el in

tercambio de opiniones y que al ser aplicado en forma individual -

podrá producir un mayor rendimiento. 

1.2.7. Reporte de resultados. Básicamente constituir' 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 

ya habían dise~ado. El patrón para la elaboración del reporte de 

resultados, estará constituído por los puntos siguientes: 

1.2.7.1. Un informe de actividades a manera de introducción -

(Mencionando, sin detallar; metodología, los nombres de las técni

cas empleadas y tipo de determinación realizada con ellas, etc} . 

1.2.7.2. Resultados. Para cada modelo experimental ya se han 

definido las características de la agrupaci6n de datos (tablas. -

gráficos, secuencia, etc.). 

1.2.7.3. Análisis y discusión de los resultados. Es considera 

do útil que una vez que el alumno haya acrrupado adecuadamente sus 

datos, éstos sean debidamente interpretados. Se busca con esto, de 

acuerde a lo mencionado en métodos científicos, aue puedan estable

cer rela~iones entre lo aue muestran sus diferentes oarámetros em

pleados, ya sea individualmente o involucrando todos ellos, con -

la posibilidad de establecer más adecuadamente sus teorías al res

pecto. Con el análisis, ellos podrán definir las variantes en sus 

datos de acuerdo al momento de estudio. Con la rHr::r::1.~:;i:'.ín ellos po

drán, en base a sus conocimientos teóricos, ref.utar o apoyar un -

punto determinado. 
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I.2.7.4. Conclusion~s. Con los puntos establecidos anterior

mente para la elaboración del reporte, se considera que es más ac 

cosible el establecer sus conjeturas que al caso corresponde. 

I.2.7.5. Bibliografía. Con ésto se motivará al alumno para 

que describa las referencias que haya empleado en la elaboración 

de su reporte, esto le favorecerá en la posterior evaluación del 

modelo en estudio. 
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Capítulo II. LOS MODELOS EXPERIMENTALES. Su elaboraci6n general. 

Cada p•.rnto considerado aquí, ya esté'í desar.:·ollado en cada uno 

de los modelos c:<perimentales propuestos en el presente manual. Lo 

que é'.conti:1uaci6n será descrito, corresponde a la base en la cual 
se apoy6 la t:structuraci6n de cada modelo. Est) último implica, 

aue llegado el momento de ampliar, revisar, anular o integrar al
guno de ellos; se cuente con un parámetro adecuado al caso. 

II.l. Antecedentes o introducción. 

Este inciso corresponde a lo que se denomina comGrunente cam
po general o tópicos experimentales respecto al modelo aue esté es 

tudiando. Para su estructuraci6n se han considerado algunos puntos 
que sitúan como relevante tal informa~i6n: 

II.1.1.0rigen. Se definirá de donde parte el modelo en cues

ti6n, que es de lo que él trata y de como se ubica dentro de lo que 

constituye el sistema fisiológico mamífero en general. 

II.1.2. Importancia. Como su nombre lo indica, se destaca el 
papel. del modelo como integrante de un organismo 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 él o por ál; asímismo, se indica que es lo que motiva a rea
lizar a futuro respecto al tema. 

II.1.4. 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, Objetivos. 

Cada modelo presenta sus objetivos propios, tanto generales 

como particulares. Aquí estableceremos el ccrrespondiente al terna 
en general. 

Con una adecuada orientación del alumno, en la forma de selec 
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cionar, organizar, fundamentar, analizar e interpretar lo concer

niente a la elaboración de un modelo experimental; será posible 
conformar todo un esquema de traba jo que lo ayude en la compren-< 

si6n de un te~a establecido, así como el que él incremente su cau

dal de aprendizaje. 

Para cada tema seleccionado, se contará con un modelo adecua 

do, lo que facilitará la labor de formar un cuadro que ilustre lo 

contenido en tal tema. 

II. J. Material y métodos. 

El material seleccionado para cada uno de los modelos estable 

cidos en el presente manual, presenta características de ser ade

cuado a lo ofrecido en el Laboratorio de Bioquímica de Sistemas. 

No es de gran complejidad, lo que hace de los modelos el que sean 

fácilmente adaptables. De hecho los métodos propuestos, de acuerdo 

al caso, han sido seleccionados en func~6n de su aplicabilidad rá

pida y sencilla, además de que no involucran sustancias de eleva

do costo y riesgo. 

II. 4. Exposici6n de los resultados. 

Ya, en el diseño de los modelos, se ha contemplado la forma 

en la que el alumno puede llevar el registro de su~· datos de la 

forma más ordenada posible. Se les ha indicado el ti1•o de regis

tro diario (así como sus diferentes características) del experime~ 

to, y para ello, es necesario consultar lo referente· al apéndice 

10 del presente manual. En este punto no solamente se involucran 

aquellas tablas necesarias el registro de _resultados, sino que taro 

bién se menciona el tipo de presentación de acuerdo al modelo ex

perimental que esté sujeto al estudio. 

rr.s. Análisis y Discusi6n de los resultados. 

Corno previamente se había mencionado, en cada modelo, ya se 

han propuesto algunos tipos de agrupaci6n de datos para su fáci~ 

interpretación. 

II. 6. CQnclusiones. 

El alumno podrá concluir lo que respecta a sus resultados ap~ 
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yándose no 'iOlo con lo que ~i ':a .i~1westigado 1 sino con fo que en 

cada modelo se anexa para su complemento. 

II.7. Bibliografía. 

i'\par r.e de establecer las referencias consultadas en el mamen 

to de est,:-ucturar el modelo en cuestión, se dtan aderntís puntos 

~onsiderados como relevantes para el conocim ~nto del alumno. Se 

!escribe pa:a cada artículo seleccionado, su~ resultados (Princi

:_Jal.mente los gráficos y tablas), su análisis y discusión de resu!._ 

tados (en Ftlgunos casos resumidos) y sus conclusiones (más impor

tantes). Se busca con ello el fomentar la consulta del estudiante 

hacia las referencias originales y actuales (en los casos reque

ridos), as1 como el que el pueda manejar lo que considere que pu!:_ 

de serle de 11tilidad. La bibliografía establecida al final del mo 

delo, sólo es aplicable al modelo que se estudia, y aún cuando 

existan referencias comunes dentro de la bibliografía general, As

tas han sido especificadas por cons.iderarse importantes en ese mo

mento. 
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Capítulo III. LOS MODELOS EXPERIMENTALES. Su adaptación y aplica

ci6n en el laboratorio. 

III.I. Inducci6n al Hígado Graso. 

Introducción. 

El hígado es el 6rgano parenquimatoso más ~rande del organis-

mo, ocupa un sitio importante en la funcionalidad corporal. Tal a~ 

tividad está principalmente fundada en los constituyentes del 6rg~ 

no (Células epiteliales, de Kupffer, sus propias secreciones, etc). 

El intentar enumerar cada una de tales actividades, implicaría to-

1\0 un contexto propio, pero basta mostrar para ello algunas de es-

tas: (a) Células epiteliales. Principalmente efectGan las funcio-

nes en las que las transformaciones químicas provenientes de los 

alimentos o productos de la digesti6n del organismo son efectua-

das (lo que es muy importante desde el punto de vista- metabólico 

para la generaci6n, utilización, mantenimiento o degradación de 

los distintos nutrientes). Asímismo, la versatilidad de tales cé

lulas se puede encontrar en la capacidad de almacenamiento que pr~ 

sentan (gluc6geno, grasas, proteínas y vitaminas como fuente de e

conomía energética corporal) y la producción de pro ':eínas séricas 

(con lo que se establece el orden correspondiente a l~ presi6n on-

c6 tica sanguínea, el transporte facilitado de algunas sustancias, 

la síntesis de algunos factores de coagulaci6n,etc). TodQ ello re

presenta el papel fisiol6gico relevante que presentan tales célu-

las, pero así como intervienen en cuestiones de producción y man

tenimiento de la economía corporal; también juegan un papel impor

tante dentro de lo que corresponde a acciones de destoxificaci6n, 

mediante la elaboraci6n de las sales biliares, colesterol y otros. 

(b) Células de Kupffer. La acci6n principal de ellas se encuentra 

en que; son las responsables, en mayor grado, de la degradaci6n 

hemoglobínica; partiqipan en la formaci6n de determinadas globuli-

nas séricas y además actúan como c~lulas de limpieza de elementos 

macromoleculates y corpusculares (bacterias, pigmentos, etc.)? 1819 •
12 · 

Por todas las características anter·iormentemencionadas, se ha 
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considerado al órgano corno un excelente modelo en el estudio bio

qufmico, fisiológico e histol67ico de alguno de los sistemas cor

porales. Con el empleo de agentes químicos tóxicos(con acción a -

:in nivel hepát.ico), ha sido factible el obtener buenos ejemplos -

<jue muestr:n L:i~ alteraciones a las que sP. 'pucie ver sometido el 

6rgilno; así como, de que manera influye a nh··~ de organización -

corporal total. Y dado que el daño provocado ..tl hígado a este ni

. el de orga: tzación se manifiesta claramente, es necesario efec-

l.uar un análisis de los par.1'.metros relacionados con el grado de -

la afecci6n 2118 • 

Muchos han sido los estudios efectuados para determinar la 

forma en que el agente hepatotóxico tetraclorur.o <le carbono prov~ 

ca las alteraciones patol6gicas, fundamentalmente ya ha sido est~ 

blecido que se requiere de un previo proceso <le biotransforrnaci6n 
1'156151617 para que el pueda provocar sus efectos ' ' ' ' ' ' . Esta acti 

vidad bioquímica no es sino solo un mecanismo con el cual el org~ 

nismo intenta inactivar al compuesto, y para ello emplea el siste 

ma de transporte electrónico de los microsomas del retículo endo

plásmico hepatocitario. El principal metabolito formado es un ra

dical muy t6xico(CC1 3·), el cual provocará cambios en diversos -

:.is1:emas del equilibrio celular, lo que traerá como consecuencia 

a posible muerte celular ( ver figura anexa) . No solamente tal me

taboli to ser~ la causa de tantos cambios, sino que el compuesto ~ 

riginal (CCl4) también puede afectar seriamente algunos sistemas 
.. 361113151617 que se encuentren implicados ' ' ' ' ' ' . Los estudios para 

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

in vitro 3
'

4
' 11114117 , como in vivo 4

' 6110 •
13

' 
16

, y todas ellas o--
~ ~~- . -- ~-- " 
rientan a definiciones en las que se ha postulado lo siguiente": 

-Peri6do comprendido entre los 10 y 20 minutos posteriores a 

la inoculación. Hay fragmentaci6n de la cisterna del retículo en

doplásmico rugoso. Anexo a tales lesiones, hay una predecesi6n -

con la al teraci6n de los fosfoll'.pidon de la membrana microsomal. 

Asímismo, ya hay conjugaciones diénicas que indican el inicio de 

los procesos de peroxidaci6n. 

-Posteriormente a los 30 minutos ya se encuentran las prime

ras lesiones mitocondriales. Es aquí do.nde ha s.ido posible demos-
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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 acurnularse) 11 '
15

• 

Dos horas después, hay el primer aclímulo de triglicéridos 

en las células hepáticas, los cuales aumentan progresivamente al

canzando un máximo dentro de 12 a 24 horas. En este intervalo de 

tiempo, hay alteraciones de la permeabilidad de la membrana de ~ 

los lisosornas, con lo que se establece una baja en la oxidaci6n 

de los ácidos grasos en mitocondrias. 
Ha .;ido establecido que la manifestación de los cambios pos-· 

teriores, ya implican alteraciones que afectan al organismo en g~ 
nera1 4 • 8 • 9113 • Todo lo anteriormente expresado se fundamenta en -

la actividad hepatocitaria a nivel corporal, la cual se deteriora 

en presencia del t6xico; P. ej. Se ha asociado el problema con u

na fuerte infiltración grasa tanto a nivel tisular como hepático13 

y no es sino una dernostraci6n en la ~ctividad de síntesis, trans

porte y almacenamiento lipídico en la que el hígado es el princi

pal responsable del control de ello. Hablando en lo que respecta 

al hígado corno tal, este sufre varias lesiones que lo afectan se

riamente: Se ha visto que existe un hígado graso difuso 819113 , -

hay destrucción del tejido hepático y/o muerte hepatocitaria 14 
,

malfuncionarniento hepático(corno por ejemplo ictericia) 2151819 •
12

, 

etc. 

Objetivos. 

-Mediante la inducci6n a un estado patol6gico, con un agente 

hepatot6xico, el alumno comprenderá la importancia del funciona-

miento total del hígado. Con ello podrá establecer corno es que un 

mal funcionamiento del 6rgano, contribuye a que se desencadenen -

diversas afecciones a nivel del organismo general. 

-Con el empleo de algunos parámetros de laboratorio, previa

mente establecidos, .se buscará que sea posible el determinar los 

tipos diferentes de mecanismos fisiol.6gicos involucrados. Esto -
tendrá que ser definido, tanto a nivel local, como general¡ lo que 

apoyará el que pueda relacionarse la interacci6n de los diferen--
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tes 6rganos corporales,as! corno la manera en que se ven afectados 

por la si tuac i6n. 

Hip6tesis. 

El funcionamiento hepático normal, al enfrentarse a µna si

tuaci6n q•..i'-· lo desequilibra; tiende a originar alteraciones que

:.epercuten ~or todo el sistema fisiol6gico corporal, lo que prov~ 

~a que éste se comporte anormalmente. 

Metodología. 

El presente modelo puede ser aplicado, con resultados simila 

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 inducción establecida posteriorme~ 

te, así como las determinaciones que habrán de efectuarse. 

Ratas. Son seleccionadas con un peso p~omedio de 200 qramos. 

Un grupo de ratas constituirá el grupo control(el cual no recibi

rá tratamiento alguno, excepto que solo habrá de administrársele 

:..:.:.ite miner<:ll) y el otro funcionará como grup<' tratado. El trat~ 

miento consistirá en la administraci6n por vía oral de CCl4 di-

suelto en aceite mineral(En concentración al 50% V/V), la dosis -

será de 0.1 ml. por 100 gramos de peso corporal7.La administra-

ci6n será aplicada dos veces por semana, durante dos semanas. 

Previo a la inducción y a partir del momento de ésta, serán 

registrados el comportamiento y el peso diario del animal. Si los 

dos grupos contienen un n!lmero apto de animales suficientes para 

di•ridirlos en dos, uno de los grupos divididos podrá ser sacrifi

cado a la primera semana, el otro a la segunda. De no ser así, los 

animal es deberán de ser sacrificados a la segunda semana. Las to

mas de muestras séricas y de orina, habrán de ser obtenidas pre-

vio a la inducción, así corno cada tercer día posterior al inicio 

de ella. También deberá de muestrearse a '' -. " animales durante el 

inicio de la inducci6n(las muestras recolectadas, serán procesa

das por igual hasta el final del estudio, mientras tanto pueden-
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ser preservadas). La vía 6ptire:, ele la recolección ele sangr-e es la 

vena de la cola o la punci6n retroorbital. Todas las deterrninacio 

nes consistir.:ín en: 
a) Sangre: Proteínas totales y albúmina; lípidos séricos to

tales; ácidos grasos libres; bilirrubinas (total y conjugada). 

b) Orina: Determinaci6n ele cuerpos cet6n1:;os. 

Durante el momento ele sacrificio de los Jnimales, habrán ele -

";er anotados los efectos causados por el hepatot6xico a nivel ele 

6rganos corporales, observando: cavidad peritoneal, riñones, inte~ 

tinos, coraz6n e hígado(En éste !lltimo, realizar un corte transver

so y observar') .. Todas las obser1&ationes realizadas, de preferencia, 

habrán de ser comparadas con el grupo de animales control. Si se 

desea efectuar un corte al hígado, para aplicarle histología, és

te será recuperado(evitando el que trunscurran mas de cinco minu

tos)y será colocado en formol al 10%. 

Conejos. Serán seleccionados con un peso aproximado a 2 kq, 

además de que serán.animales adultos. Al igual que lo descrito -

para ratas, ellos serán inducidos al estado patol6gico durante -

el mismo lapso de tiempo. Las excepciones que se harán son: La -

vía de administraci6n empleada será la de inhalaci6n del CCl4 con 

el empleo de un algodón empapado del solvente(De utilidad será el 

empleo de una campana de vidrio en donde será colocado el animal); 

·asímismo, se medirá la talla abdominal del animal y la vía de ob

tenci6n de sangre será vía vena marginal(No es recomendable el a

plicar punción cardiaca, porque el estado del animal puede provo

car su muerte). Para la inducci6n, el animal será colocado dentro 

de la campana, que contiene el algod6n con el CCl4, por espacio -

de un minuto. Posteriormente al tiempo transcurrido, el animal s~ 

rá colocado al ambiente para que se le permita desintoxicarse por 

espacio de un minuto. Durante todo el proceso de la inducci6n, e~ 

ta misma secuencia habrá de ser seguida; solo que diariamente ha

brá de incrementarse el tiempo ele inhalnci6n por un minuto, con -

el otro necesario para la ventilación. El proceso deberá ser ini

ciado con un minuto. 

Preferentemente, al momento de sacrificar a los anim1lles, s6 

lo habrán de seleccionarse aquellos que han sido tratados. 
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Resultados. 

De acuerdo a lo expresado en el apéndice correspondiente, se 

elaborarán gráficos y tablas que apoyen lo concerniente a 1.a expo

sici6n de los resultados. 
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Preincubaron mitocondrias y ccl 4 durante 15 minutos 

a 25ºC, 

En la figura J se muestra el efecto de diferentes concentra

ciones de tetracloruro preincubado sobre la acctividad de ATPasa -

mitocondrial. Es claro la baja de ATPasa activada con DNPi hay alza 
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de la ATPas,1 activada con Mg+t Por los resultados obteni"dos den-

tro de este mismo experimento, es visto que los cambios en la acti 

vidad de. la ATPasa se presentan luego de ~inco minutos cuando la -

concentrai.:ión de Ccl4 era de 35 microgramos por ml. 

Fig. 6, Efecto de las coíicentracion es di.:'erentes de ccl
4 

sobre algunas actividades enzimáticas lisosomales. 

De acuerdo a los resultados de la figura 6, se p~~de observar 

que el cc1 4 es hábil para producir una amplia extensión en el daño 

lisosomal in vitro. ----
En adición 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 
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debería encontrarse eleiada en sus membranas. 
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repetitive administration of relatively small doses of carbon te

trachloride in ra ts. Jap. J. Pharmacol. 17 ; 288-307. -1967. 

Algunos de los resultados mas importantes obtenidos en el -

presente estudio, son los siguientes: 

Efecto del cc1 4 sobre el nivel de fosfolípidos hepáticos. 

~t ....... c.,,¡,..¡ 

" 72.. 

Efecto del cc1 4 sobre el contenido de ácidos grasos ~ota 

les en hígado y suero. 

¡s..,;¡n¡ Cc~-t .... 
(cc.t., "'Y.,..,) 

0.01.~ 0.015 o.15o 
" ~~ .. ce ~4 t,.,1 licJ 
:.Omin.l 0.025 0076 fl.15'> 

2. '2..!11 Z.31 l.17 2.59 1. 172 151 161. /3} 

~ l.'L'\ 2.lb 2.53 U1 1 11& 118 l&Ct 2!0 

8 2.10 112. 2.1~ 3.31 9 12.I 12.5 l:Lfi "" 
- Obsérvese que los cambios en los ácidos grasos séricos se ! 

proximan con aquellos de los de la beta-lipoproteína sérica. 
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En los resultados obtenidos para los pesos de los órganos, -

pudo verse lo siguiente: 

- El peso neto de hígado, bazo y adrenales se incre~entó por 

el tratamiento con el solvente. Los pesos de otros Órganos paren

quimatosos tales como el rifión, no demostraron cambios sionifican-

tes. 

Efecto del cc1 4 sobre el peso del tejido por 100 g. de pe 

so corporal, éste obtenido a las dos semanas postinducción. 

r-inil 
(( l• ( ""1/k.) 

Of'1ano 0.0l,6 O.OJf) (J.150 

Ui3aclo tS) S,73 -'l.12. S.tfl ~.5t¡ 

Adrer.ales("'.ll H.3 30.'3 ~.1 .:u,3 

BalO ("''l) :u.q 3Dl. ~g_i;, .315 

Efecto del cc14 medido a las cúatro semanas. 

O~tnr:> Gi~M 
C:Cl.11. l"" '!k.) 

o.oz.s 0.075 0.150 

li/9¡do~~ 3.\% ~.IO t"" 1,(,3 

AclrGriali!(_ ... 15.5 1'1.0 11.1 2.0.0 

e~ic lm¡) 111 "10S 211 29~ 

Efecto del CC1 4 medido a las ocho semanas. 

O~ara ~tbl 
cr l4 l'9\I/¡..) 

0.0,Zj 0.015 0.150 

H;9ado tg> l~2. 3.C.3 1.11 1J3 

Ach·~ l'ib /'fJ 18.b 11.b 

l!l;no <!"1!) ''º 2ll 251 291 

En cuanto a lo obtenido en la histología del hígado, se obse~ 

vó lo siguiente. 

- Administración de CC1 4 (O .025 ml/kg). existe una liqera deg! 

neración grasa en la estructura acinal hacia la octava semana. 

-: Administración de cc1 4 (0.075 ml/kg). En la cuarta y octava 



semanas, el híqado en muchos c.:iRos mostró un deaacomodamiento de -

las células .:icinales lo que Du ha asociado con una degeneración -

¡rasa. 

- Admlnistración de cc1 4 C0.15 ml/kq) A la cuarta semana hay 

cambios pa r.ológicos similares a nivel hepático, ésto en compara-

ción con lo observado en ratas que recibieron 0.075 ml/kg durante 

cu.:itro y ocho semanas. Hacia la octava semana hubo una prolifera

dón difusa en los tejidos fibrosos; esto, asociado con una deqe

:1eración grasa marcada a nivel de células hepáticas. En éste pun

to se presentaron casos de ictericia. 

Las conclusiones derivadas de los resultados anteriores, fue 

ron: 

- El primer paso, de la acción del cc1 4 sobre el hígado, es la 

constricción de los vasos hepáticos por las catecolaminas libera

das desde las adrenales. Esto implica que se reduce el contenido -

de catecolamina adrenal y se produce una isquemia hepática. 

- No se observó una ·relación dosis- respuesta. El que los fos 

folípidos hepáticos se incrementaran primeramente y que posterior

mente declinaran, así como el que los niveles de la beta-lipopro

teína y ácidos grasos totales disminuyeran en suero(durante la fa 

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

llarse en la explicación de que dosis simples y prolongadas produ

cen interferencia en el transporte hepático exterior de lípidos. -

Esto Último causado por la disminución en la síntesis de la lipo

proteína microsomal, y que además la sucesiva interferencia de la 

utilización lipídica por parte de la mitocondria hepática se en-

cuentra asociada al caso.La elevación de fosfolípidos hepáticos -

durante la segunda semana, también se haya influenciado por el -

transporte extrahepático reducido de los lípidos antes o durante 

la manifestación de la interferencia con los procesos de síntesis. 

Si la síntesis de los fosfolípidos hepáticos se encuentra detenida, 

ésto explica su sucesiva reducción. 

- Los cambios de ácidos grasos on los lípidoe h~p<lticos <le los 

animales tratados, indicaron que el hígado ,·rraso desarrollado, está 

principalmente compuesto de triglicériuos a3ociados con los fosfo

lípidos disminuídos. 
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-Las anormalidades histológicas presentadas, se correlaciona

ron con los cambios bioquímicos do los lípidos hepáticos. A amplias 

dosis de CC1
4 

·hubo completa destrucción de las células hepáticas. 

14. Parry, E.W. The mechanisrn of necrotic tissue rernoval in mouse 

liver following cc1 4-induced injury. Exp. Path. ~; 205-211. 1979. 

15. Recknagel, R.O. 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 c14 c)Carbon te

trachloride to exhaled, excreted and bound rnetabolites. Bioch. -

Pharm. ~(21); 3363-3374. 1984. 

17. Villaruel, M.C. y J.A. Castro. Irreversible bindinq of cc1 4 -

to microsornal phospholipids. Free radical nature of the reactive 

specie and alterations in the physico-chemical propierties of tlw 

t;a;rget fatty acids. Res. Conun. Chern. Path. Pharm. 101(1);105-113. 

1975. 

18. IVhite, A. y colaboradores. Principios de Bioquímica. Edit. -

McGraw-Hill. Mfixico, D.F. 1977. pp. 500-502. 
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III. 2. Regeneraci6n Hepática. 

Introducción. 

Dado que el híqado es el principa1 luqar de la home6stasis 

corporal, es de esperarse que ante una seria af.ecci6n trate de re

cuperar lo más rápidamente posible su actividad normal. Durante tal 

reorganizaci6n, as1 como en el momento del disturbio, no es sólo 

de la competencia hepática el establecer el eauilibrio óptimo; ta~ 

bién son involucrados otros procesos y 6rganos dif.erentes. Está d~ 

mostrado que existen cambios en las velocidades de uno o más proc~ 

sos del organismo y que principalmente son manifestadas como alte

raciones a nivel :isiol6gico. Esta último ha conducido a que extir 

paciones quirúrgicas o lesiones qraves in situ (provocadas o ac

cidentales), sean formas de medir y de demostrar los cambios efec

tuados. 11 En el caso del hígado, durante una hepatectomía (parcial 

o total), está visto que hay una gran variedad de cambios metab6li 
cos 3, 1 3 · .. 

En caso de una resecci6n hepática parcial, se ha mencionado -

que la mayoría de los cambios asociados a la a~eccidn están rela

cionados con el crecimiento compensatorio, pero sin embar<Jo, al<JU

nos de ellos están asociados con la ~unci6n hemostática del rema

nente hepático 11 • 
14

• 
15 

' • Aunque existen variaciones por dicho 

da11o, el tejido hepático durante su p~oceso regenerativo evita (y 

entonces enmascara) la pérdida de ~uncionamiento del mis~o 8 . 

No es uni~orme el criterio respecto a. si el hígado se reaenera 

o no, aún cuando es sabido que las células hepáticas constantemen

te desaparecen y son remplazadas por células nuevas, lo que induce 

a pensar que las partes perdidas de un cord6n hepático sean cam

biadas por hepatocitos (que crecen en los huecos que con~orrnan el 

armaz6n de la red estructural) 8 •, se dice que el rápido crecimiento 

hep~tico posterior a .una hepatectomía parcial, provoca que el in

cremento en masa sea por el alarqamiento de los 16bulos residuales, 

más que por ei remplazamiento de los 16bulos cortados 14, Cual sea 

el caso, ha sido establecido que durante hepatectomías parciales -
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sucesivas, rhda la constante reqeneración, lo nuevamente producido 

excede mucho al peso de aquellas porciones que anteriormente F.ue

ron perdidas, además, tal regeneración no sólo se establece en á

reas cercanas al lugar de extirpación o de necrosis expontáneas, 

sino también en porciones lejanas al luqar donde se ha perdido te

jidos. 

El hígado regenerante, ya como término común, ha sido y es 

muy ampliamente estudiado por que en condiciones normales no· est~ 

demostrable que el suceso ocurra; pero, que al menor estímulo (una 

hepatectomía) se desencadena una secuencia de reacciones muy impo~ 

tantes para la proliferación celular, lo que de establecerse co- -

rrectamente podrá'. ser aplicado a otro tipo de estudios tales como 

el del cáncer 10. Esto último involucraría la posibilidad de esta

blecer los mecanisroos en los que intervienen los procesos de sínte 

sis del DNA (Activaciones de RNA mensajero, RNA polisomal, algunas 

enzimas implicadas, etc) 5,9,10,14. 

En la actualidad, con el emplee de técnicas altamente sofisti

cadas, ya se ha evidenciado los posibles mecanismos que infiuyen 

directamente en el crecimiento hepático 6, los que han sido agru

pados de la manera siguiente: 

/ª) 
/

epáticos-b) 

~c) 

~~~~=~Espoc!fio~xtr•h•p•tioos~al 
tróficos 

\ 

----a) 
/Hepáticos --b) 

·Inespe'ci.F.1.cos a) 

~ktrahe~ticos~b) 
c) 

Sustancia estimuladora 
hep.Hica (HSS). 

Citosol de los hepatoci
tos regenerantes. 

Extracto de hígado rege
nerante (RLE). 

Hepatopóyetina (Extracto 
PHP). 

Orgánulos celulares. 

Enzimas hepatocelulares, 

Insulina, 

C.::lucagon. 

Factor de crecimiento e
pidmico (ECF). 
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Estos factores hepa to tróficos se presentan acorde al tiempo, 

el lugar y la condición de la hepatectomía. 

Como suceden cambios característicos al proceso, éstos pueden 

ser ordenados de la forma siguiente: 

- A nivel enzimático. Aauí los cambios se ven seriamente al t~ 

rados, princioalmente 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

teínas, es lo que más seriamente se ve afectada a di f:erencia de -

los otros metabolitos (principalmente insulina) 314111115 ·.Esto -

puede estar basado desde un punto de vista de la economía celular, 

ya que la regeneración hepática es una condición de stress y las 

fuentes de energía limitadas de la célula están diriaidas hacia la 

más importante tarea que se tiene a la mano: la multiplicación ce

lular y el crecimiento. 

Con el empleo de técnicas bioquímicas precisas, sensibles y 

en ocasiones bastante sofisticadas (centrifuaaciones diferenciales, 

marcadores isot6picos, actividades enzi~áticas específicas, etc), 

ha sido posible establecer lo relacionado a los cambios metabóli

cos involucrados 719113114 . Asímismo, con el empleo ~e otros pro

cesos experimentales (Hepatectomías posteriores al retiro de alc1ún 

otro 6rgano) ha podido demostrarse que una aran variedad de 6raa

nos también su~ren cambios en su metabolismo. 7 •9 • ll,J 9 . Esta últi

ma relación se ha visto que está" fuertemente influenciadá por los 

tipos de hormonas secretadas al medio (las CTUe una vez aisladas -

han sido, 

citos) 6. 

en su mayoría, desafiadas en cultivos in vitro de hepa-

Para el desarrollo experimental, a continuación descrito, se 

buscará el establecer los cambios principales a nivel ~eneral. 

Ya ha sido sugerido que para la realización de la hepatecto

mía, tendran que ser considerados los puntos siauientes1: 

1) Tener' conocimiento de la anatomía hepática. 

2) Lo.que habrá de efectuarse es una resecci6n hep~tica y es-
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ta es lil. terminología. No es aceptado otro tino de termirfr.i (lobec

tomía, etc~. l • 

3) Hay que contar ccn instrumentos quirúrr¡icos necesarios al 

caso 

4) Se :•ecesita de hacer decisiones precis.1s. 

5) Habrá de considerarse el conocimiento ele las consecuencü1s 

fisiol6gicas de la cirugía hepática. Es importante entender total

mente lo.s funciones múl tir.iles del hígado y las consecuencias inme

diatas de la resecci6n. Hasta oue el hígado remanente se reqenere 

y produzca adecuadamente sus funciones, deben de triltarse con an

ticipac i6n: la hipovolemía, hipoglucem.I'..;,, hipoproteinemia y la co~ 

qulapatía. Antes y después ie la operaci6n, el animal debe ser tr~ 

tado con suplementos (en alcrunos casos especiales) y con vitaminas. 

A todos los animales hay q~e administrarles antibi6ticos de amplio 

espectro postoperativamente. 

Hipotesis. 

Si el hígado, es el 6rgano con funciones primordiales que ma~ 

tienen en homeostasis normal al orqanismo, áquel proceso que lle

gue a afectarlo; alterará dichas funciones que 7epercutirán a nivel 

general y que tratarán de ser equilibradas lo más rápidamente posi

ble. 

Metodología. 

En esta sección, s61o será mencionado lo concerniente al desa 

rrollo del proyecto en sí. L2 correspondiente a las técnicas invo

lucradas en el desarrollo ~x~erimental: se encuentra explicadas en 

la secci6n relativa a las tlc~icas. 

Material. 

- Reactivos. 

Acido Pícrico al 1%, Solución Salina Fisiol6gica. 
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esteril. 

Vitamina K-50 (Ampolletas de 0.5 ml) .Soluci6n Ringer (500 ml). Es-

Ben za l concentrado ( Hquido). 

Xilocaina al 2 %, 

Eter et!lico , 

Etanol al 70 % • 

Equipo. 

Estuche completo de disección, 

Autoclave • 

Lámpara de luz infrarroju: o foco 

de 100 w • 

téril. 

Merthiolate rojo. 

Ncomelubrina inyectable • 

Penicilina 4 00, 000 U , 

Estuche para rasurar, 

Hilos ca tgut 000 con aguja , · 

curva. 

Cubrebocas. 

Jeringas est~riles (de l. 5 y 10 ml). Guantes de cirujano • 

Jab6n de tocador. Gasa est~ril • 

Algod6n • 

Procedimientos. 

Selecci6n de animales. Se emplearán 2 conejos blancos por e

quipo, su peso será de aproximadamente 2 kg. Una vez marcados los 

animales, uno de ellos será seleccionaüo corno control¡ el otro, ·se 

rá el animal al que se hepatectomizará. 

Etapa preopera ti va. 

l. Habiendo seleccionado al animal al crue se le ef.ectuará la 

hepa tectomía, 3 días antes del proceso quirúrgico (y de manera con

tinua cada día en ese intervalo), se le administrará una ampolleta 

de vitamina K-50 (0.5 ml) por vía intramuscular. (Dosis 12 mg/Kg). 

2.- Un día antes del proceso quir~rgico, a los 2 animales les 

será retirado todo alimento, solamente :se dejará que beban agua. 

3.- El d1a de la qperaci6n, antes de efectuar el proceso qui

rllrgico, a los ~ animales (control y tra.tado) habrá de hacerseles 

una toma de sangre por vía vena marginal*. Se separa al suero y se 
les congela •. 
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4.- Durante la preparaci6n del lugar donde ha de efectuarse -
la operación, habrá de cuidarse que el mismo este con la mejor ' 
limpieza posible, además, que el área debe hallarse totalmente des 
pe jada. 

5.- Es necesario revisar que el material que habrá de ser ut! 
!izado en la cirugía, se encuentre completo y de preferencia será 
esterilizaao,o estará colocado en un recipiente con un volumen a-
decuado de benzal al 5 % • ( El suficiente para bañar lo más impor-
tante de las piezas de cirugía). Se comprobará por otra parte que 

existan los volumenes adecuados las soluciones salina fisiol6gica 
y Ringer, as! como deben tenerse a la mano los imrlementos necesa
rios para la cirugía (Hilos de sutura, agujas, etc) • 

Etapa Operativa**· 

l. Para llevar a cabo un adecuado desarrnllo de esta etapa y 

como forma de organizaci6n para el equipo de trabajo; ~e recomien
da lo siguiente: 

a) Un anestesista. A este integrante le corresponderá todo lo 

relacionado a la anestesia del animal. Tendrá cuidado de efectuar 
una adecuada anestesia, as! como el comprobar todos los signos im
plicados en el caso***· 

*Es recomendable un volúmen aproximado de·S rnl de sangre. 

** Todo lo relacionado con los detalles de las técnicas quirúrgi

cas, habrin de ser consultados en la secci6n correspondiente a 

ellas dentro de este manual. 

*** Consultar lo referente a anestesia en este manual. 
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b) Un operador. A este integrante le corr.espoderá efectuar
todo el trabajo que implique la Hepatectoml'.a (exponer el órgano, 
cortar y suturar). con ello se evitarán posible dif'.icultades por 

la presencia de más personas. 

c) Dos asistentes. Uno de ellos, será el encarqado de propor

cionar lo que respecto a material para cirugía se necesita. El -
otro, estará al cuidado de la ·adecuada hidratación y limpíeza que 

el órgano y zonas anexas requieran. A este último no debe pasárse
le por alto la hidratación de los qlobos oculares, ya que ellos 

también sufren resequedad por la anestesia. 

2.- Rasurar la zona en donde habrá de efectuarse la hepatec
toml'..a. Hecho lo anterior, ésta será limpiada con agua y jab6n, así 

como será desinfectada con alcohol etílico al 70 %. 

3.- Anestes.1ar con eter EtHico. 

4.- Hepatectom.l'.a*. Expuesto el órgano, se levantad a uno de 

los lóbulos y con un corte rápido, será seccionada una porción de 
1 a 1.5 crn.3 de la parte terminal del lóbulo. Inmediatamente la 

zona será oprimida con gasa estéril, el tiempo será de aproximada

mente 5 minutos; si la hemorragia no se detuviera. a~n oprimiendo 
más tiempo (aproximadamente 10 minutos), la zona es cauterizada 

con una navaja de bisturí previamente calentada. ¡ Hay que tener 

cuidado de no sobrepasar dicha cauterización ~ ¡ Evítese el tener 

el mechero junto al lugar de trabajo, ya que se está trabajando -
con éter~. El trozo de hígado será colocado en formol al 10 %. 

Durante la hepatectom.1'.a deberá comprobarse aue exista una 

adecuada humedad de los órganos; sino fuera aqí, se adicionarán vo 
lCimenes de 0.5 ml de solución Ringer sobre ellos. 

Al efectuar las suturas, tanto de tipo interno como externo, 

no debe favorecerse el ac~mulo de sangre en la zona y los puntos 
realizados, ésta tendrá que ser secada y limpiada. 

* Primero localiza el 6rqano: Al lado derecho del animal y por de

bajo de una costilla en aproximadamente 1 cm. El cort·e que efectue 

no será mayor de 3 cms hacia su peritoneo. 
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5.- Lu<::·ro de eEectuar la sutura externa, y al cortar los hi

tos sobrantes, no debe cortárseles al ras, es práctico el dejar un 

::amaño de :ip::o:<imadamente 0.5 cms por hilo pa!"a el retiro posterior 
de las suturas. 

Etapa Post-Operativa. 

1.- Inmediatamente después de haber efectuado la sutura, se 

aplicarán 1cbre el área, algunos toques de merthiolate. Serán espo!_ 

vareados, cubriendo la zona, con polvos de benzal. Finalizado todo 
se pondrá una gasa como medida de protección. 

2.- El vendaje del animal se efectuará evitando una presi6n -

fuerte en él. 

3.- Se aplicará por v1a intramuscular (en la cara interna de 

una pierna) 0.5 ml de soluci6n de penicilina G procainica de 400, 

000 u. También serán aplicados 0.5 ml de una ampolleta de 1 ml de 

neomelubrina. (0.6 g por Kg de peso). El tratlmiento con el anti

bi6tico, deberá ser seguido por espacio de 5 días, a razón de una 

dosis diaria. La neomelubrina será administrada inmediatamente ~ 

después de la hepatectomía, así como a las 24 y 48 hrs respectiva

mente. El analgésico, como medida alterna, puede ser administrado, 

por vía oral utilizando 2 tabletas previamente disueltas en agua. 

El analgésico más empleado es la aspirina. 

4 .- La terapia de sustituci6n consistirá de 20 ml de soluci6n 
salina f.isiol6gica estéril por vía intraperitoneal. 

5.- El animal será colocado en un luoar donde se tenga la se

guridad de que él estará comedo. Si es posible, el área estar3 a

condicionada con una cama de aserrín, una .i:uente de calor y suple

mento de soluci6n azucarada al 20 % en el bebedero (Si el animal 

no bebiera, habrá de administrársele por •.ría intraperitoneal 20 ml 

de solución glucosada a las 12 6 14 hrs. ¡:iost•hepatectomía) .. El an!_ 

mal, luego de la operaci6n, sutre una baja dramática de su tempe
ratura corporal¡ por ello es recomendable el emplear alguna ~raza
da ütil al caso. 
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6.- Debe tenerse en observaci6n al animal hasta por un perio

do de 6 hrs. luego de la operación, él se recuperar~ aproximadame~ 

te de 30 a 50 minutos, e intentará liberarse de su vendaje; tenga

se cuidado. Durante este proceso de r.ccuper:1ci6n y de f.orma con~ 

tante durante alr¡Cin intervalo de tiempo, el animal orina bastante; 

habra qué cuidar que siempre se encuentre en un luqar lí!'1pio, esto 

evitará problemas posteriores. Registrese el color de su orina en 

su historia clínica. 

7.- Torna de muestras. Se obtendrán los volúmenes ya estable

cidos (de sangre. a las 24, 48, 72 hrs. post hepatectom!a. Se se

paran ·a los sueros y se les mantendrá en refrigeración e o se les 

congelará) • Asimismo durante estos días de toma de muestra, deberá 

pesarse diariamente a los dos animales (control y tratado). No só

lo obtendrá muestra del animal tratado, tambi6n deberán correrse 

las pruebas en paralelo para el control. 

8.- Determinaciones de laboratorio. Es recomendable que cuan

do se corra alguna prueba, de las que serán mencionadas posterior

mente, esta sea una determinación que hagan todos los equipos al 

momento de preferencia, durante el proceso de muestreo, prepare 

las curvas de calibración necesarias; al tener todos los sueros -

estos serán analizados. Para hacer las cuantificaciones, el equipo 

de trabajo previamente ha debido organizarse. 

Las determinaciones que habrán de efectuarse para este estu

dio, son: 

a) Sangre: Proteínas totales y albdmina; bilirrubina (total y 

conjugada); Colesterol; Urea; · NH3; Acido Urico y mucosa. 

b) Orina: Uribilin6geno y Aminoácidos. 

Resultados*. 

Una vez registrados los datos y posteriormente o.btenidas las 

concentraciones, se sugiere gue aparte de los gráficos para cada 

• Para llevar un adecuado registro de lo obt~nido para cada met~~ 

·bolito, veáse lo concerniente a registro de datos del presente 

manual. 
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determinación; deberán elaborarse otros como los representados en 

el apéndice correspondiente de este manual. 

Discusi6n y Conclusiones. 

1.- Estudie detenidamente los datos obtenidos para cada deter 

minaci6n, 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 días en el caso de T4 y 1 día para T3. La insulina re

torno a sus valores normales a los 10 días, la T4 a los 4 ·días .• ,. 

Los niveles de glucosa plasmática se incrementaron luego de 10 a 

24 hrs. posterior a la administraci6n do CCL4 indicando que los -

cambios en los niveles de la hormona .... ; •..••• El enlazamiento 

de insulina no cambi6 hasta el día 3 1 y para los siguientes 7 días 

este enlazamiento permaneció incrementado aproximadamente 3 veces 

el valor del control, posteriormente retorn6 a los valores control 

por el día 11. 

- gl bajo enlazamiento para el glucagon, sobre los primeros 

dos días luego de la intoxicación por el CCL4, se refleja en la -

respuesta de la adenil ciclasa hacia las hormonas. 

- La concentración de AMPc, luego de la intoxicación por CCL4, 

no cambió durante el primer día, posteriormente se incrementó al 

2º día. Se trata de explicar el aumento del AMPc en función de los 

niveles incrementados de· catecolaminas. Para comprobar esto se em

pleó un agente betaadrenergico (Propanolol), viéndose que este pr~ 

viene el aumento de AMPc. 

Los autores con los resultados obtenidos, concluyeron que: 

- Se demuestra que la intoxicación por CCL4, sigue un curso de 

tiempo similar a lo observado en ratas hepatectomizadas¡ existen 

bajas en T3 y T4 e insulina, así como elevados niveles de glucagon. 

Tal vez, los niveles de hormonas pancreáticas se deban a la influen 

cia de los cambios en el aclaramiento del hígado. 

- Los elevados niveles glucagon hepático, lo cual motiva a e

fectos lipolíticos en conjunción con niveles bajos de insulina, de 

ben de movilizar los almacenes energéticos. 

- La adenil ciclasa, de acuerdo a los resultados, es suqerida 

de que no se altera significativamente por el hepatotóxico. 

- Se propone que el incremento en el n~maro do receptores para 

insulina, y el retorno a los valores control para las receptores 

del glucagon, luego do una intoxicación aguda por CCL4 requiere de 
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Los resultddos obtenidos fueron; 

- se ~onfirm6.el que existe un incremento en la actividad de 

la fosfataRa alcalina, lo cual ya ha sido mencionado anteriormente. 

- L,1 actividad de la 5' -nucleotidasa fue signif.icantemente -

más bajd, ~n comparacidn con los valores control de membranas ais

ladas de hígados de rata (a las 12, 18 y 24 hrs, después de la he

patectomÍcl parcial), 

- El efecto de la epinnfrina, sobre la actividad de la adeni

latociclasa en membranas regenerantes de hfqado de rata, fue blo

queado por la adición del antagonista beta-adrenérgico propanolo~, 

El propanolol solo no afecta la actividad de la adenil cicl4-

sa. 

- Se observó que la actividad de la adenilato ciclasa, en la 

presencia de glucaqon, en_membranas plasmáticas aisladas lueqo de 

12 hrs. post-hepatectomra, fue menor que la observada en los con

troles; además la ~ctividad de esta enzima en las membranas reqen~ 

rantes, permaneció baja durante 13,5 d~as, 

Con leucino -,lmino- peptl:dasa, al principio no hubo cambio, pe

ro luego tuvo un descenso brusco y mantenido posterior a la hepa

tectomía 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 m~todo de 

cirugía, etc, 

Significancia fisiológica de los Fesultados1 

- El dramltico incremento en la actividad de la fosfatasa 

alcalina, posterior a las 12 hrs de la hepatectom!a, suqiere una 

relaci6n con la regulacidn de la síntesis de DNA, o la Mitosis. 

Adem&s, si la fosforilcolina es un sustrato para la enzima, el in

cremento de la actividad debe contribuir a la secreción de la co

lina biliar: esta dltima se encuentra muy incrementada lueqo de -

una hepatectomína .parcial. 

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

lucrada en el mantenimiento de la función secretoria biliar del -
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hígado. Lo afirmado anterior- ente está. basado por: (a) un efecto -

inhibitorio de los glucosidos cardíacos sobre la excreción de la 

bilis, (b) correspondencia de la temperatura del fluir de la bilis 

y de la actividad de la ATP asa en este estcdio1 adem&s, el patr6n 

de incremenco de producción de bilis por gra~o de híqado luego de 

una hepatectomía parcial. 

- La disminuci6n mostrada por la leucinoamino·peptidasa refle 

ja la dismlnuci6n total en el catabolismo proteico lueqo de la ci

ruqla 1 tal vez la disminución de esta enzima contribuya a la res

tauraci6n de la proteina plasmática 'membranal, 

- se correlaciona la disminución de la 5' - nucleotidasa, 

luego de las 12 hrs. <le hepatectomía parcial, con las observacioR 

nes de una acti~idbd de Ribonucleasa disminuida en un h~gado req! 

nerante. 

Los cambios en las concentraciones extracelulares de adenosi

da, formada por la hidrolisis de A~P, deben estar involucrados en 

la regulaci6n de la actividad de la adenil ciclasa, 

'1'5; Zieve, L., y colaboradores, Urea excretion, qalactose excre

tion and aminopyrine disappearance during not"ll1al liver rege

neration after partial he~atecto~y. J, Lab. Clin, Med, 104 

(1): 24-34.,Tuly 1984. 

Los !esultados, la díscuefión y las conclusiones del presente tra

bajo fueron: 

Valores de mediciones de funcionamiento nepStico luego de hepatec

tomía al 70 % • 
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GEC; Constante de eliminacidn de Galactosa, 

ADR1 Velocidad de desaparicidn de Aminopirina 

N; Número de ratas estudiadas. 

Disc·Jsión: 

- ta excreci6n del urea y la eliminaci6n de galactoha, lueqo 

de la hepatectomía, han sido preservadas, 

- ta ¿esaparición de aminopirina ( con desmetilaci8n exclusi

va a nive: de los microsor.ias hep~ticos) se sostuvo hasta las 72 hrs, 

- La ~oncentración de ac, biliar sérico aument8 hasta 17 ve· 

ces mis q~e los valores normales, luego de 24 hrs posteriores a la 

hepatecto~ia, sin embargo, disminuyó 9 veces el valor normal a las 

46 hrs, y ~inco veces el valor normal a las 72 hrs, 

- Se ?i6 que la ·velocidad mSxima de incremento en la proteína 

hepática 3~ presenta de las 12 a las 24 hrs lueqo de la hepatecto-

- h las 48 hrs, la velocidad neta de la sfntesis proteica he~ 
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patocitaria total se ha incrc;n.,ntado 3 veces, Si al anima1. no se -

le ha alimentado, los aminoacidos y la proteína son utilizados co

mo una fuente de energía, as! mismo como los ladrillos para la -

construcción. El intercambio de N2 esti incre~entado y la s[ntesis 

de la urea se establece como forma de evitar la acumulación tóxica 

de amoniaco. Este &ltimo debe ocurrir como preservación da la for

mación de urca. 

- Dada la relativa disminución en la eliminación de qalacto

sa a las 48 hrs, sn pudiera relacionar con una disminución pasaje

ra ele la actividad de la c¡alactosil-transferasa hel)ática (lo cual 

ocurre de las 24 a las 32 hrs nost-hepatectom!a), Similarmente, el 

colorante Bromostilfonftaléínn (BSPJ inyebtado fue ciedido ~-·se ;~~ 

observó que hubo una disminución ~n la cantidad de BSP conjugado;. 

Esta disminución a las 48 hrs. tal vez refleje la baja de activi

dad de la enzima conjuqante observada durante este tiempo. 

- se observó una síntesis de albumina disminuida en su con

centración por aproximadamente una 40 i. 

- Pudo verse que durante la reaeneraciór., la excreción de bi

lirrubina (al iqual que la de otros colorantes) aparentemente n~ 

es una funci6n vital. 

En el caso de aminopirina, durante las rrimeras hr~ lueqo 

de la hepatectomia, la funcidn era relativamente preservada, tal 

vez porque los microsomas disgregantes estuvieron muy activos du~ 

rantc este periodo. 

Conclusión: 

Parece que las funciones hepáticas que reflejan el crecimien

to celular, o se hayan asociadas a cambio en el elujo sanqurneo -

hepático, son mantenidos1 esto, donde otros que son quiza más 

especiales (y además diferenciados), estin disminuídos durante la 

regeneración hep&tica posterior a una hepatectomía parcial, Desdo 

el punto de vista de la economía celular, la reqeneraci6n luego -

de un 70 i de hepatectomia es· una condiciiin de stress y las fuen

tos de energía lim.i tadas de la celula est¿fo di:riqidas hacia la más 

importante tarea que se tenqa a la mano, esta es la multiplicación 

celular y el crecimiento. 
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III. 3, Perfusi6n Hentitica, 

Introducci6n. 

Es reciente que el estudio de alaunas de las funciones reali

zadas por 6rcrnnos haya venido adouiriendo un interés creciente, -

principalmente cuando se habla de acruellos aue han sirlo aislados 
del contacto con otros y esto ha oriainado 0ue-se establezcan las 

condiciones necesarias para tal f'in, Debido a ello, ha tenir'lo oue 
involucrarse el manejo de fluidos con proniedades sir•lilares a la 

sanqre, reconstituyentes o sustancias de uso particular·para el 
órgano, así como el empleo de condiciones esoeciales (nH, temoera

tura, humedad, oresi6n, tonicidad, etc). El trabajar con un 6rqa

no perfundido facilita el aue se emolee entero,v ya an la nrácti

ca; éste es colocado en un sistema cerrado, en el cual se permite 
la circulaci6n de un fluído oxiqenada,bajo una presión nositiva. 

Dicho proceso ha sido aplicado para híaado, corazón, ri~ón, pán

creas e intestino delqado; lo que representa una aran contribución 
al papel metab6lico aue se desarrolla en cada uno ne ellos 6 • 8 • pe ,. -
ro el que habrá de ser ajustado dadas las condiciones artificiales 

en las que operó el tejido, 

Con la ayuda de otros procesos bioquímicos oar« el estudio -

del metabolismo (citoloafa bioquímica, centrifugaciones diferencia 

les para partículas subcelulares, cultivos de tejidos, empleo de 
isótopos radioactivos·, etc), así como con el empleo "de 6rc¡anos 

perfundidos, se ha logrado fortalecer el conocimiento ~isiolóoico 
y bioquímico que sucede en el1os. 

Al hacer uso de una perfusión hepática, el inter~s que se qe

nera está basado en demostrar la multifuncionalidad con la que el 

órgano trabaja. El estudiarlo de manera aislada permite el seauir, 

simple e ilustrativarnente, alqunas de sus princioales actividade~ 

Ya ha sido establecido aue el híqado in situ puede· permane
cer con una elevada viabilidad (consiouientemente con su funciona

lidad), siem~re y cuando se le prooorcionen el Medio v las sustan-
i . 1 4 5 6 c as necesarias ' ' ' ' lo cual tambi~n se presenta con el 6rqano 

fuera del ·animal2 (in vitro). 
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Inicialmente la perfusi6n hepática realizada con procesos técz. 

nicos complicados y larqos, oroporcion6 resultados pobres la mayo-· 
r!a de ocasiones nue se emple6 para estudios. Recientemente, ya 

con la experiencia, ha sido p0sible adaotar una técnica de perfu

si6n inversa diferente a lo que comanmente se ven!a realizando. En 
éste caso se combinan un sistema cerrado v un flujo inverso del l! 

quido perfundido (vena cava inferior-H!nado-Vena Portal 5• 

El h!qado perfundido, no solamente ha sido estudiado como tal, 

con la accesibilidad oue brinda este sistema para la recuoeraci6n 

de diferentes constituventes celulares (Repatocitos, Células de 

Rdpffer, endoteliales y almacenadores de crrasa), cada uno de ellos 

ha podido ser estudiado aisladamente 2 , 

Objetivos. 

Facilitar al alumno el desarrollo de una técnica -eapaz de mo~ 
trar el funcionamiento de un 6rgano, por método in vitre, acorde a 

las condiciones que se le impongan, 

Establecer que el conocimiento del adecuado manejo de un 6r

gano, as! como de los medios con los cuales se puede alarqar su -

supervivencia fuera del organismo; constituyen un mecanismo 6oti~o 

para estudios de acciones Gnicamente relacionadas con él, 

Hipotesis, 

El adecuado manejo, as! como las condiciones que se le prooor 

cionen, a un 6roano determinado; influirán para oue éste funcione 
en forma similar a un estado normal. 

Metodología. 

Material. 

- P.eactivos F,eactivo colorañte'd~'Hé!llatoxilina: 
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Eter et!lico. 
- Solución balanceada de ~ranks. 

Equtoo. 

Jerinqa plástico desechable 

(10 ml). 

- Pegamento de alta resistencia. 

- Pinzas para ~ureta~ 
- Bomba de Oxiqenaci6n de pece-

ra 

- 11.eactivo colorante de-Eosina, 

- Reactivo colorante de l.fricrht. 

- ~olución Salina Pisiol6qica. 

- Tubo ne noli nronileno 5 Cl'I. lonq. 
y 0.5 cm. de diámetro. 

- So9orte Universal. 
- Bomba peristáltica sil'lnle. 
- Baño Maria con termostato. 

- 2 vasos de precipitado de 250 - Cepillo pecrueño con dientes de 

ml. acero inoxidable. 

- Caja Petri de vidrio de 15 cms. - Cámara tle Newbawer. 
- Cuadritos de c¡asa de 5 crn2, - Hilo de seda 000. 

- Estuche de disección completo. - Alqod6n. 
- Ac¡uja para Venoclisis pediá- - Microcentrifuqa 15000 rrnp o 

trica # 18 con mariposa. centrífuqn, clínica. 

- C11breobj etos 

- Soporte de alambre para rata, 

- P.ipeta Pasteur , 

- Embudo de vidrio tallo corto 
diámetro igual . 

Metodo. 

- Portaob~etos. 

- Microsconio comnuesto c/100 x 

¡aumento). 
- Tubo de nolioronileno de 30 Cl'\S 

lonq i tud y O • 3 cm. de diámetro 

~ Lámpara oara microscopio este

reoscópico de 20 l'I . 

- Malla de acero inoxidable de 

forma en "V" 39 X 95 mm. 

El exoerimento mostrado a continuaci6n, ser§ establecido de -

acuerdo a lo realizado por Romero y Viña en 1983 5 . y se denomina 
perfusión inversa.· 
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A. Selección del animal: se trabajará con una rata blanca (sin 

importar el sexo), adulta y con un peso aproximado de 200 q. 

B. Preparación del material para la perfusión. 

a) Reactivos: Se empleará una soluci¿n de Hanks* que previa

mente al exnerimento ser.'.i colocada en el ba'1o María a 37 ° C. Tal -

solución constituirá el medio de perfusi6n. 

b) Montaje del equipo. (F'ig. l.) • 

- Sostén de la presión hidrostática del me~io de perfusión. 

En este caso, la jeringa de plástico será horadada en aoroximada

mente un cuarto de su lonaitud (emoezando de la nunta hacia el ém

bolo), mediante la utilizaci6n de un tubo de vidrio con diámetro -

similar al tubo de poliprooileno de 5 cm. de long. se retira la oo~ 

ción que se ha separado y se une, en el aqujero, el tubo a la je

ringa. Se debe cuidar que ésta uni6n sea firme, de lo contrario, al 

momento de perfundir tendrá fuqas. Para evitar tal situaci6n, suqe

rimos sellar la uni6n con un pegamento adecuado al caso. 

Posterior al tratamiento de la jerinqa, en la nunta corresoon

die~te a la aguja, se conecta la aguja para venodlisi~. Por otra 

parce, el trozo de tubo unido es conectado al tubo de mavor lonai

tud (éste estará en contacto directo con la bomba peristáltica) .. -

Para sujetar la jeringa y el tubo, adapte los soportes con sus pin

zas necesarias. 

- Prueba para el sistema de ?erfusión. Para tal caso, el em

pleo de un vaso de precipitado de 250 ml conteniendo agua destila

da, puede ser utilizado. Mediante este simole proceso ouede regu

larse el flujo de solución a perfundir. Es de esta forma como pue

de lograrse la limpieza de todo el sistema, para ello recomendamos 

sucesivos lavados con deterqente, posteriormente con aaua y aqua 

destilada. Como nroceso final debe esterilizarse, en autoclav~ todo 

lo concerniente a tubería. 

*Esta :;al cont.iener NaCl O g, KCl 0,4 e¡, c ... :::12 0.14 g, MqS04•7H 20 

0,10 g, MgCl2•611 20 10 g.,NaHP0 4 •H20 0.06 g, KH 2 P04 0,06 g, Dex

trosa 1.00 g. Na!lco 3 0.35, rojo fenal 0,02, H20 destilada 1000 ml; 

Tambi6n puede adicionarse al medioi colaqenasa tipo IV al 0.05 i 

p/v y se ajusta la solución 11 pll 7.6 antes ele usarse2 
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Con el adecuado funcionamiento del sistema, se tendrá más se

guridad para la regulaci6n del flujo del ~edio de perfusi6n. Por 

esto último, se recomienda-previo a la perfusi6n del hfgado- se h~ 

ga circular durante un tiempo corto (5') el flu!do a trabajar. Pa

ra evitar la formaci6n de burbujas y el salpiqueo de la soluci6n, 

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 temoeratura 

del baño María sobre pase de los 37°C. As! mismo en este momento, 

puede colocarse a la pipeta Pasteur proveniente de la bomba de -

oxigenación y corroborar su adecuado funcionamiento, as! como la 

intensidad de su bombeo. 

Preparaci6n del animal previo a la perf:usi6n. Mediante el 

empleo de éter se anestesiará a la rata. Posterior a ello, 0,5 ml 

de una soluci6n al 5 % de heparina, será administrada vía vena sa

fena. 

- 'l'écnica quirúrgica. 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 deberá 

existir un vaso de precipitados con flu!do de oerfusi6n (la tem

peratura deberá estar controlada por empleo de un ba~0 ~arfa) • Con 

la ayuda de un embudo colocado por debajo del cuerpo del animal,~ 

drj recolectarse mejor el flufdo perfundido, 

Para continuar con la perfusi6n, continúe con los pasos pos

teriormente descritos: 

l. Previo a abrir el abdomen, coloque una lamparita sobre la 

zona. Exponra los 6rganos del animal (emplee unas pinzas de sujec

ción lo que facilitará el que se mantenga abierta toda la cavidad 

abdominal) . Con todo cuidado remueva los 6rganos .y haga un orifi

cio de aproximadamente 0.2 cm de diámetro en la piel que se en

cuentra por detrás de la abertura abdominal. Posterior a todo ello, 

remueva cuidadosamente los intestinos y deje que descansen a un -

lado, Se observará como la vena Cava se divide hacia cada uno de -
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·:d~ ... 

l r 

37°C. 

!!'ig. l. Aparato de per"usión hepática. in •1itro 2
•

5
• 

a. Recipiente para la recolecci6n del per"undido ~ 

nicial(el cual se debe desechar} y del lavado del 

sistema. b. Bomba peristáltica. c. Jeringa con adaE 

tación a la bomba peristáltica. d. Aguja para veno

cl is is. e. Lámpara de miscroscopio estereoscópico. 

r:. H1'.gado in si tu. g. Fmbudo de vidrio. h. RecipieE. 

te recol.ector del 11'.quido de perfusión. i. Bomba de 

oxigenacii.6n. j. Ba.i'io María (Consuitar la explica-

ci6n en el texto). 
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los riñones, formando la ver.:i P.enal, En éste punto de la ·uni6n, de 

preferencid antes de ella, coloque una liqadura ligeramente apre

tada* (Haq¡¡ uso de la aguja curva d
1
e cirugía y d'el hilo.seda. Evi

te el lesionar alguna otra parte) • 

2. Levantando los 16bulos hepáticos, justo en la norci6n de 

unión de ellos, encontrará una vena que se diriae hacia los intes

tinos. Esto, al llegar a ellos, se dividirá en varios vasos peque

ños; coloque otra ligadura alrededor de la porción más gruesa. 

3. Abra un poco más el tórax, justo ror la división de la ca

vidad toráxica y abdominal e identifique la vena que vá del cora

zón hacia el h!gado. Seleccione la porción más cercana al corazón 

y coloque una ligadura *1 algo floja, alrededor de la vena cava infe

rior, 

4, Con la aguja de venoclisis, canule hacia la vena Cava, in

trodu~i~ndola por el atrio 1erecho del corazón. Inmediatamente des 

pu~s de éste punto, corte la vena Porta, Esto es más sencillo 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 Cltimo se establecerá el flujo de vena Cava a vena 

Porta. 

6. Los primeros 50 ml de medio, mezclados con sanqre, deberán 

ser desechados. El resto se colecta, de la cavidad ubdominal 1 en 

el vaso de precipitado. Se volverá a ceoxigenar el fluído y pasará 

una vez más a la;,circulación, Compruebe la adecuada recolecci6n -

del fluido a través de la espalda del animal, sobretodo que fluya 

libremente por el embudo y que caiga sin producir espuma. Cuando 

el hígado ya ha sido limpiado de sangre, comienza a oerder color 

(Es necesario el que la lámpara se encuentre encendida,y sobre él 

mismo, con lo cual se evitará pérdida de calor). 

* Al dejar· tales ligaduras, haga un nudo corredizo cencillo, de

jando una porción suficiente de terminales ~e hilo para posterior 

manejo. 
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7, Han tenga el flujo de la perfusi6n a unu velocidad aproxi

mada de 4J ml. por minuto2 (regúlela por el empleo de la bomba pe

ristáltica). 

8. :cebe de recircularse un volumen cons::ante de 50 ml. duran

te aproxi~adamente 10 minutos. En esta etapa de oerfusión,,el híga

do se expande por lo menos en dos veces su tar.<ti'!o normal. 

9. p¡,ra la recolección de las células obtenidas, dependiendo 

del tipo de fluido de perfusi6n utilizado, se procederá de la si

guiente forma: 

a) Si solamente se ha empleado soluci6n balanceada sin colag~ 

nasa, detenga la bomba peristáltica y recolecte el fluido. Procése

lo como se indica en el siguiente inciso. 

b) En caso de que el fluido contuviera colagenasa 2 ; detenga -

la bomba peristáltica y separe el hígado cortando la vena Cava y la 

cava inferior antes de las ligaduras (I). Col6quelo en la caja de -

Petri. (al que previamente debi6 de haber adicionado 80 ml. de una 

suspensión de Hanks fría). Despelleje el 6rg¿u10 con lo que la mayo

ría de las células hep~ticas serán liberadas r.0n agitación modera

da. •1 la eficacia puede ser incrementada· (se raspa mecánicamente al 

!1Í'JJdo con un cepillo) .. Tanto a la armazón del b .. jido conectivo, co

mo a la suspensi6n que contiene grandes restos de tejido, son colo

cados sobre un filtro triple (II). La suspensión resultante es la 

suspensión celular compuesta de células parenquimatosas (hepatoci

tos) y no parenquimatosas (cólulas endoteliales, de Kupffer, de al

macenamiento de grasa, fibroblastos, etc.). 

10. De las suspensiones obtenidas, cualquiera que haya sido el 

tratamiento de la obtención de las células, el proceso que a conti

nuaci6n se menciona, tiene que realizarse cuidadosamente y de forma 

eficiente. 

Se hará empleo de centrifugaciones diferenciales para deter

minar los diferentes tipos de células. Asfmismo, con conteos dife

renciales se establecerán los tipos de célui.as, su n(U11ero y su via

bilidad (mediante l~ exclusi6n del azul de Tripano)*. 

Las centrifugaciones diferenciales son relativamente sencillas 
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y se efectuarán como sigue: 

a) centrifuge la suspensión celular total a SO kg por dos mi

nutos (III). El sobrenadante (Sl) manténgalo a la mano, resuspen

da cuidadosamente la pastilla en 50 ml de solución de Hanks f.r.ía. 

Para minimizar la destrucción celular, el paquete debe ser resus

pendido en un pequeño volumen de solución, posteriormente será -

llevado al volumen final. Se repetirá el ~receso cuatro ocasiones. 

,Junte los sobrenadan tes de la segunda y tercera centri f.uoada con 

Sl, ésto corresponderá a las células no parenquimatosas. La últi

~a pastilla conteniendo hepatocitos purificados, será resuspend! 

da en 50 ml de solución, y serán contadas las células. El sobre

;1adante (54) deberá ser· desechado (IV). 

b) Los sobrenadantes Sl, 52 y SJ,posterior a su mezcla, se

rán centrifugados a 50 xg por dos minutos, durante dos ocasiones; 

se obtendrán un botón residual de hep~tócitos (V). El sobrenadan

te resultante es recentrifugado dos veces a 500 xq por tres minu 

tos cada vez, con ello se separá~alas células de los restos de -

las mismas (VI). Para cada ocasión, el paquete rle células no pare!! 

1uimatosas será resuspendido en 20 ml de solución. Si existen he

patocitos, con una centrifugación a 50 xcr se les desechará 

(VII). 

Con dos centrifuqaciones de 500 xg se recuperái: células de -

Kupffer y endoteliales principalmente. Habrá de cuantificarse a-

las células, asi como su g_rado de supe:rvivencia. 

11. Posteriormente puede continuarse con el cultivo. :i:_~ vitro 

de las células recuperadas. Para ello habrá de utilizarse aloún -

tipo de medio especifico con lo que se mantendrá la supervivencia 

de las células. Dentro de ésta parte, una gran diversidad de estu 

dios pueden efectuarse 1 • 2 • 4•5 •6 (Ensayos de actividad de la adenfl 

ciclasa, ingestión de Hierro por células de Kupffer, aluconeogén~ 

sis, algunas otras pruebas pertenecientes a metabolismo, etc), 

* La solución se prepara con 2 g. de azul de tripano en 100 

ml de agua destilada. Se aplican 2 gotas a la suspensión y se ob

serva al microscopio a 40x (contabilizar por Newbauer). 
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I. Per¡sión. 

II. Filtrado. 

1 .~ · III. Suspension 

total. 

xg; 2 min •. 

Paquete celular 

1 
50 xg 

1 
Sobrenadan te 

IV.2 min-.~----------~--------s 2~--------------~---'11 

4 veces. 

Paquete (Hepa

tocitos). 

~-------------s 3~------------------iv 50 xg¡2 -
min, 2 v~ 
ces. 

Sobrenadan te 

Desecho 

Paquetes. 

Desechos. 

Sobrenadan te 

l oo xo;J 

in.,2 ve 

es. 
V Sobrena-

Paquete 

dan te. 

Desecho. 

O xg;2 -
in, 1 2 V!:_ 
es. 

VII Paquetes. 
~ l Desecho. 

Sobrenadan te 

U
~O xq;J~ 
inutos, 
veces. 

V Sobrena--k dante. 

t ""J.ocsecho. 

Paquf.'tc {Células 
no parenr¡uimato::;as). 

Diagrama de la centrifugación diferencial. Método' de propar~ 

ci6n de hopatocitos y células no parenquimato5as do una suspensi6n 

celular total. {Detalles en el texto) 2 . 
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III. 4, Inducci6n al Hipotiroidismo. 

Int~oducci6n. 19 

~ara establecer certeramente la funcion2~idad del Sistema En

d6crino, ha tenido que recurrirse a procesos experimentales consi

derados como clásicos en tales tir?OS de estudios;. Es así como se 

ha definido un cierto nGmero de hechos tendientes a la caracteri

zación de los mecanismos de intercomunicación por parte de los di

ferentes órganos corporales, su papel en tal comunicación y la im

))Ortancia que tal repn•senta para el funcional'liento orqánico en o~ 

neral. La clasificación de estos orocesos se le ha conformado de 

la forma siguiente: (a) Extirpaciones quirdrqicas de tejidos y 

glándulas en cuestión. Con lo que se obtiene como resultante un -

síndrome específico o un estado deficiente v notorio oara el caso; 

(b) ReimplF.tnt.aci6n de la olándula en cuestión. Esto ha dernostrado 

prevenir el oue se presente un síndrome dehido a la carencia de tal 

6raano, as!mismo es involucrado aauí lo concer~iente a la adminis

tración de extractos crudos de cierta alándula; (c) El aí¿lamiento 

y Ll purificación de los productos ñe secreción. Con esto se ha lo 

grado definir el tioo de qlándulas end6crina, así como la Función 

que ejerce. 

Una vez que se ha definido el tipo de qlándula endócrina, co

mo es de esperarse, las secreciones de ellas estári ·en ~unci6n de -

las cAlulas que la constituyen y la característica de la activi

dad ejercida por el 6rgan~ está basada en el tipo de sustancias -

que son secretadas. De hecho, tales sustancias presentan ciertas P! 
culiaridades que las hacen especificas (ActQan en peaueRas canti

dades; previo de su efecto aparente renuieren de un neriodo laten

te, y su retiro de la circulación general es muy rápida dado aue 

son metabolizadas por tejidos), 

Tres aspectos impar tan tes para el orqan i.smo viviente cubren -

las acciones desarrolladas por las hormonas. 

a. Actuan a nivel del crecimiento, di"erenciaci~n y maduración 

del organismo (morfogénesis) • 
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b, ~lélnl' ·.enen la rome6sta~'1lS intern':I del <"rcranismo. fl.sír'lismo, 

como ellas c.·"! •.rncuentr;m cambiando constantery• 'te, recruieren de un 

mecanismo r~;ulador propio (Retroalimentación. servo-mecanismo o -

feedback). 
~. Cc:i ·ülas se aqrupan las acciones de inteoraci6n de even

cos r: isiol?c icos del animal. 

El es~ cdio de las hormonas requiere mayores sofisticaciones 

:n sus técnicas, debido a las características de ellas. Prelimina~ 

mente parñ c 01t"lbli:!cer su fomaci6n v su metñbolisMo se reñlizan -

extracciones (electroforesis, crornatoqrafía, etc), bioensayes --

(cuantitificándolas, m·diendo sus actividades específicas en teji

dos, empleando indicados biológicos) v finalmente se les realiza 

un análisis tTUÍmico para determinñr la homoc¡eneidád del extracto y 

los métodos 6µtimos para obtenerlo. 

La tiroides 5161718 • aOn cuando no es una crlándula esencial 

para la vida, su carencia oriqina transtornos bastantes severos. 

Su Función se encuentra influenciada por la i11pófisis (por narte 

de la TSHJ? in<lirectamente,por mecanis111os de '..tno neur;Jl crne ope

ran a través <ld hipottilamo (acti.v.idad del TRH ante casos de frio 

u calor por ejemplo) • Sus productos de secreción, renresentados 

por las hormonas t:riyodotironina y tiroxina, var.ian en la Forma en 

que se encuentran dependiendo de la actividad crue ejerzan. Esto es, 

si no se encuentran e~lazadas en torrente sanquíneo a alquna pro

tefna ellas son fisiolóqicamente activas, de lo contrario s6lo se 

encuentran circulando. Bastante son las acciones que ejercen tales 

homonas (siendo que la mayoría se atribuye a la T4 oor encontrar 

se en mayor concentración que la TJ, adn cuando esta tiene una ac

tividad mucho mayor que la ot~a), de las cuales parlemos encontrar: 

(a) Su más necesaria acci6n es la captación, utilizaci6n y distri

bución del 02 orgánico, (b) Influyen en los cambios a nivel de ca

tabolia y anabolia proteicas: (c) Actdan en las modificaciones de 

las grasas tisulares y hepSticas; y (di Afectan al peso corporal, 

Estas acciones son a nivel corporal, pero Lambidn se ha demostra

do que ejercen cie•ta·influencia en las acti~idadeo de otros 6rqa

nos. Se ha observado que al aumentar la liberación de ·r4, hay u11 -
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aumento de la secreción de caci~ todas las demás glándulas end6cri

nas del organismo y además de la necesidad tisular de las hormonas. 

(P. ej. La administración de T4 acelera la secreción de glucocor

ticoides por la corteza suprarrenal). No es de dudarse que ta!1lbién 

se intente el establecer las posibles relaciones que la tiroides 

tenga con el Sistema Nervioso, por lo que se han efectuado es tu- 1 

dios con caracterl'..sticas especiales, pero aún no se ha podido es

cablecer que exista una relaci6n catecolaminas-tiroides que pueda 

mostrar aquellos 5 . 

con estudios de hipofunci6n tiroidea - bien sea experimental 

o clinic~ - puede observarse como los niveles de las hormonas in

volucradas son insuficientes para satisfacer los requerimientos -

orgánicos generales, lo que se refleja en una lentitud acentuada 

de los procesos corporales. Esto es explicado por una velocidad -

metabólica basal y por una temperatura bajas de su nivel normal; 

las manifestaciones cl1nicas por lo consiguiente son generales 1
' 

418 'Dependiendo del grado de hipotiroidismo que se presente, apar

te de las manifestaciones generales, existen aspectos fisiopatol6-

gicos bastante marcados 1116 los que de manera común están dados 

por: (a) Anemia. Dada por una reducción en la velocidad de produc

ción celular eritrocitaria: (b) Disminución de niveles de Eritro

poyetina. Debido al descenso de los requerimientos de Oxigeno ti

sular; (c) Alteración en la integridad y función de los tejidos -

con un recambio proteico elevado. Lo cual se relaciona porque la 

s1ntesis de proteinas se relaciona con los niveles de hormonas ti

roideas; (d) Hay reducción en la peristalsis intestinal con el co~ 

siguiente estreñimiento; ·y (e) Cambios endocrinos. Manifestados a 

nivel de hipótálano (TRH) , corteza adrenal (Producción de ADH ina

propiado causa de hiponatremia), Hip6fisis (Disminución en hormo

nas tales como: 'l'SH, Lll y ACTI!) y se ha asociado al hipotiroidis-

110 las bajas de hormona del crecimiento, glucagon, cortisol y 

otr.os. Esto último predispone a hipoglucemia, se limita l~ gluco

genólisis al igual que la gluconeogénesis. 

Otras accione~ que se desatan en el hipotiroidismo, han sido 

demostradas por procesos experimentales einpleando animales de la-
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boratorio y técnicas aptas a los casos (Tiroidectomfas, agentes de 

bloqueo de enzimas o receptores, competidores metabólicos, métodos 

in vitre, empleo de radios6topos, etc) y se ha podido comprobar -

cambios como: alteraciones de los procesos de trans.r;iorte a nivel 

de corteza cerebral 9 , reabsorción de fluidos por el túbulo con

torneado rroximal 2, generaci·.'.in extra tiroidea cle •r3 a partir de T4 
1 7 y la modulación del número de receptores Ileta- adrenérgicos en 

varios órganos (hígado, corazón, etc) 12 , 

En procesos experimentales el empleo de agentes antitiroideos 

es usual, ya que presentan características que los hacen aptos pa

ra el.lol ª: (Impiden la liberación de las hormonas, retardan la sín 

tesis de ellas con interferencia de las reacciones de yodaci6n,inh~ 

ben la utilización de las hormonasi . Para los procesos prácticos 

del presente diseño experimental, se emplea un agente que interfi~ 

re con las reacciones de yodaci6n 3, 11, 13115 • La aparición del -

hipotiroidismo al emplear tales sustancias es retardado (hasta que 

la hormona transformada haya sido gastada) , así como hay un incre

mento de TSH lo que agranda la tiroides ·(bocio) provocando hiper

plasia vascular14, Poco es conocido acerca del mecanismo de ac

ción de tales f~rmacos, pero en el caso del metimazol y otros se -

ha visto que actuan a nivel de la enzima peroxidasa bloaueándola, 

así corno reducen el acoplamiento de las yodo tiros in as 3 1 1 ~ ' 1 8, ., . 

Su absorción es rápida, e inmediatamente son distribuidos y rneta

bolizados, (por lo que se administran repetidas veces). Su meta

bolismo es bajo, dado que se ha encontrado con pocos derivados o 
intacto en orina y suero3, 15. 

Al establecer un diagnóstico de hipotiroidismo deben contar

se con algunos conceptos importantes, en los que no sólo las hor

monas tiroideas pueden afectar, sino que otras alteraciones hormo

nales pueden influir. As! mismo tienen que realizarse pruebas ex

pecíficas para intentar establecer el tipo y la característica del 

hipotiroidismo l, 4 (Consumo de r131 tiroideo, administración de 

TRH, administraci6_fl de TSH, determinación de. metabolitos generales, 
otros) • 
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Objetivos. 

- Establecer la importancia del Sistema Pndócrino como regu
lador fisiol6gico general. Dicho concepto será generado, mediante 
el conocimiento impl1cicó, en uno de los componentes de tal sist~ 

ma: la tiroides. 
- Se comprenderá que la regulaci6n metabólica del organismo 

está totalmente influenciado por la funci6n tiroidea, además de -
que una alteración a nivel de ~ste órgano (o aquellos afines a el) 

genera cambios corporales bastante marcados. 

- Se entenderá que un proceso de tal magnitud, al regulcr; ~l, 

propiamente dicho, debe también ser controlado. 
- Al presentarse una fisiopatolog!a a determinado nivel, los 

cambios que se manifiesten y que sean cuatificados y/o seguidos, 
ayudarán a formar criterios sobre el grado de daño provocado por 

la lesión. Además, podrá establecerse' toda la interrelación que -
guarde con el organismo total. Todo esto, sentará bases en el ade
cuado orden de selección de d~terminaciones de laboratorio por -
realizar. 

Hipo tesis. 

Si la tiroides, como constituyente del Sistema ~,docrino, es 
afectada en su funcionamiento normal; los cambios· corporales f1si
cos e internos, serán marcadamente manifiestos. 

Meto do log !a . 

1. Selecci6n de Animales. 

- Se trabajará con conejos blancos de 2 a 4 kgs. de peso. Su 
edad variará de 2 a 3 meses. Cada animal será estudiado por equi

po. Debe comprobars~ que los animales se encuentren cl!nicamente 
sanos. El sexo será, de preferencia, el mismo para todos los casos. 

2. Manejo de los Animales. 

- Se les colocará una identificaci6n individual mediante co-
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lorante o tatuajes. 
- Cada animal será colocado, de preferencia, en jaulas indiv~ 

duales. Cada jaula tendrá una id~ntificación de su contenido. (Co~ 

súltese lo referente al registro de animales de experimentaci6n). 

- Al menos uno de los animales será tratJdo como control, los 

demás serán los conejos inducidos. Es recomcndJble el trab~jar con 

un duplicado de las mismas caracteristicas, en caso de contarse -

.::on ál. 

3. Inducción. 

- El proceso durará 2 semanas, este iniciará contado desde el 

primer día de la inducción. 

- La inducción se hará diariamente, administrando' 2 tabletas 

(de 5 mg cada una de Metimazol o Tapazol) por vía oral*. Se dará ca 

da tableta con un intervalo de 6 horas, por cada una. 

4. seguimiento de la inducción. 

4. l. Determinaciones FÍsicas. 

Diariamente a todos. los animales, deberá tomarseles el peso, 

la ta~peratura rectal, el ancho del cuello y además se observará 

su c:omportamiento. Estas determinaciones, al mo: •en to de recuperar 

sus datos, serán graficados con el fin de ir observando los cam

bios que se presentan al momento. 

- Este calendario será aplicado tanto para los conejos con

trol, como p~ra los inducidos. 

- Junto con este calendario, se menejará a la par: la grafi

cación de peso, temperatura rectal y medici6n del cuello como se 

indica en la secci6n de resultados. 

• Con la ayuda de un mortero y agua de la llave, disuelva la 

tableta y administre el homogenizado. mediante el empleo de una jeri!!_ 

ga de plástico. 



4.2. Determinaciones séricas*. 

Se cuantificarán: glucosa, colesterol, l!pidos s6ricos, pro

teínas totales y alb!lmina. (Las t~cnicas se encuentran detalladas 

en la secci6n correspondiente) • 

Material. 

Reactivos. 

- Etanol al 70 %. - Reactivos para determinaci6n de 
- Merthiolate blanco comercial, glucosa~*. 

- Acido Pícrico al 1 %. - Reactivos para determinaci6n de 
- Reactivo para determinaci6n colesterol**, 

de Lípidos**. - Reactivos para determinaci6n de 

Equipo. 

- Mortero con pistilo, 
- Agujas estériles calibre 22. 

- Balanza para animales de ca-
pacidad máxima de 5 Kg. 

- Balanza de dos platillos. 

- Pipetas Pasteur. 
- Refrigerador con congelador. 

- Tripié. 
- Mechero. 

- Baño María. 
- Term6metro . 

- Tubos ensaye de 10 x 1 mm 
para centrifuga. 

proteinas totales*~ 

- Jeringa de plástico-calibre 22. 

- Jeringas de 10 ml. 
- Term6rnetro clínico rectal ( ° C), 
- Cinta métrica para costura. 
- Centríñuga cl!nica. 

- Frasco viales de :.:: 6 5 ml • 

- Al~od6n. 

- Telas de asbesto, 
- Vasos de Precipitado ge 100 y 

250 ml. 
- Palillos de madera de 10 cms 

de longitud. 

• Recomendamos el efectuar todas ellas al final de la inducci6n, es 

decir, se asignará una ·sesión :sólo para detarminaci:ónea del euo

ro. Para ta1 caso, los sueros ser&n almacenadon en congelaci6n -

hasta su uso. 

• •consulte la; sección indicada de los reactivos involucrados para 

cada determinación por realizar. 
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Resul t.ados. 

Los datos obtenidos, para facilitar su análisis, serán mane

jados de la forma siguiente*: 

a) Una carátula donde se especifiquen: especie animal, raza, 

sexo, !io. de equipo, proyecto, etc. 

b) En otra hoja, por separado, se trazará un cuadro con las 

características anteriormente mencionadas: 

c) Los resultados correspondientes a las determinaciones de 

peso, temperatura rectal y medición de cuello, dado que serán ob

tenidcs de manera inmediata; serán registrados en el cuadro, y a 

su vez, graficados*. 

~J Los resultados correspondiéntes a las determinaciones s€~ 

ricas ;?'.)r realizar, de manera similar al inciso anterior, y posteri~ 

res a la obtención de las concentraciones** de los metabolitos 

implicados; serán graficados*. 

a) El contenido de las hojas milimétricas anteriores, consti

tuye lo obtenido por equipo; para e ~ectuar la comparación de lo ob 

tenido ?or el grupo, todos deberán agrupar lo~ resultados de los 

conejos inducidos y de los controles y procederán a obtener los v~ 

lores ~edios. Estos dltirnos serán graficados, como se especific6 

en los dos incisos anteriores. 

~nalisis de Resultados. 

Proceda a efectuarlos mediante la comparación de los datos ob 

.tenidos ?Or equipo y por grupo. Establezca los cambios notorios y 

comunes a todos, así como el día post-inducción. 

Conclusiones. 

Dis~uta las causas de las posibles variaciones entre unos re

sultados y otros, teóricamente fundamÉrltelos, ahonde en que otro ti 

pode fa~tores o sucesos pueda ejercer influencia en el caso, 

* consúl:ese la sección referente a olaboración de Gráficas y tablas 

** Consú:teso lo referente a curvas de calibración, su registro, in

terpr:tación, etc. 
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Respuesta de TSH a TRH en 3 sujetos norm! 

les (círculos abiertos), 2 pacientes hipotíro.!_ 

deos (círculos sólidos), y un paciente hipert!_ 

roideo con TSH sérico sin detectar (línea pun

teada baja). El TSH sérico basal s~ obtuvo 15 

minutos antes e inmediatamente anc~s de la ad-

ministración de TRI!. (Now.Engl.J.!1ed. 290:886 1 

1974). 

5~ Ganong, W.F. Review of Medical Physiology, 9th.Edici6n. Edit~ 

rial LangeMedical Publications. U.S.A. 1979. pp. 442-256. 
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~similaci6n de yodo radiatiuo en su

jeto eutlroideo normal, hipertiroideo 

e hipotiroideo. Porcentajes de rl31 

administrado en tiroides, plasma· y 

orina son colocados contra tiempo -

después de una dosis oral de ¡131, 

En el sujeto hip~rtiroideo, ~1 r 131 

plasmatico baja rápidamente, entonces 

aumenta en resultado de la liberación 

de T4 marcada con ¡131 y la T3 della 

tiroides. 
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La metodología seguida por los autores fue: 

Ratas hembras fue,ron hechas hipoti

roideas po~ dieta deficiente en yodo 

+ 6-N-Propil-2 Tiouracilo. Otras so 

emplearon como controles. 
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Se obtuvieron células grasa blan
ca y hepatocitos para las pruebas. 

En lo correspondiente a resultados podernos ver: 

A~1 
'M 

AHPc. 

~l'.,.al~ 

Q 

.. 

J 

o .. ., 

La inhibición irreversible de la -
estirnulación betaadrenérgica de a
cumulación por AMPc de hepatocitos 
de rata hipotiroidea por NBE (N-
2- Hidroxi-3- (1- Naftoxi) propil 
N1 - brornoacetil-etilendiamina). 
Los hepatocitos de r~ta tiroidea -
fueron empleados en e~tos estudios 
debido a que la estimu~ación bcta
adrcnérg ica de la acumulación de 
AMPc., es más grande. en hepatoci
tos de ratas tiroideas que las eu
tiroideas .. Los hepatocit~s de ra
tas fueron incubados en un buffer 
de bicarbonato Krcbs-Ringer, con
teniendo 22 m M de Glucosa y la -
concentración indicada de NBE por 
30' a 37 ° c. Las células fueron l~ 
vadas 5 veces con buffer fresco, 
rcsuspendidm y mantenidas por 30' 
a 37° C. Las hormonas fueron agre
gadas como se indican, la incuba
ción se interrumpió un minuto más 
tarde. 

La disc~sión que el caso originó fue: 
,• 

- Este estudio muestra las interacciones entre receptores be 
ta- adrenécgicos y residuos de la Adenilciólasaen membranas celu--
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lares grasas de rata. 

- Parece que las hormonas tiroideas influyen sobre la acción 

catecolamina beta-adonérgica en varios loci distintos. El hipoti

roidismo modula el número de receptores beta-adrenórqicos en mús

culo esquelético, corazón, híaado, glándula submaxilar y reticulo

citos de rata, así como en eritrocitos de pavo. 
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III. S. Inducci6n al Estado Hemolítico'. 

Introducci6n. 

Las funciones por las cuales el sj.sterna circula torio se con

sidera como uno de los más importantes del organismo, pueden ser 

enumeradas como sigue: 

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

- Su funci6n extricta es la de oxigenar los tejidos, asi co

mo de realizar el recambio de bi6xido de Carbono ( el cual se eli

mina por vía pulmonar) . 

- Regula la temperatura corporal. 

- Distribuye las hormonas y otros agentes que controlan la 
funci6n celular. 

Para efectuar tales funciones, el sistema circulatorio está 

constitu!do de un flu!do con caractertsticas especiales para cum

plir tales requerimientos (viscosidad, densidad, temperatura, pH, 

etc.), la sangre - nombre proporcionado a tal fluido - se encuen

tra influenciada por las características propias del individuo -
(edad, sexo, actividad, etc.) ,1 4 

Constituyentes de la 
sangre 6 , 1 o, 1 4 

l. Eritrocitos o gl6bulos rojos. 

2. Leucocitos o gl6bulos blancos. 

3. Plaque tas 

4. Plasma* (con un contenido inmenso en 

iones, MOl~culas orgánicas e inorga

nicas en paso ·por el ·organismo, co• 

mo transporte de otras sustancias). 

• En caso de permitir coagular la sangro, el fluído remanente es 

lo que se conoce como suero, ·a-dife.r:ancia del plasma, presenta 

deficiencia en fibrin6geno 1 factores do l~ coagulaci6n y un ele

vado contenido de serotonina por ruptura plaquetaria 6,9, 
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Mn.,eot15HO E.R1TRoc.tnc.o 

llemo~lob'tna 

Mrlahe1110f:,bina "Oilii:. 
lle.mo~ide.rin.l t!>fercobilin~ 
UrobilinÓ'ieno 

Los er'itrocitos y sus precursores localiz~ 
dos en vasos sanguíneos, médula 6sea o lu
gares extravasculares 17

• 
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En el presente modelo experimental, el constituyente sanguí
neo a considerarserá el eritrocito, no sin destacar que los otros 

también son importantes en base a su funcionamiento especifico. 

El eritrocito para cumplir con las funciones principales atr! 

buídas a la sangre (oxigenaci6n, viscosidad, etc) , tiene que pre

sentar características que lo hagan apto para ello: (a) Son anu

cleados, bicóncavos y pequeños con lo que tienen mayor superficie 

para el interca~.io respiratorio 6119 ; (b) Con las propiedades de 

su membrana (estroma), su acceso a 6rganos .y tejidos es más efi-; -

cicnte8•25 (dado que adopta la forma del vaso en el cual se encuen

tra); (c) principalmentP se constituye de agua, de un elevado con

tenido proteico, lipoproteinas, colesterol libre y con un i6n prin

cipal: el Potasio; y (d) Presenta una complejo enzimático bastan

te eficaz en el mantenimiento de las continuas reacciones tle 6xido

reducc i6n y otras, que mantienen en co.nstante 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 mi~ 

ma y como la maquinaria metab61ica no puede permanecer activa dura!!_ 

te mucho tiempo (manifiesto por un gasto energético no renovable -

muy marcado) , el eritrocito se destruye lentamente8• 

Como previamente se había mencionado, el gl6bu~o rojo efectúa 

una funci6n vital para el organismo total; el intercamlio gaseoso a 

nivel intracorporal. ·Esto es posible por estar contenida en su ci

toplasma una proteína compleja ( Formada por cuatro subu~idades, -

cada una con una entidad hemo conjugada a un polipéptido) denomi

na Hemoglobina. Necesariamente para que tal entidad proteica funci~ 

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 que evidentemente el recam~io es conti

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

Dado que los e~itrocitos continuamente se est~n siendo produ

cidos o degrac;iaaos, es necesario que e~ista un si'stema regulador de 

tal caso,y esto podria explicarse po~que de no ser así ·se t~ndr1an 

serias consecuenci~. Ha sido demostrado que la Eritropoyesis ---
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(genwaci6ndc eritrocitos) se ~ncuentra bajo un control de- retroa

limentación 6, La eritropoyetina;. una glucoprotefoa circulante, es 

sintetizada y activada a nivel renal mediante una relación Oxígeno/ 

Demanda, o sea, por la presi6n del Oxígeno reinante en el lugar, El 

sistema se:iscr ha sido demostrado que se forma de un sistema Pros

tag landi:na- AMPc y el Oxígeno implicado 18, Para la elucidaci6n ex

perimental de tal secuencia, han intervenido procesos quedemuestran 

claramente lo que ocurre: es ·así que el inducir con t6xicos a esta

dos anémicos4, la aplicaci6n de sanqría l9, las exposiciónes a bajas 

presiones de ox~genolO, as! como nefrectomías o sistemas renales -

mal desarrolados4 indican que la presencia de la hormona es bastan

te necesaria; aún más, se ha podido establecer que ella es produci

da- durante la etapa neonata- a nivel hepático 19 • 

Mecanismo de acción de la Fenilhirlrazina. (FHZ) 24. 

-~ 
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PHZ • Fenilhidrazina l\.G.I. A e .id"os grasos insa tu

ra dos (principalmente 

fosfolipidos). 

Receptor para 02 

Hemoglobina desnaturalizada 

Espectrina (Protelna de mem- SRE 

brana) 

MDA 

Sistama retículo endo

telial. 

"' Ma lonaldchido. 
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1. Existen dos hipótesis: a) Que la FHZ se pegue a algdn re

ceptor af!n al Oxígeno y sea transportada al interior del eritroci 

to: b) Es pro~able que localize lugares en las membranas y se aut~ 

oxide provocando la formación de sustancias oxidantes que actuan -

sobre ácidos grasos insaturados13,18,24, 

2. Debe existir una reacción entre la Hb0 2 y la FHZ que pro

duce Hb. desnaturalizada, Metahemoglobina y algunas sustancias -

oxidantes18, 24, 

3. l?or una parte, la Hb. desnaturalizada se une a la Espec

trina mediante enlaces sulfhidrilo cruzados formando los cuerpos 

de Heinz 11, 13, 2 4. Asimismo hay inhibición de la ca++ ATPasa con -

la acumulación de Calcio intraeritrocíticamente. La MetaHb formada, 

lentamente se autooxida produciendo sustancias oxidantes3,5,debido 

a mal funcionamiento de algunas enzimas importantesS1 9 • 25 

4. Por otro lado, las sustancias oxidantes dañan la estructu

ra membranal7, 13, Inhiben algunos procesos enzimáticosl,9. La FHZ

oxidada reacciona con los fosfolípidos13,1B,2 4. Produciendo sustan

cias oxidantes así como malonaldehíao12,18, 

5. Los efec~os son producidos de dos formas: 

a. l?or la acumulación de Calcio intracelular, ~sí. como la 

desnaturalización de otras proteínas mernbranales, se pierden las 

propiedades de membranas y hay lisis con la liberación de Hemoglo

bina23. 

b. Tanto la formaci6n de los cuerpos de Heinz, como la rigi

dez del eritrocito 2º• 23 , obligan a que e~ SRE los capture y retire 

de la circulación2, 12, 15, 17,20 
. Este ef.ecto es m5s vistoso en ba-

zo durante el paso a través de los cordones esplénicos 17 • 19 

6. Durante la degradaci6n de la hemoglobina que ha reacciona

do con FUZ, se ha observado que la formación de bilirrubina es mis 

pronunciada a nivel de bazo16, 
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Cuando los eritrocitos viejos, o lesionados son removidos del 

torrente sanguíneo, sus principales componentes son degradados, 

transf.ormudos o desechados dependiendo de las necesidades del or~~ 

nismo o del constituyente en sí. Los que vuelven a ser utilizados 

son los aminoácidos que componen la porci6n proteica y el átomo de 

hierro del Hem. Lo que corresponda a la porfirina libre de Hierro -

:;;a degradará a nivel del sistema reU'.culoendotelial hepat1'.co, bazo y 

médula ósea. La acción de tal deC]radaci6n parece .realizarse a nivel 

de fracci6n microsqmal por un complejo enzimático denominado Hem

oxigenasa. La producción de tales enzimas es la biliverdina, que en 

humanos, la mayoría es convertida a bilirrubina 6 • 8 ~ 1 O. 

El metabolismo ulterior de la bilirrubina sucede principalme~ 

te en hígado, donde sucede lo siauiente: (a) Es captada, (b) conju

gada (formaci6n del diglucur6nído de bílirrubina y (e) se secretará 

en la bilis. Esta bilirrubina conjugada, dentro del intestino grue

so, se recambiará ¿¡ urobilin6geno por la acción de las enzimas bac

terianas y específicas de la zona. Unn parte del urobilinógeno es 

desechado en heces, la otra ¡=te será resorbida (llega a el hí9ndo) 

y se: excretará constituyendo el ciclo enterohe¡Jático. La excreción 

de tal urobilin6geno, proveniente de hígado, se realiza en orínaG, 
8,10,17,25,, 

Dado que el presente diseño experimental se basa en los efec

tos producidos por un tóxico eritrocítico, podemos considerar la -

generalidad de las acciones en tales células. Principalrne,nte se ha

bla de que el ataque va dirigido contra el contenido de Hemoglobi

na (provocando su desnaturalización y formación.de Cuerpos de ---~ 

Heinzl, así como contra la membrana eritrocítica (lo que ocasiona 

que pierda sus características de elasticidad, etc). Estos últimos 

- Los cuerpos de Heinz y las células rígidas - son marcado~es que 

obligan a que ellos sean retirados de la circulaci6n por el Siste

ma Retículo Endotelial (SRE) 7•9 • 21 • Asimismo, la Hemoglobina se 

autooxida a Metahemog.lobina y forma sustancias oxidantes muy tóxi

cas al eritro~ito (Super6xido: o2 , peróxido de llidr6geno, y algunos 

radicales libtes) , sumado a esto hay qu.e anexar los cambios produ

cidos en el compuesto t6xico3 •5• 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 
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Los estudios tendientes a establecer el mecanismo eón el :iur_, 

clctúa la fe11ilhidrazina para pcovocar sus e.fec tos, han sido var :.,.,

Jos y a la fecha sólo con el empleo de eritrocitos de humanos y -

.mima les d8 laboratorio 17 1 19,2 3, ha podido conformarse algo más e~ 

9ecifico. ~s~mismo, se han preparado extractos ~urificados de eri

trocitos 1:.Jr; tal fin 7, 21 y con el empleo de 3US tancias puras ( f~ 

~ilhidrazina, derivados supuestamente produci~,s, Hemoglobina) han 

.ido estudi1dos para establecer lo que ocurre in vitro 315118124 ~ 
•¡ue posiblemente sea lo que sucede in vivo. 

Objetivos. 

- Mediante la inducción a un estado patológico en uno de los 

componentes principales de la sangre, se podrá establecer la impor

tancia que esta tiene a nivel del organismo total. El suceso podrá 

ser seguido mediante los cambios que resulten, en base a un control, 

y que serán rn.ini festados ·como variaciones en algunos componentes de 

la sangre, así como en algunas constantes fisicas (peso, tarnafio, e~ 

lor, etc.). 

- Se dcmos~rará que la eritropoyesis, como parte esencial de 

l.1 "isiología co:?::poral, co!flo tal se presenta. Y el hecho podrá ser 

medido directamente acorde a los cambios que suf.ren algunos pará

metros hematol6gicos. 

- Se establecerán los cambios eritrocitos resultantes, asi -

como la secuencia con la cual actuan, se degradan y reutilizan. 

Hi9otesis. 

Cna alteración provocada a nivel de torrente sanguíneo, indu

cirá a cambios-tanto locales, como generales-, lo qt1e mostrará co

mo es que el oi·ganisrno intenta remediar la si tuaci6n. 

I!etodología. 
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P.eactivos. 

- Clorhidrato de Penilhidrazina al - Soluci6n Salina Pisiol6gica. 

0.2 % en soluci6n salina fisio- - Reactivos para la detecci6n 

lfJg i.ca. de Hemoq lobina. 

-· E.D.T.il. (sal dis6dica). - Reactivos para la detecci6n 

Reactivo c'.e Turck de urobilin6geno. 

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

te o nuevo azul de metileno. Cl 0.73% f.iltrado. 

Equipo. 

- Tubos capilares. - Portaobjetos . 

- Centrífuga(microhematocritoi - Microscopio compuesto. 

·· Hematocit6rr.etro (cámara de New- - Balanza analítica. 

bauer, pipe:as Shali, de Thomas) .- Centrífuga clínica. 

- Espectrofot6metro o fotocolorí-

metro. 

1·'"2~.'.)dos. 

A. Selecci6n de animales. Se emplearán ratas blancas, de am

bos sexos, adultas y con un peso promedio de 250 gramos. La canti~ 

dad de animales (control e inducidos) será de acuerdo al número de 

equipos de trabajo. Como minímo habrá de trabajarse con un animal 

control y con 2 tratados diariamente. 

B. Inducci6n de la Anemia Hemolítica Aguda. Esta será induc~ 

da ?Or una sinple administraci6n intraperitoneal de cloruro de fe

nil-hidrazina. La dosis será de 16 mg/100 g de peso corporal. La -

fenilhidrazina será µreparada como una soluc.i6n al O. 2% en solución 

salina fisiol6gica. A las ratas correspondientes al grupo control, 

se les administrará por la misma v.1'.a, solamente la soluci6n salina 

fisiol6gica. 

e. Detern.inaciones por realizar. Es tas seriín efectuadas du

rante 5 días r-ostinyecci6n consecutivos. Las determinaciones para 

todos los animales, controles e inducidos, serán: 
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a) Peso del bazo. Posterior al sacrificio del animal, se ex

pondrán las vísceras y el bazo ser.S obtenido. Este últ:.im::i será lavad:> -

con sol\lci6n salim fisiol6gica, y será colocado en un vidrio de reloj 

(¡ncviamente pesado) para la determinaci6n del peso del 6rgano. 

b) Sangre completa: 

- Frotis. Se practicarán, acorde a lo estipulado en la sec

ción de preparación de tales placas, para la evaluaci6n de cuerpos 

de Heinz, reticulocitos y gl~bulos rojos. 

- Hema tocri to en tubo capilar. 

- Decerminaci6n de Hemoglobina. 

- Determinaci6n de urobilinógeno en orina. 

- Conteo de células: Eritrocitos. 

Para efectuar todas las evaluaciones anteriormente menciona

das, se procederá de la siguiente forma: 

b.1) Se obtendrá, previa anestesia del animal con éter, san

gre por punción cardiáca o de la cola. La sangre recup!rada debe -

mezclarse con E.D.T.A. o bien debe desfibrinársele. 

b.2) Se sobreanestesiará al animal., posterior a ello, se proce

derá a recuperar :él bazo para su posterior evaluaci6n. 

b.J) La recolección de la orina, puede ser inducida mediante 

la administraci6n intraperitoneal de 10 ml de soluci6n salina fisi~ 

16gica. Este proceso deberá aplicarse previo a la aner.tesia del ani 

mal. 
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Valores medios de concentraci6n de Oxi-Hb, PCV, conteo de rc

ticulócitos absolutos y título de Eritropoietina, en ratas con un 

simple sangrado (25 ml/kg) a una simple administraci6n de FllZ (60 

mg/kg). 

Con las comparaciones realizadas entre grupo control, grupo 

sangrado y grupo inducido con fcnilhidrazina, se observ6 que en el 

grupo sangrado hubo un titulo de oritroietina inicialmente mis al

to que el nivel obtenido por medio de la inducci6n con FHZ. 

Las rat's tratadas con FHZ, 2 veces por semana, mostraron tam 

bién una amplia pero definida anemia. 
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El bazo de las ratas tr:.~adas con F!IZ siempre tripÍica su p.=_ 

so, luego de una simple inyección con FHZ1 y fue encontrado de -

ser aproximadamente 6 veces su ta:naño normal, en animales a los cua 

les se les dio F!IZ 2 veces por semana durante 6 semanas. 

La discu~ión del presente estudio fue: 

Bajo condiciones normales, en el hombre y las ratas, la pro

iucción de eritrocitos es ma~tenida por una concentración de eri

tropoetina en el plasma de aproximadamente· 1 O m·u/ml. Es demostrable 

que el secuestro y destruccion por parte de las células reticuloo~ 

doteliales, de los eritrocitos dañados, provoca una hiperplasia e 

hiperactividad del sistema reticuloendoteliu.l. En el estudio pre

sente los bazos fueron extremadamente prominentes en las ratas tra

tadas con FH~, y las c&lulds hepáticas de Kupffer se incrementaron 

en número. 

La Fenilhidrazina causa, además, hemolisis intravascular con 

la liberación de Hemoglobina libre, en sangre circulante. 
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Se emplearon conejos como animales de e~perinantaci6n, se 

les ndministrd Cloruro de Penilhidrazina (30 mg). ~!a In~rapari

toneal. Sucrificio diario de los anima los. 

estudios realizados: Conteos leucocitarias, de eritrJcitos, 

determinaciones de Uemoglobina, conteo do reticuloci:os, y conteos 

diferenciales. Se midi6 la fragilidad de los eritrocitos :on solu 

cienes de NaC! '{clorhidrato de fenilhidrazina. Se de:ermi:-,ó la 

función hepática y el contenido de Meta-:_'.lemoglobina J' de b~lirru

bina. Sumado a los anteriores,se efi;tuaron estudios en c~rtes de 

médula ósea, bazo y nódulos linfoideos, híc¡ado, pulmÓ:\ y r:~;ón. 

~nte la evaluaci6n diaria do los parámetros an:erioraente 

mencionados se obtuvo lo siquionte1 
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No hubo variación en la determinaci6n del funcionamiento he

pático, tanto para los controles, como para los animales induci-

dos. 

La detección de bilirrubina no se pudo establecer, dado que 

no se encontró en plasma. Sin embargo, el urobilinógeno se encon

tró incrementado a los 8-9 días postinducción, ésto ocurrió a la 

par de la aparición de la anemia. 

¿n los estudios a la necropsia se encontró que gn médula 

ósea femoral hubo hiperplasia de los elementos eritrocíticos con

forme se generaba la anemia. Hubo incremento de eritroblastos y 

normoblas tos. Los megaloblastos se generaron hasta el 60. • 7o. 

días en médulas muy hiperplásicas. Estos últimos cuerpos son la 

Eorma más temprana de los eritrocitos. 

También se encontró incremento en el peso del bazo. 

16 . Maines I M. D. & J • e. Vel tinan. Ph-:1ny lhydra zine-media ted induc
tion of haem oxyqenase activity in rat liver and kidney arid 
development of hyperbilirubinaemia. Biochem. J. 217; 409-
417. 1984. 

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 ratón 

sobre su actividad de ca++ATPasa, y el contenido de Calcio como una 

funci6n de tifmpo luego a la administr~ci6n. 

La discusión que ostablecen los autores es: 
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Se ha demostrado que la adrninistraci5n de la fenilhidrazina 

provoca la oxidaci6n de la Hemoglobina intracelular y la forrnaci6n 

de los cuerpos de Heinz. Es evidente el scrcuestramiento esplenicd 

de éstos cuerpos, además de su posterior destrucci6n. Asímismo se 

ha demostrado que la ca++ATPasa es inhibida por una fuer.te canti

dad de grupos sulfhidrilo. La acumulaci6n del ion provocart defor

~abilidad anormal de la c~lula roja, además de su acelerada des- -

trucci6n. El dafto 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 Her\oblobin. Biochem. Pharmacol. 33 (17): 273~-2748. --

1984. 

25. lfüite, A. Principios de B1oquimica. Edit. Me Graw Hill.Méxi

co, D.F. 1974. pp. 548-578, 753. 
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III. 6. Obtención de Macr6faqos Alveolares. 

Intróducci6n. 

Aparte de conducir el aire a los pulmones, el sistem~ de pa
é:ajes respir¿¡torios cumple con procesos definidos de purificaci6n 

del mismo aire inspirado. Punciones tales como calentar o enfri¿¡r 
el aire con algunos de ellas, pero las más importantes son las que 

se establecen en el mecanismo de "Limpieza" ~.', que comorende; 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 detenci6n de pa~ 

tículas (mayor a lOJLde diámetro); c) al iqual que los vellos, la 
capacidad de emplear por parte del orqanismo, las características 

físicas corporales (curvatura hacia los pulmones por los conductos 

gaseosos y enfrentamiento.s a tonsilos y adenoides por parte de las 

partículas extrañas), d) En las paredes de los bronquios, dado -

que los pasajes son más 9equeños, las particulas de un tamaño apr~ 

ximado de 2 a 10.f quedan retenidas. Y, que posteriormente debido al 

mecanismo ciliar, son removidas las partículas, e) Finalmente, las 
partículas menores a 2)1-de diámetro que generalmente alcanzan los 
alveolos, son ingeridas por Macr6faqos y acarreadas a los nódulos -

linfoideos; 6 

Los ~Tacr6fagos alveolares juegan importante papel en los 2 -

mecanismos anteriores mencionados (.El aclaramiento mecánico de pa~ 
~ículas y la habilidad de montar una respuesta inmune) 11 y, que de 

alguna manera sus funciones e interacciones complejas con otros -

componentes de los pulmones, queda determinada como se i'lustra en la 
siguiente figura2. 
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Eosinófilos. 

Funciones de los Macrófaqos alveolares. Los Macrófagos alve~ 

lares llevan a cabo funciones defensivas y no defensivas en los -

pulmones. Las funciones defensivas de los pulmones pueaen ser di

vidas en aquellas que son enlazadas y aquellas que no lo son al si~ 

tema inmune. Estás células son verdaderas fábricas bioquímicas2. 

Los Macr6fagos son grandes células fa9ocíticas y están exác

tamente descritas por su nombre, el cual implica gran (macro-) tr~ 

g6n (phago-). Son más 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 fagocíticas causen que 

su citoplasma se haga más prominente. Ellos pueden ingerir una gran 

variedad de materiales particulados o celulares, a los cuales usual 

mente degradan por dlgesti6n lisoz6mica. Estas células no se destru 

yen a si mismas como lo hacen los neutr6filos; sus enzimas actGan -

ya sea den~ro de vacuolas citoplasmáticas o dentro del tejido lue

go de una liberaci6n atraumática a través de la membrana celular. 
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Los Macr6fagos son altamente móviles, respondi.endo a varias sustan

cias químicas que influyen en. su rango y direcci6n de movirnientos 17• 

Dada la gran importancia que éstas células ~uestran, aquellos 

procesos que impliquen purificaci6n, caracterizaci6n y cuantifica

ción de las mismas, han sido ampliamente desarrollados desde mucho 

tiempo atrás. Los modelos de estudio han sido muy variados, encon

trándose desde el hombre, y animales grandes (monos, etc), hasta -

pequefios animales de laboratorio (hamster, rata, conejo); siendo 

a estos últimos a los que se les ha dedicado mayor atenci6n, y con 

ellos se han perfeccionado muchas técnicas. 

De las formas de dislar Macr6fagos, las técnicas dif.ieren en 

muchos pasos, pero en todos se obtienen de manera satis~actoria. -

Pueden emplearse desde digestiones de pulm6n (en HCl y Tripsina) y 

posteriores pasos de limpieza y purificaci6n9,hasta simples lavados 

pulmonares con diferentes soluciones '(solución salina fisiológica, 

buffer de fosfatos, medo de cultivo RPMI 1640 c/lidoca1na 12 mM., 

suero fetal de ternero, etcJ 7•9• 13 i y aún más, se han establecido -

diferentes procesos de purificaci6n: adherencia a placas 5•7 , gra

dientes continuos-discontinuos de Fico11a,9 y filtraci6n4. 

Objetivos. 

- El alumno comprenderá que todas las funciones fisiológicas 

de un órgano dado, se hayan en igual orden de importanci~ dependie~ 

do del fin al que ellas sean dirigidas. Además de que la necesidad 

de cada una de esas funciones, se origina .en el hecho de que el ór

gano establece una interrelaci6n con todos los demás que conforman 

el organismo, para que éste último sea capaz de desarrollarse sin 

problemas en el medio que lo rodea. 

- Se establecerá que a la car con la fisiolo~!a del intercam

bio respiratorio, llevado a cabo por el pulmón, el oroceso de puri

::icaci6n del aire que contiene el oxígeno, es igualmente eficaz a -

lo largo de l.f! acci6n de respirar. Y ac,Iemás, que una anormalidad -

en dicho aspecto de purificaci6n, incurrirá en una serie de situa

ciones fue·ra de lo normal que afecte al organismo en su totalidad. 
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Hipo tesis. 

En ol proceso de purif icac~6n del aire que ingresa a los ~ul 

manes, debe existir un mecanismo biol6gico capaz de no s6lo rete

ner, sino de des~ruir, transformar o inactivar a cualquier partí

cula ajena que se encuentra en dicho medio. 

:ietodología. 

Material. 

Equipo. 

- Rata blanca de 200 a 300 g de peso. - Jeringa desechable (esté-

- Estuche de disecci6n. ril). 

Cánulas de polipropileno para in- Incubador o .estufa para 

tubar.a) ·una de 0.1 cm de diámetro; cultivos. 

b) Accesorio para drenado pediátri- - Baño :1nría. 

ca de líquidos en venas. 

- Pipetas Pasteur de talla corta. 

- Pipetas de Thomas. 

- Cubreobjetos. 

- Centrifuga clínica. 

- Autoclave. 

- Pipetas serol6gicas graduadas de 

1 ml y 5 ml. 

- Tubos de centrifugaci6n Eppendorf. 

- 4 Cajas de Petri de Plástico de 

cms de diámetro. 

- 3 Matraces Erlenmeyer de 25 ml. 

Reactivos. 

- Anestal (Pentobarbital sódico). 

- Centrifuga Eppendorf de 

15,000 RPM. 

- Vortex. 

- Cámara de Newbauer. 

- Portaobjetos. 

- Balanza analítica. 

- 2 Frascos ámpula con capa-

cidad de 80 a 100 ml. 

- Refrigerador. 

- 10 tubos de ensaye de cm 

de largo y cm de diámetro 

- Cloruro de Sodio Q.P. 

- Clorhidrato de Lidocaina (polvo 5q) .- Sulfato de Bario. 

- Ficoll 400 (5 g.). - Azul de Tripano (polvo). 
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- Colorante de Nright (polvo). - Metanol absoluto. 

- Et-OH. absoluto. - Na H2 P04 anhidro. 

- Colorante de Giemsa (para diluir) - Levadura comestible de pan. 

al 1%. 

- suero humano normal fresco (1 ml) • - Resina Sintetíca en tolue-

- Barniz transparante para uñas. no al 40 % • 

- Tinta china. 

Métodos. 

Preparación de Soluciones. 

Soluci6n Salina Fisiológica (SSF). 

Na Cl Q. P ••••••. , • • • • • • • • • O, 8 5 q . 

tt 2o Destilada .......•.... 100.00 ml. 

Disuelva completamente . 

Soluci6n de Lidocaina 12 mM. 

Clobidrato de Lidocaina ... 32.49 mq (P.M. 270.81). 

tt 2o Destilada ............. 20.0 ml 

Disuelva completamente. 

Soluci6n de Sulfato de Bario coloidal(l %} • 

El Ba S04, tama~opartícula 0.1 a 0.3 m.,es preparado por 

diálisis para 2 días en H2o destilada. 

Sulfato de Bario (diali7.ado) ..... ·. l. 00 q. 

S.S.F ............................ 190.0 ml. 

Soluci6n de Ficoll 400. (densidad= l. 047). 

Ficoll 400 ....................... 3. 9333 g 

H20 Destilada .....•.............. 50.00 ml. 

Es importante el.que la soluci6n tenqa la densidad recomen 

dada. Si no es así, deberá ser ajustado. 

Solución 'de Azul de Tripano. 

AZul de Tripano 2.0 a. 



-94-

tt20 Destilada.····-··········· 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 suspensión a ser contada, En con

teo celular se realiza inmediatamente luego del mezclado. 

Tinci6n de Wri~ht. 

(Consultar tema cor~espondiente a técnicas). 

Opsonizaci6n de Levaduras~ 

l. Pesar 10 g de levadura comestible de pan y disgregar

la en 250 ml de s.s.F. 
2. Dejar sedimentar las particulas gruesas o centrifugar 

a 1 000 RPM 5 minutos. 

3. Recolectar el sobrenadante rico en levaduras finas y 

centrifugar a 2500 RPM 10' minutos. 

4. Descartar el' sobrenadante y lavar el sedimento con 50 

ml de SSF., centrifugar a 2500 RPM. 10!. 

5. Repetir el paso anterior 2 veces más. 

6. Resuspender el sedimento en 50 ml de SSF. 

7. Envasar la suspensión en un frasco ámpula de B0-100 ml 

y esterilizar a 15 lb de presión durante 15 minutos. 

B. Tapar y sellar la suspensión de levadura, en condicio

nes de est~rilidad para su conservación' al refrigera

dor. 

9. Depositar una alícuota de 0.25 ml de la suspensión de 

levadura en un tubo o.e ensayo. 

10. Centrifuga~ a 1200 RPM~J minutos. 

11. Desechar el sobrenadante y resuspender. el sedimento en 

0.25 ml de suero humano normal fresco. 

12. Incubar 30 minutos a 37°C. 

13. Centrifugar 1200 RPM, 3 minutos. 

14. Desechar el sobrenadante y resuspender el botón en 5 -

ml de SSF. 

15. Centrifugar a 1200 RPM, por minuto. 
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16. Repetir los pasos 14 y 15,4 veces más 

17. Resuspender finalmente en l rnl de SSF y contar la sus

pensi6n de levadura. 

Obtenci6n, purificación, identificaci6n y pruebas para macr6-

fagos alveolares 7 • 11 • 17 • 

1. Se administrará una sobredosis de Pentobarbital S6di

co, por vía 1.ntra-peritoneal (Dosis 60 mq/Kq peso). 

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

El área anterior a la laringe se enjuaga con alcohol, 

se remueve la oiel,así corno la cubertura y tejidos,aue 

est&n sobre la tráquea. (Habrá de tenerse cuidado de no 

dañar los vasos sangúíneos adyacentes). 

3. E.~puesta la tráquea, con la punta de la navaja 

del bisturí, se hace una pegue~a incisión del diá~etro. 

de la cánula en una de las' divisiones cartílaoo - car~ 

tílago (Habrá de evitarse la fraqrnentación de la trá

quea). 

4. La tráquea será canulada empleando un tubo de catéter 

intravenoso de corta longitud ( diámetro interno: 

1 mm)equipado con .l~os accesorios :iara inyecci6n intra

venosa pediátrica; la cán-.lla se introducirá firmemen

te,hasta sentir un tope a ella. 

5. El fluído de lavado comprende Soluci6n Salina Pisiol6-

gica (la cual fue usada como diluyente del clprhidrato 

de Lidocaina para que ésta rtltima sea 12 mM) , el f lui

do de lavado con Lidoca!na, se .precalienta a 37° e -
antes de su empleo. Cinco ml del fluído son cuidadosa

mente depositados dentro del pulmón por medio de una -

jeringa; 3 minutos desnués, el fluido es lentamente s~ 

cado. ( 3-4 ml) , y 2 subsecuentes lavados de 3-4 ml habdn 

de ser colocad(J; una vez más. 

6. Si se ha ~ncontrado dificultad para recobrar el fluido 

instalado, se debe tener cuidado de no aplicar un exee

sd de presi6n neqativa con ia jerinqa, lo que dañar!a 

los pulmones. Para evitar esto, la tráquea deberá ser 
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extendida suavemente mientras se drena una poca de so

luci6n de lavado, lo que por lo general elimina cual

quier bloqueo. Otr~ alternativa, es introducir un mili

litro más de flul'.do, en el pulmón, lo que es igualmen
te efectivo. 

7. Los fluidos de lavado son enf:riados. 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 Macr6fagos al vidrio). 

8. Una vez colectado el volumen total del fluído de lava

do. Este es colocado en tubos de centri~uga Epr,endorf, -

y se aplica una centrifugaci6n 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 será resuspendido en Soluci6n Sa

lina Fisiol6gica. 

9. La viabilidad se comprueba mediante la exclusi6n de azul 

de Tripano (ver preparaci6n de soluciones del modelo 

presente) . 

Purificación de Macrófagos alveolares. 

Puede llevarse a efecto mediante dos procesos: (a) Empleo de 

una gradiente de.densidad continuo y (b) por un simple proceso de -

adherencia. 

(a) Purificaci6n por gradiente de densidad continuo y discon-
tinuo8, 9 , 15. 

a. l. Resuspendido el paquete celular (Posterior a los 

procesos de obtención), a éste le son agregados 2 ml. de Ba S04 co

loidal al 1% los que al ser ingeridos por los macr6faqos, facilita 

la separaci6n de ellqs), y se coloca en una estufa con temperatura -

de 37° e durante 10 minutos. 

a. 2. Pasado el intervalo de tiempo mencionado anterior

mente, los tubos son centrifuqados una vez más a 15 000 R~M., duran

te l minuto, y el sobrenadan te es desechado. 
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a 3. Se agrega i ml de ssr, se resuspende el paquete con 

empleo de un vortex,y.serepetirá el proceso de centrifugadó. Efec

tuado lo anterior;se enfría la suspensión celular a 4° C, y se re

pite la operac'i6n de centrifugado 3 veces más. 

a 4. Se resuspende el paquete celular en un volurren de apro

ximadamente 0.2 ml de SSF. y parte de esta suspensi6n (con ayuda -

de una pipeta Pasteur) es capeada sobre 1 ml de Ficoll (Densidad 

= 1.047) en el tubo eppendorff** 

a S. La mezcla es centrifugada a 15000 RPM durante 3 minu 

tos. 

a.6. Con la ayuda de una pipeta serol6gica de 1 ml gra

duada,se procede a fraccionar el contenido del tubo de 0.25 en 

O. 25 ml. ( de arriba hacia abajo)***· Con ello s!' establecen 4 ban 

das. La 3er. banda corresponde a la fracci6n donde se hallan puri

ficados los macr6fagos alveolares. 

** Al capear la suspensi6n celular sobre el Ficoll, la pipeta Pas

teur debe estar pegada a la pared del tubo y sobre el menisco del 

gradiente~ Coloque la suspensi6n Celular muy cuidadosamente, de -

tal manera que se genera otra capa (no mayor al l\ del volumen to

tal del tubo) sobre el Ficoll. Coloque los tubos en la centrifuga 

muy suavemente. 

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

y tiñalos. Ettablezca la banda de purificación óptima. 
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(b) Pu~ificaci6n por proceso de adherencia 5•7 

Este proceso puede ser utilizado como purificaci6n,o ser la 

continuación del llevado a cabo por el gradiente continuo-discon

tinuo de Ficoll. 
b.l. Puede ajustarse la suspensión celular a una concentraci6n 

de 10 x 106 macr6fagos/ml. , , 

b.2. Depositar 0.1 ml de suspensión celular en 2 cajas Petri 

de 5 cms de diámetro (de plástico), conteniendo sendos cubreobje

tos, y adicior.ar también 2 rnl de SSF. Homogeneizar. 

b,3. Incubar 1.5 hrs a 37ºC en atrn6sfera parcial de C02. 

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,5. Eliminar las células no adherentes agregando 2 ml de SSF 

o s~luci6n salina al 0.85%, pH 6.8 - 7.0,oscilando las placas du

rante l minuto y aspirando el liquido del lavado con la pipeta -

Pasteur. 

b.6. Secar al aire dejando los cubreobjetos en posici6n casi 

vertical, con la superficie conteniendo las células hacia adelante, 

b.7. Fijar las preparaciones con Metanol absoluto durante 3 

minutos ( lo cual puede omitirse). 

b. B. Dejar .secar las preparaciones y posteriormente teñirlas 

con colorante de Giemsa o Wright durante ~O minutos, o con colo

rantes de Leihsna.n, tiñiendo las preparaciones du~ante 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 observaci6n al microscopio. 

••• La forma de montaje, se realiza de la siguiente manera: 
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Pruebas para MacrofSgos alveolares, 

Prueba de Fagocitosis ( con Levaduras ) . 

De la técnica anteriorriiente seguida para purificaci6n de Ma

cr6fagos seguir hasta el paso 5. 

6. Adicionar 2 ml de una suspensi6n de levadura opsonizadas 

ajustadas a una concentración de 2.5 x 106 levaduras/ml 

7. Incubar durante 30 minutos a 37° C. 

8., Repetir los pasos 4 y S. Con esto se eliminan las levadu

ras no fagocitadas. 

9. Retirar los cubrobjetos con una pinza de extremos finos -

y sumergirlos en soluci6n 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 línea gruesa de resina. Lo mismo se hace a la porci6n 

media del cubreobjetos. 

2. Se coloca el cubreobjetos con resina, sobre la línea hecha 

en el frotis, haciendo que coincidan las dos, y se d~ja esparcir a 

la vesina a lo largo y ancho del cubre y portaobjetos. Puede ayu

darse lo anterior, haciendo una ligera presión ünuy c:uidadosal con 

el dedo, sobre un papel filtro, hasta que quede toda el área com

pletamente llena. se deja secar unos dos minutos. 

3. Posteriormente, con barniz, se seilan los bordes del cubre 

objetos. Una capa as colocada sobre la porción 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 realizó. 
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Capítulo IV. Apéndice l. Recooilaci6n de datos, 

Para elaborar una adecuada investigación, experimental o bi

bliográfica, debe de estructurarse un orden adecuado. Por lo ante

rior podemos dividir dicho orden en cuatro importantes sucesos1. 

A. plan de trabajo o diseño de la investigaci6n. Se basa en 

v;:irios puntos: (a) Determinar los fines de trabajo; (b) Señ.alar las 

diEerentes partes del problema, a través de plantear con claridad 

las ideas que se tienen acerca de él; (e) Seleccionar el procedi

miento adecuado para realizar la investigación y (d) Prever el tie~ 

po y el orden de desarrollo de las diferentes etapas del estudio -

(con lo que se ahorrará tiempo, se evitarán esfue~zbs nulos y mal 

orientados, puede valorárseles previamente al trabajar con él y po

drá presentarse a la aprobaci6n del responsable) . 

Este diseño preliminar puede ser establecido si se guía uno 

por lo siguiente: {a) Revisi6n de la literatura. Con ésto solo de

be entenderse lo que el tema trata, no es un análisis exhaustivo de 

ella; (b} Tratamiento del problema. Ya se puede uno orientar hacia 

un tema específico, con ello se limita ya.al trabajo; (e) Ordena

miento del tema. Con ello es posible seguir un orden en el trabajo 

que ha de realizarse, lo cual facilita la bdsqueda correcta de la 

informaci6n. Por ejemplo. 

Para informes científicos o 

médicos 

Origen del tema 

Campo general o tópicos 
e eri en tales. 

Objetivo del experimento 

Hipótesis 

Importancia 

Contenido y al
canze 

Limitaciones. 

Aparatos 

Procedimiento i.E----Ma ter ial 

nformacion recopilada 

enera izac ones resultantes 

Relación de todo el campo o 

teoría gener.11. 

Métodos 

·Para reportes,: informes 

y tesinas. 

.---~~~~~~~~~---, 

Informes a manera de -
irtroducción. 

Exposición de los he
chos investigados. 

- Resultados. 

- Análisis y dis-
cusión. 

Conclusiones 

!Jibliografía. 
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(d) Señalamiento de las fuentes preliminares a investigar y (e) El~ 

boraci6n del cronograma de actividades. Con el podr~ ser expresada 

la relación de la actividad de la investigación, estableciendo el 

tiempo en que podrá ser ejecutada. 

B. Recopilaci6n del material. En este punto debe ser destaca

do que la fuente de recabaci6n de datos lo conforman la biblioteca 

y la hemeroteca. Cada una presenta características bien definidas

(Consultar la fuente original) que facilitan su manejo. En la bi

blioteca podrá contarse con todo aqu~l material que ref.uerze un te

ma especifico (libros, enciclopedias, diccionarios, biblioqraffas -

de bibliografías de un tema especial, etc.); lo que a dif.erencia de 

la hemeroteca, es que er ésta última, la inf:ormaci6n básicamente -

estS mas actualizada pero diferida en material muy especializado

(por lo que hay que tener un orden en la selecci6n de un material 

dado, asi como en su clasificación y estudio). Es recomendable el 

hacer uso de tarjetas o fichas biblioq.::áficas y de trabajo en los -

dos tipos de consulta. 

C. Ordenación y an&lisis de datos. (a)Ordenaci6n. Conjunta-

::iente con el diseño, se compara si se han cubierto todos los aspe~ 

tos a tratar. En caso de algo diferente, el esquema(o la informa

;:i6n) deberá ser cambiada; (b) Análisis. Con ello puede encontrar

se deficiencia en el material recopilado, lo cual im~licaría que -

hay que rebuscarlo; (c) Vaciado de datos. Inicia por ~~ redacción -

preliminar (todo lo que se ocurra en el momento, debe de ser anota

do), posteriormente se anexarán las notas de pie de página, las r~ 

ferencias bibliogr&ficas, las fuentes, etc. En este último punto -

pueden hacerse uso de asteriscos o numeraci6n proqresiva. La bibli~ 

grafía puede ser colocada completa al final del trabajo, mientras -

sólo se puede escribir el autor y las caracteristicas de la revista 

o libro(Autores, título del articulo, título de la revista, volumen, 

nlli~ero y páginas, año). 

D. Exposici6n de los datos. Posterior a lo que involucra el

vaciado de datos (que de contarse con las reseñas de las fichas de 

trabajo se facilitará' mas dicho vaciadol 5,puede empezarse a darle 

forma al trab~jo final. El trabajo se conforma principalmente de 3 

partes:Int~oducci6n, cuerpo y final. Siempre deberá inicia~se por 

la parte central o cuerpo(Ampliar, sintetizar y relacionar), Pos-
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teriormente habrán de escribirse las conclusiones y elaborar los -

ap~ndices, gráficos, cuadros, tablas, bibliografía general e in

dices alfabéticos. Por dltimo, habrá de redactarse lo concevniente 

al contenido, pr6logo, introducci6n y -si no se ha hecho- colocar -

el título definitivo del tema; esto es debido a que es hasta el fi
nal del estudio, en que se est5. en la posibilidad de conocer y com

prende~ el tema. 

Recabaci.6n de la información • 

. \1 emprender una búsqueda de la intormac.:ion, ya sea biblio

gráfica o hemerogrtífic¿¡, debe tenerse en cuenta que existen métodos 

que hacen de tal búsqueda menos dificultosa, mjs ráP.ida y con la -

mejor canalizaci6n hacia el tema buscado. Para ello, es importante 

el tener presentes los siguientes sistemas de recopilación de la in 

formación. 

Recabaci6n de la informaci6n2,3, 

I. Abstracts (resumen, síntesis o sumario). 

Estos son definidos como "El resumen de una publicaci6n o ar

tículo acompañado por una adecuada descripción bibliográfica, la 

cual permite a la publicaci6n o artículo el ser analizado". 

Los resúmenes han sido diseñados de la forma siguiente: 

(1) El título del art.l'.culo (en el lenguaje original y/o in
glás) . 

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

(3) La referencia bibliográfica. a) El nombre de la publica
ción abreviada en forma stándard); b) el número del volumen {op

cionalmente el número emitido); c) el número de páginas incluidas 

en el estudio y d) el año. 

(4) El cuerpo del resumen. 
(5) Opcionalmente el nombre de quien resume, el número de 

ilustraciones, el número de referencias en caso tlc abstracts ele ar

t1culos revisados. 

Existen cuatro tipo de resúmcnes(abstracts):a) De título ex

pandido (sólo se dá una idea del con tenido~ b) .Resumen (Abstrae'!:) -
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indicativo; c) Resumen o sinopsis y d) Resumen informativo (donde · 

se establecen los principales argumentos y se dan los datos princ~ 

pales del artículo original) • 
Los siguientes son algunos ejemplos de abstracts comGrunente -

empleados: 

Biological Abstracts. 
- Este es el tipo de revista mas utilizado en la recabaci6n -

de la información. 

- su edici6n es quincenal. 
- Es muy útil para ciencias biol6gicas en campos no clínicos. 

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

- Cada edici6n contiene un listado de libros y revistas nue-

vos. 

- Para facilitar la búsqueda, los índices de materia por pa
labras claves y por autor, son presentados y acumulados mensualmen 
te. 

Bioresearch Index. 

- Es un índice que para presentar un artículo lo hace median
te palabras clave. Estas están relacionadas al tema que se busca. 

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

- Se destacan documentos de conferencias, de revistas regis
tradas y semipopulares, bibliografías, reportes anuales de organi

zaciones, reportes gubernamentales selectos, etc. 

Chemical Abstracts. 

- Su·edici6n es semanal. 

- Cada edición está dividida en secciones. Las correspondie~ 
tes del número 2 al 20 están relacionadas con la bioquímica. 

- Al igual que en Biological Abstraes, existe el índice de -

autor y el índice por materias mediante palabras clave("Subject -
Key Word"). 

- Las secciones de bioquímica, dentro del Chemical Abstracta, 
cuentan con sus propios índices y por lo consiguiente son mas infor 
mativos y mejor comprendidos. 
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- De preferencia habrá de ser leída la introducción en los -

índices Annual o Cumula ti ve Indexes. 

uulletin Signaletique. 

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

- También se encuentra clasif.icada por secciones, de las que 

de interés para el área bioquímica son: La secci6n 12(de bioquími

ca y biofísica), la 13 (Farmacología y toxicología), 15(patología). 

- El título del artículo se encuentra en su lenguaje origi-

nal. 

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

los abstracts. 

Excerpta Medica. 

- Su edición es mensual. 

- El idioma en que está presentado es el inglés. 

- Los índices de autor, no solamente están publicados mensual 

mente, sino que también lo están anualmente par:: cada secci6n. 

- Aquí puede ser encontrado un índice por tema, éste índice 

se publica anualmente para cada sección. 

- Los abstracts ele cada secci6n están munen1dos consecutiva

mente desde el inicio de cada volumen. 

- Los abstrats descritos aquí tienen un carácter mas informa

tivo y son de mejor calidad. 

Index Medicus. 

- Su publicaci6n está en el idioma inglés. 

- Aún cuando las publicaciones se encuentran mensualmente, -

posteriormente pueden ser consultadas anualmente en sus Cumulated 

Index anual. Uno de los volúmenes(editados dos al mismo tiempo)es 

el índice de autores, el otro lo es para los distintos temas. El -

nombre de este volumen anual es Cumulated Index Medicus. 

- Los títulos están dados con citas bibliográficas y se en-

cuentran colocadas bajo un número de títulos ~3 materias. 

- Para cada título de un artículo dado, le son puestos tantos 

títulos le sean apropiados. 
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Science Citation Index (SCI). 
A este tipo de recuperaci6n de la informaci6n se le ha defini 

do como "Compilación de referencias citadas, baio cada una de las -

cuales hay una lista de documentos en las que han sido mencionadas 

an ter iormen te" 

- Aquí las referencias están citadas y clasificadas en secue~ 

cia alfabética, por lo que está colocado el nombre del primer autor. 

~n caso de P.Xistir varias del mismo, éstas están citadas cronologi

camente. 

~ Hay un enlistado alfabético en donde están mencionados aqu~ 

llos autor~s que han citado una referencia específica, así como de

talles bibliográficos d0 los artículos de aquellos autores. 

- Respecto a un publicaci6n mencionada mediante el index en -

su totalidad, es posible encontrar que artículos la han referido. 

- Una vez obtenidas las referencias deseadas, sino fuera pos~ 

ble conseguir el artículo original, éste será localizado por los 1~ 

dices de autores en Bioloqical Abstracts, Chemical Abstracta, etc. 

- Cuando uno tiene la pa 1.abra clave sobre una técnica parti

cular o un método dado, es posible el seguir la ;pista de los perfe~ 

cionamientos recientes a tal suceso;ésto dltimo representa otra de 

las utilidades del mencionado ser. 

current Contents. 

- Este es un tipo de informaci6n activa y rápida. 

- Trabaja mediante la fotoduplicaci6n de los índices de las -

revistas(las cuales en su mayor parte se encuentran en estado de -

prueba de página) . 

- Cuando sea consultado este tipo de servicio, dentro del á

rea, es recomendable el revisar las ediciones correspondientes a -

"Life Sciences". 

Catálogo de Publicaciones CONACYT. 

- Es de gran utilidad, dado que en él son mencionadas todas a 

quellas publicaciones que se encuentran dentro de la República Mexi 

cana. 

- Aquí está destacado en que lugares del país habrán de ser -
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consultadas las referencias nec~sitadas. 

- Por otro lado, se informa desde que fecha se encuentra den 

tro del país una publicaci6n en especial .. Asím.ismo, está enfatiza

do que volumen y/o número de la.revist.J serán hallados. 

:. Su empleo es indispensable posterior a la consulta de los -

índices, ubstracts o revisiones; con ello es posible establecer la 

bibliografía con la que se cuenta de momento. L~to último implica

que no todas las publicaciones contenidas en los sistemas de infor 

mac i6n mencionados, se encuentran en el pafs. 

Catálogo de Publicaciones UNAM. 

- Su función es similar a la efectuada por el catálogo del -, 

CONACYT, la diferencia está establecida en que solo son rnencionad.:is 

aquellas publicaciones que se encuentran dentro de la UNAM en sus -

diferentes centros (Institutos, Facultades, Escuelas, etc.~. 

II. Revisiones. 

- En su mayor parte los constituyen los títulos como: Annual 

Review .•. , Advances in .•. , Progress in ..• · 

- su edici6n generalmente es anual, aunque en ocasiones, son 

publ~cadas de manera irregular. 

- Dentro del c'irea, los mas recomendables son: Biological Re

views y Quarterly Review of Biology, Physiological Reviews, Annual 

Review of Biochemistry, Annual Review o E Physiology •.. 

III. Fuentes de datos. (Datos, técnicas e información de fon-

do). 

- De acuerdo a las necesidades de la investigaci6n, tenemos: 

(a) Fuentes de datos para sustancias puras, tales como; l!andbook -

of Chemistry and Physics (R.C. Neast, Chemical Rubber, Cleveland, 0-

hio); Lange's Handbook of Chemist.ry(McGraw-Hül). (b) Para sistemas 

biológicos: Data for Biochemical Research (R.M.C. Dawson y col. ox
ford UP); Thorpe 's Dictionary of Applied Chernistry (Lcngman Greon); 

Kirk & Othmer's, Enciclopeadia of Chemical "'' chnology(Interscience). 

(9) Indice y compendio de drogas o sust.:inc.ias activas en fisiología: 

Merck Index of Chemical and Drugs (Merck, Rahway, N.J.), (d) Encielo 



redias y diccionarios de Biolog!a: Encyclopaedia Britannica(Encycl~ 

pedia Britanica. Inc., Chicago):Encyclopaedia Americana (Americana 

Corporation, New York); Chamber's Encyclopaedia(George News. LTD,

London). (e) Para bioquímica y Biof!sica: Analytical Biochemistry 

(Para métodos bioquímicos y t6cnicos); secciones experimentales <le 

muchas revistas de bioquímica; Methods of Biochemical Analysis (0.

Glick. Interscience); Methods in Enzymology (S. 0 .Colowick & N.O. -

Kaplan, AP.) . 

Sugerencias para investigar la literatura 3 . 

1. P~ra establecer un buen entendimiento respecto a un tema 

dado, y que se necesite. profundizar un poco, es mejor leer primero 

los tratamientos mas generales (p.ej. Las enciclopedias). 

2. Se puede adquirir un grado de conocimiento mas detallado, 

mas completo y amplió en un texto del área. Por lo consiguiente, 

es deseable en este punto revisar el fichero de la biblioteca o ~

quellos libros de bibliografias(los cuales dan referencias de algu

nos textos referentes al tema) .. 

3. Debe ser revisado algún artículo en alguna revista, la -

cual se especializa en la publicaci5n de revisión anual. Bstos pu~ 

den proveer orientación y referencias claves. 

4. Habrán de ser consultadas aquellas revistas apropiadas, -

obtenidas de abstracts o indices, trabajando a fondo; hasta loqrar 

una cubertura adecuada. 

S. Deberán ser leídos articulas originales y actualizados. De 

preferencia aquellos que no han sido resumidos. 

- Siempre que sea revisado un artículo, es necesario el tener 

presente que iste contendr5 referencias de trabajos anteriores al -

tema; y as!, puede hacerse una investigación de fondo, escogiendo -

las referencias mas adecuadas. 

- Cada ocasión que sea consultado un artículo,. la forma de -

conservar la informaci5n (o de tomar notas, además de hacer los 1~ 

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

Bibliotecas y Hemerotecas. Bajo éste título se trata do dar a 

conocer,o reafirmar, aquellos lugares dentro del ároa metropolitana 

de la Ciudad de México, en donde puede set obtenida la información 
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deseada. 

- Biblioteca Nacional. Cuenta con el mayor acervo de libros -

en el país. De cada libro publicado en México, se envían ahí dos e

jemplares. Este lugar se encuentra localizado en la Ciudad Univcr~i 

tilr ia. 

- Hemeroteca Nacional. Es la mas completa que existe en Mexi

co, en lo que a publicaciones se refiere. Depende de la UNAM y se -

encuentra dentro de la Ciudad Universitaria. 

- Centro de Informaci6n Científica y Humanística de la UNAM. 

En este lugar pueden ser consultados los índices y abstracts adecua 

dos a los temas que se pretenden estudiar. La ubicaci6n está en la 

Ciudad Universitaria. 

- Centro de Documcntaci6n del CONACYT. su ubicaci6n es en la 

Ciudad Universitaria. 

- Bibliotecas y Hemerotecas de: ENEP Iztacala, Facultad de -

Química, Instituto de Química, Instituto de Investigaciones Biomé

dicas de la UNAM, CINVESTAV del IPN,etc. 

Dibliogratia. 

l. Baena, P. G. Instrumentos de Investigaci6n. Manual para elabo

rar trabajos de investigación y tesis profesionales. Edit. E

~itores Mexicanos Unidos S.~. 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. Me 

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

4: Garza, M:~. Manual de técnicas de investigaci6n para estudian 

tes de ciencias sociales. 3a. Edici6n. Edit. El Cólegio de -

M~xico. México, D.r. 1981. 

S. Gonzál~, R.'3. Manual de í'edacci6n e investigaci6n documental. 

2a. Edici6n. Edit. Trillas. México, o.·•, 1983. 
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Capitulo IV. Apéndice 2. Manejo y marpaje de animales de labo

ratorio. 

Introducci6n. 
, 

Por razones de ética moral, etc.; no pueden realizarse estu 
dios en el ser humano con experimentos que alteren los estados -

normales, por ello es justificable y necesario el1 empleo de anim~ 
les de experimentaci6n. Para ello existen varios tiros de espe-
cies animales involucrados (ratones, ratas, conejos, cuyes, puer

cos, etc.}, pero todos y cada uno de ellos son•emoh~ados en fun

ci6n del estadio que se desee efectuar. Particularmente cada ani 

~al presenta características definidas (De anatomía, metabolismo, 

hábitos de reproducci6n, status qenético, etc.) lo que ha determ~ 
nado patrones de selectividad de cada uno de ellos. Esto es, si 

el caso fuera seleccionar animales para investigaci6n (Monos, 

puercos, perros, ratas, etc.) éstos serían diferentes de los em-
pleados para la rutina biol6gica (pruebas de diagn6stico, para 

sustancias terapeúticas, 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 experimentación, a nivel mundial, 
los conceptos son muy diferentes (sobre todo en lo que a la pro-

tecci6n de ellos se refiere). Tal es el caso, que en algunos paf 

ses es necesario el tener un permiso del gobierno para efectuar 
estudios con animales. En otros, mediante informaci6n, se invita 
a evitar tal actividad usando como medidas alternativas técnicas 

de cultivo de tejidos, simulaciones por computadora, algunos es
tudios directos en el hombre, o en su defecto; minimizar ,al máxi

mo el número 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 ~~tos animales 2: 

a) Captura en la jaula. Con una mano se toma la cola del ani 

mal y con la otra se sujeta la piel del cuello, con esto el animal 



-113-

. M.AHEJO DE AlUHAU:S 

Conejo . Ccuiejo 

·Reta 
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no puede atacar y queda inmovilizado 5• 

b) Manejo. Lo mejor es tomar a los animales, por su dorso, 

con la palma de las manos y con los dedos índice y pulgar rodear 

el cuello (Las patas delanteras deberán plegarse cruzándolas so-

bre la barbilla). Como el animal no puede mover la barbilla no 

muerde y si el proceso es realizado correctamente, no se causará 

asfixia en él. Hay que evi:ar el apretar el cuerpo, de lo contra 

rio el animal tendrá serias dificultades respiratorias. 2 ' 5 Para

prevenir los posibles urañazos es recomendable el empleo de guantes. 

Si lo que habr1 de realizarse es el lransporte del animal do 

un lugar a otro, puede inmoviliz~rsele "abrazándole" con los dedos 

anular, meñique y pulgar de una sola mano (Con los dedos ínuice y 

medio aprisione el cuello). La cola habrá de ser sujetada con la 

otra mano. (Evitar el tomar la cola por una punta, ya que lo que 

se provocará es que esta se le desprenda~. Por lo tanto habrá de 

tomarla en la base de la misma). 

Con esta última manera de sujetac al animal,es mas sencillo 

el inocular sustancias por las vías intraperitoneal e intramuscu

lar. 

Habrá de evitar el que siempre se traslade al animal sujeto 

por la cola (lo que es diferente en el caso del ratc,¡, ya que por 

mas pronto o lento que se haga, ella trepará sobre su uola prepa

rada a morder 2 . 

cuando lo que se requiere trabajar neceRite del manejo de 

la cola de la rata, existe un método llamado de r~ntricci6n 2 y 

éste es muy comúnmente empleado cuando lo que se requiere es admi

nistrarle inyecciones en las venas o para la obtcnci6n 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. Deberá 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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c) Anestesia. Es coma!; que al trabajar con !'.'atas,o rato

nes, haya la necesidad de anestesiarlos. Esto úl.timo ayuda a la 

administraci6n de fármacos, obtenci6n de sangre vía punci6n car-

dl'.aca / etc. 

La anestesia ser5 establecida en función 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 éter o cloroformo. El empleo del éter es pre~e!'.'ible en todos 

los tifJOS operativos de duración corta y en éste punto se puede h~ 

cer uso de una mascarilla. En caso de no contar con tal impleme.!! 

to, deberá emplearse un recipiente de vidrio al que pre•1iamente 

se le ha adicionado un trozo de algodón empapado del sol'1ente. 

Dado que éste último proceso es derrochador de éter y consume 

tiempo, la m.:iscarilla facilita tal caso; su simple disef\0 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-

canzará el estado anestésico en 2 6 3 minutos. En caso ~e que el 

animal se empieze a recuperar, sólo es cuestión de adicionarle 

unas cuantas gotas de éter a las gasas. Su principal contraindi

cación es el establecimiento de una infección respiratoria. Como 

esta infección proviene de la excesiva formación de moco, éste 

puede ser disminuido por la administración de 1/4 de gramo de su~ 

fato de atropina por cada 100 gramos de peso corporal pcr la vía 

intramuscular. 

- En caso de requerirse anestesiar por largo tiempo, esto 

puede lograrse mediante la administración de pentobarbital sódico 

o Nembutal sódico ( 4 a 6 mg/100 ml, por cada kg. de peso corporal) . 

Manejo de animales de laboratorio. 5 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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que 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 últimas previamente a la 

toma de las crías. Estos animales recien nacidos son posterior-

mente im?regnados con el olor de las conejas. Pueden emplearse 

para el caso soluciones aromáticas con lo que se impregnará a am

bos. 

Existen dos formas correctas de manejar los conejos: 

l. Con la mano izquierda se suspenden de la piel floja, de 

la regi6n 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., sin que se les lastime. 

2. Con la mano derecha se sujeta la piel floja de la reqi6n 

dorsal, comprendida entre los dos miembros anteriores y el cuello. 

Posteriormente, con el brazo y la mano izquierda,se inmoviliza al 

animal. Es muy útil éste 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

rán tomarse, con una mano, sus dos extremidades ant~riores y, con 

la otra, se sujetarán las posteriores. Las extremidu~es anterio

res deberán estar colocadas por detrás de las orejas del animal. 

Hecho lo anterior se localiza la regi6n sobre la que vaya a reali

zarse la punci6n. 

Marcaje de animales 1•2 . 

La identificaci6n de los animales de experimentaci6n, em-·i 

pleando marcajes, reviste una gran importancia en los estudios a 
',__.; 

realizarse. Todos los marcajes deben ser identificables y de fá-

~il aplicaci6n sobre el animal yéstosdebeipermanecer a todo lo 

largo del experimento. Las marcas de identificación pueden ser: 

permanentes o temporales. En caso de los marcajes temporales ha

brá que revisarse regularmente la presencia de los mismos, éstos 
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tipos de identificaciones son útiles en experimentos de e.orto 

tiempo, pero para estudios de t~rminos largos (o para formación 

de camadas) habrán de utilizarse los marcajes permanentes. 

Marcas temporales. El método mas simple es el de marcar a 

la caja donde se coloca a los animales. Una tarjeta con la infor 

maci6n 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 dur.ante la transferen

cia de los animales a cajas limpias. Por ello, es recomendable 

que junto con el marcaje de las cajas, se identifique adecuadame~ 

te a todos los animales. Para estos últimos, las marcas en su 

cuerpo pueden l\acerse con tinta india, colorantes (verde malaqui

ta, cristal violeta, safranina y ácido picrico), tatuajes en las 

orejas, bandeado de nucas y piernas,o corte de pelo en determina

das regiones. La tinta y los colorantes son rápidamente aplica

bles y pueden permanecer por varios días o se~anas. Similarmente, 

un mech6n 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 número en las orejas son convenien 

tes, pero no pueden ser considerados permanentes dado que los nú

meros en algunos casos se vuelven ininteligibles (por rascado, 

mordedura, etc). De aplicarse éstos últimos, deberá comprobarse 

constantemente que se encuentren, con lo que se evitará la pérdi

da de los mismos. El tatuaje deberá ser aplicado de preferencia 

en la base de la oreja cercano a la cabeza d~l animal. 

Marcas permanentes. Los marcajes naturales,en algunas esp~ 

cies de animales,proveen una identificación 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 áreas quemadas proveen una 

cicatriz entendible. Su manejo es mas común en animales grandes 

tales como chivos o borregos. (b) Punci6n de, la oreja. Es una 

forma f.icil y rápida para la j,dentificaci6n de animales de labora 

torio (Ratón, rata, cuye y hamster'). Generalmente es un corte 
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en .forma de pequeña cuña en "v" en el borde de la oreja. Si se rea

~izaran varios cortes, el lugar puncionado tendr~ que ser sumergido 

en desinfectante con lo que se minimizard la oropagaci6n de agentes 

infecciosos. Cuando se realiza el corte, e·s común emplear un instr~ 

mento afín al caso; se coloca eritre las superficies del mismo, los 

lugares de la oreja a ser 4 sbparados, y mediante un f i~e apret6n se 

realiza el corte y se retira la pequeña secci6n de la oreja. Deberá 

evitarse el que el animal se mueva, con lo que ést~ tendrá que ser 

anestesiado o sujeto firmemente con inmovilizaci6n de su cabeza.en 

el empleo de §sta forma de identificación, ya han sido establecidos 

algunos sistemas de numeración, con lo que pueden conseguirse ndme

ros desde el 1 hasta el 99. En caso de requerirse de otros números 

mayores, otros procesos serian empleados para ello, por ejemplo: -

el corte de dedos. (c) Corte de dedos. Generalmente se realiza cua~ 

do el animal es un recién nacido, lo que a diferencia de las punci~ 

nes, es que ellas son aplicadas al destete. cuando se hace arnputa-

ci6n del dedo del pie, deberá ser iniciado de izquierda a derecha; 

el número de camada quedará marcado en la oreja derecha, el número 

individual estará indicado en la oreja izauierda. (d) Tatuaje. Aun

que anteriormente fué mencionado que el proceso no puede ser consi

derado corno permilnente, en algunos casos éste pu~de ser aplicado e~ 

mo si lo fuera. Su aplicación puede estar ubicada en cualouier par

te del animal, generalmente ésta se rcalf.zti. donde el crecimiento -

del pelo o la pigmentaci6n de la piel no oscurezcan la marca. Para 

los conejos, el tatuaje es mas fácilmente efectuado en las orejas; 

la cabeza tendrá que ser inmovilizada firmemente. Si posteriormente, 

luego de aplicar el proceso, se coloca tinta china o india sobre la 

zona(dado que se hacen pequeñas punciones por agujas del aparato)

el tatuaje puede ser realmente útil, y ésto porque la piel sanará -

sobre los hoyos llenados con tinta. 
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IV. Apéndice 3. Torna de Muestras. 

Introducci6n. 

Para efectuar determinaciones que nos ubiquen en lo que suce

de en un sistema fisiol6gico dado, es necesario el obtener alguno -

de los diversas fluídos corporales que circulan, o que se encuen-

tran en las animales sometidos a ex~erimentaci6n. Por la que es ~

til el conocer las diferentes técnicas a utilizar dependiendo del -

caso (Tipo de especie animal_ y de Ouído a estudiar). Dentro de los 

fines perse~uidos en el presente manual, sólo lo referido a olasma, 

suero o sangre completa, será·tratado. Asimismo la aplicaci6n, ta~ 

to a rata como conejo, ser1n las que se encuentren involucradas en 

las explicaciones posteriores. 

Rata. Punci6n Cardíaca 1
•
2• 3

•
4. 

Material y equipo. 

l. Rata de aproximadamente 200 gramos de peso. 

2. Eter etílico para anestesia. 

J. Tubo de centrífuga estéril de 13 x 100 mm, con tapa de pa-

pel aluminio. 

4. Jeringa estéril de 1 ml. (De tuberculina o i~sulina). 

S. Aguja estéril, calibre 24-26 de una pulgada cin longitud, 

6. Recipiente cerrado. Por ejemplo, un desecador o un vaso de 

precipitados de 300 a 350 ml. Asímismo, para mantener la a

nestesi~, se requiere de un vaso de precipitado de 50 ml. 

7. Si no es posible contar con un sujetador de animales, pue

de ser suficiente la ayuda de un asistente. 

Procesa. 

Nota: Debido a la fragilidad estructural característica del 

músculo cardíaco de la rata, el realizar punciones sucesivas sin-· 

ruptura, requiere de alguna experiencia. En caso de no contar con -

tal situaci6n, el sangrado del plexo retro-orbital(posteriormente -

descrito), es lo recomendable. 

l. Se agregará una pequeña cantidad de éter a un trozo de al

godón. Luego,~ste último será colocado en el fondo del recipiente. 
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Efectuado lo anterior, el animJl es introducido dentro del recipie~ 

te y se colocará la tapa. Pasados algunos minutos el animal habrá -

nerdido la conciencia. 

2. Inconsciente, el animal{ será sacado y colocado en posición 

supina sobre el sujetador. En caso de contar con el auxilio del a

sistente, 6ste extenderá al animal y lo mantendrá fijo. En este pu~ 

to tendrá que ser controlada la anestesia aplicando el envase(o la 

mJscarilla, dependiendo del caso) sobre la nariz del animal. Habrá -

de evitar el que se aplique una sobredosis, para ello hay que cons! 

derar los signo~ ffsicos correspondientes a la anestesia quirúrgica 

(Pérdida del reflejo palpebral, relajaci6n 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 localizará el co 

raz6n en el punto de máxima palpitaci6n(cercano a la 4a, Sa y 6a -

costillas). 

4. Habiendo localizado el corazón, la zona a puncionar será -

limpiada con alcohol al 70%. 

5. Tomando la jeringa con el pulgar y los dedos índice y me

dio de la mano derecha, la jeringa será ~npujada lentamente dentro 

de la cavidad toráxica (esto, en la zona del mayor punto de palpit~ 

ci6n) , en un ángulo de aproximadamente 45°a lo largo del eje del -

cuerpo de la rata. 

Al sentir el corazón 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 coraz6n(Lo que puede ser controlado, si luego 

a la punción, la jeringa ~e mueve acorde a las palpitaciones al de

jarla libre) • Si lo que se hubiera penetrado es el ventrículo dere

cho, la sangre fluirá algo lenta; pero si el que se ha tocado es el 

ventrículo izquierdo, la sangre subirá rápidamente a la jeringa. De 

acuerdo a la velocidad con que esté subiendo la sangre a la jerin

ga, esto limitarc'.i la recuperaci6n 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 aurícula, la sangre fluirá bien, 

sino-sucede as!, la aguja tiene que ser retirada y reintroducida un 

poco mas retirado al punto que se puncionó por vez primera. En caso 

de que la salida de sangre sea a borbotones, esto indica (lUe sólo -

ha sido puncionada una vena mas grande, o quo se ha traspasado al -
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coraz6n. 

G. Ha sido visto· que el empleo del método, bien efectuado, pr~ 

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 obtenci6n de 5 ml de -

sangre, en ratas maduras, y semanalmente por 3 meses; no provoca da 

ño alguno o aparente¡ o en su caso algún ef.ecto adverso, para el a

nimal. 

Punci6n de la ·cola~' 2 ' 
3

' 
4

• 

t.ste es uno de los m~todos mas comúnmente utilizados. La téc

nica es satisfactoria cuando s6lo son requeridos pequeños volúmenes 

de sangre (p.ej. 1.5 ml). 

Generalmente se punciona alguna de las venas de la cola, no ii:!! 

portando el lado. Para aplicar ~ste proceso, no es necesario el a

nestesiar al animal. 

~l efectuar la punción, lo primero que habrá de hacerse, es 

limpiar perfectamente la cola. Con ello se facilitará la visualiza

ción de las venas. 

Las etapas a seguir, son: 

l. Colocar al animal en un reci9iente, previamente calentado, 

a una temperatura soportable a la mano del operador. O bien, la co

la puede ser sumergida en agua a 45ºC durante un minutL. Si la vaso 

dilatación se prefiere realizar aplicando algún solvente, habrá que 

friccionar vigorosamente la zona a puncionar con una mezcla de aleo 

hol al 70% y xilol. En caso de emplear por separado las soluciones; 

luego de haber untado el xilol, ~ste deberá ser removido con una g~ 

sa mojada en alcohol (porque de lo contrario, es posible ~ue se pre 

senten reacciones inflamatorias y posteriores infecciones en la zo

na). 

2. Contando con una adecuada vasodilataci6n. La vena puede 

ser cortada(Distancia de 1 mm. o 2, en corte longitudinal}, y la -

sangre ser~ recolectada 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, ésta última tendrá de calibre 22 a 24 y 

una longitud de media pulgada. Si la recolección se aplica con la 
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ayuda de la jeringa, la succión habr~ de ser lo mas lenta posible 

ya que de lo contrario se aplicaría una presión negativa en la vena, 

lo que motivaría una éstasis sanguínea con nula recolección poste

rior. 

Cuando no se desea mas, la' recolección de sanqre, se ejercerá 

una presión sobre el punto de sangrado con una gasa durante el es

pacio de un minuto.Si es posible, la zona habrá de ser sellada con 

una pieza de colodión o parafilm. Las punciones podrán ser repeti

das varias veces si se observaran las condiciones adecuadas al caso. 

Punción del Seno venoso-retroorbital 1
'

4 . 

~n este proceso, el seno venoso, que se encuentra entre el -

blobo ocular y el fondo de la cavidad orbitaria (co11 existencia en 

todos los mamíferos), habrá de ser puncionado. Y esto se realiza -

con el auxilio de una pipeta capilar introducida sobre el lado del 

ojo (Preferentemente con una inserción en la terminal de la cavidad 

orbital ubicada en la esquina interna baja del ojo derecho). La pr~ 

via anestesia del animal facilitará el proceso. 

En caso de emplear la insensibilización superficial del ojo, 

es recomendable el emplear cocaína al 10% o xilocaína al 2%. Ya en 

la punción, se toma la rata con la mano izquierdñ, colocando el ín

dice y el pulgar alrededor del cuello, en tanto el grueso de la ma

no se coloca sobre el dorso del animal. Con la mano derecha se in

troduce, aplicando una ligera presión y un movimiento de rotación, 

la punta capilar tle una pipeta , en el ángulo nasal del ojo a tra

vés de la cápsula de Ténon. Colocada,. aproximadamente de 4 a 5 mm, 

de la punta en dirección a la laringe, y si la punta ha sido pre

viamente sumergida en heparina, se facilit~rá la recolección de san 

gre. Puncionado el seno venoso y debido a que algunos vasos sanquí

neos pequeños son frt!giles y se rompen, la sangre mana de la ca·,,i

dad orbital subiendo expontáneamente dentro de la pipeta. Retirando 

la presión ejejrcida sobre el cuello, la mayor parte de la extrava

sación sanguínea también cesa. Algunos segundos después, al pasar -

por el mismo agujero de punción en la c&psula de 'renón, la misma o

peración permite el recuperar una cantidad i.gual de sangre. 

Este proceso puede llevarse a cabo, en rata, durante pruebas 

seriadas que tengan una larga duración. 
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Las pipetas capilares pueden ser preparadas estirando las vie 

jas pipetas Pasteur y se buscará de que el adel9azamiento sea lo 

mas fino posible. 

Corte de cola y dedos 1 
•

4
• 

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 pequeñas cantidades, con el animal ane~ 

tesiado o inmovilizado, se pueden obtener muestras arriba de 0.2 

a 0.3 ml.9or un corte en la vena de cola o en un dedo. La sangre 

deberá ser aspirada directamente del lugar. 

Por el grado de daño provocado a los animales, es recomen<la
tle el empleo preferencial de la punción del seno venoso retroor
bi tal 4. 

Existen otras técnicas de sangrado que son precisas y senci

llas, su inconveniente es que requieren para su manejo, de un qra

do de habilidad superior a los anteriormente mencionados. Algunos 

que requieren de incisi6n sobre la piel son por ejemplo: (a} In

cisi6n ventrolateral de la nuca. La punción se realiza en vena 
yuqular y el animal debe estar anestesiado 2• 3 y (b} Incisi6n so

bre el área cauclo la ter al de la pata trasera. Aquí, la incis i6n 

se realiza para exponer la vena safena o a la f.emoropoliteal. 

Posterior a la torna de la muestra, la incisi6n ~s snturada 2
' 

3 
'
4 . 

A diferencia de éstas técnicas, recientemente, ha sido desarrolla

da otra técnica en la que no se utiliza anestésico, ni nin~Gn tipo 

de incisi6n; básicamente se punciona la vena cava translumbrar (al 

nivel de la primera vértebra lumbar}. Se(JÚn los autores, la técnica 
puede ser efectuada en repetidas ocasiones a intervalos semanales 

(con obtenci6n de volcírnenes de 2 ml} con.un tiempo muy corto de -
proceso (de 15 a 20 seaundos). Asimismo, se dice que la mortalidad 
por punci6n es muy baja y la t6cnica es atraurnáticas. 

En caso de requerir losmáximos posibles volúmenes de sangre, 

o, que el animal vaya a ser posteriormente sacrii:icado, se reco

:.1ienda 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

berá exponerse la porción ventral del abdomen y del tórax. 

( 2) Punción de la vena yugular. Con el animal anestesiado, se 

expondrán las venas yugulares. Una de ellas será ligada, la otra -

Gerá cortada transversalmente. Colectar la sanqre de la vena cubier 

ta con aceite de oliva. Podrán obtenerse volúmenes de 4 a 7 ml. 

(3) Decapitación. El animal es anestesiado. Se separá a la ca 

be~a con el empleo de unas tijeras grandes. El cuerpo del animal 

será colocado posteriormente en un embudo o en el recipiente de -

colecta. 

Conejo. Punci6n cardiáca. 1,3,4, 

Material. 

l. Conejo de aproximadamente 2 kg. de peso. 

2. Alcohol etílico al 70%. 

3. Tubo de centrifuga de 44 x 142 rnni. 

4. Jeringa estéril de 20 ml. 

5. Aguja estéril con diámetro de 18, 19 y 20. La longitud va

riará entre 1.5 a 2 pulgadas. 

6. Torundas de algodón. 

7. Sujetador para conejo (Puede contarse con la ayuda de uno 

o dos asistentes) . 

Proceso. 

l. Sujecci6n del conejo. Si se emplea la ayU1a de dos asisten

tes, el animal es extendido boca arriba (con las extremidades dela~ 

teras cruzadas por a trils de su cabeza y con las traseras extendi

das y cruzadas) . Habrá de ser comprobado que el animal esté firme

mente sujeto. En caso de no tornar en cuenta lo último mencionado, y 

si el animal se moviera bruscamente al momento que la aquja se en

cuentra dentro de su corazón, es posible que se provoque ta ruptura 

del mismo. El empleo de anestésico es opcional, y esto porque deben 



-126-

de considerarse los posibles efectos del anestésico (acarreado en 

sangre) sobre los componentes sanguíneos estudia<los 1• Aún, antes -

de estos, otros recomiendan al anestésico como obligatorio 314 : si 

este fuera el hecho habría que elegir entre el éter o los barbitu

ricos (Via intravenosa, volumen de 0.4 a 0.6 rol. y a una concentr~ 

ci6n del 10%). Si el empleac\p fuera éter, tendrá que comprobarse -

continuamente los signos de anestesia; la inducci6n con el solven

te es rápida y puede alcanzarse rápidamente ¿a sobredosis (aGn cua~ 

do en algunos casos, los conejos más pequeños tardan en ser aneste

siados). AJemás er1 este tipo de anestesia, el animal debe estar fir 

memente sujeto debido que intenta liberarse. 

2. Se puede rasurar al conejo a nivel del t6ra~ y en aproxi

madamente 5 centímetros por debajo del estern6n (Esto es recomenda

ble en caso de efectuar tomas repetidas). No necesariamente tendril 

que aplicarse tal medida al animal, puede solamente ser limpiada -

el área con alcohol etílico al 70%. 

3. Es necesario comprobar que laaguja se encuente bien fija 

a la jeringa. Asímismo, habrá de ser probado el funcionamiento de 

la jeringa y la aguja por aspiraci6n y expulsi6n de aire. De no po

derse aplicar ésto último, es conveniente retirar la aquJa, revisar

la a contra luz, y desecharla si está roma o ligeramente doblada en 

su punta. 

4. Habiendo establecido la zona donde el latido es más fuerte, 

localizada por los dedos pulgares e índice de la mano izquierda; y -

para mayor precisión identificando la protuberancia xifoidea v la ú~ 

tima costilla esternal a la izquierda de la línea media del animal, 

colocar la jeringa en paralelo a la línea media (con una inclinaci6n 

hacia abajo en un ángulo aproximado de 30°) e insertar la punta de la 

aguja con el bisel hacia arriba. Esta punci6n puede también ser e~ec

tuada sobre el tercer y cuarto espacio intercostal a medio centimetro 

del estern6n. 

5. Con la jeringa y aguja colocados en tal posición, empujar -

lentamente la aguja hasta que se ha sentido la pulsación cardíaca (lo 

que puede comprobarse si al dejar la jeringa libre, se observa un no

torio balanceo de esta). Asímismo, si el ~mbolo ha sido separado le

vemente, se notará como la sanqre penetra a borbotones ~n el ba

rril) . Con un empuje rápido en la direcci6n del pulso, se -~-



-127-

penetra al coraz6n. Lentamente se saca el émbolo de la jerinna. En 

caso de no obtener sangre, la a0~ja será retirada y reintroducida 

en una zona próxima a la punci6n anterior: Cuando la sanare comien 

ze a fluir dentro del sistema, la jerinaa debe estar sujeta en la 

misma posici6n. Se colcctaráel volumen de sanare deseado. No es re 

comendable el efectuar más de dos repeticiones, a menos que el ani 

mal vaya a ser sacrificado. 

6. Luego de completado el sangrado, la aguja será sacada rá

pidamente. Se pasará la sangre a un tubo, nrevio el retiro de la -

aguja y se procede a efectuar el tratamiento nosterior deseado pa

ra la muestra sanguínea. 

7. InmediatamEJntc, tanto la aguja y jeringa, deberán ser la

vadas con agua 'ria, con lo oue se prevendrá su inutilizaci6n. 

Puede recuperarse volúmenes de hasta 10 a 20 ml cada vez re

~itiendo la punci6n cuatro veces, esto aplicado durante intervalos 

semanales 4 . 

?unci6n e incisión de la vena marginal y arteria central de 
la oreja 1, 3,4, 

Solamente serán descritas aC1uellas sustancias o eouipos que 

no se hubieren mencionado previamente para otro tipo deº punciones. 

1. Lámpara de calor con foco de 15 w. Alternativamente, pue

de ser empleado cfxilol o inclusive el aplicar un frotamiento deli 

cado sobre la zona. 

2. Clip para papel. 

3. Navaja de rasurar. 

4. Jeringa de 10 ml con aguja de calibre 2C. 

Proceso. 

1. sujetar al conejo. No se requiere anestesia pero si una -
buena sujecci6n. 

2. Rasurar la piel sobre. la vena marqinal interna de la ore

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

J, Es necesario que para efectuar un sann.rado sucesivo la ve' 

na se encuentre dilatada, Esto se logrará aplicando calor con el -

~oco sobre la superficie interna de la orejn, o bien, con el Frota 

miento viqoroso de una crasa mojada con xilol. ?re~criblemente de

beran emplearse el calor al xilol, debido a ~ue este Gltimo dafia -

al tejido epitelial. Si no fuera posible contar con la lámpara, P! 

ra evitar posibles da~os al tejidc , posterior a la aplicación del 

xilol,la zona será limpiada con alcohol al 70 %. 

4. Durante la punci6n en la vena de la oreja, para consenuir 

buenos resultados en la recuperaci6n de sangre, habrá de comprimir 

se los vasos en la base de la oreja con la ayuda de los dedos ín

dice y pul0ar. Se coloca la aquja con el bisel hacia arriba y se -

aplica la venipuntura a lo largo de la misma. Habrá oue cuidarse -

~ue el animal esté bien sujeto, porque de lo contrario, se za•ará. 

{Cuando realize varias punciones, éstas deben ser aplicadas de la 

punta de la oreja hacia la base r1e la misma). En el momento que la 

sangre fluye har.ia el barril, la asoiraci6n eiercida deberá ser -

lenta y con ello se prevendrá e¡ colapsamicnto de la vena sobre la 

apertura de la aguja. En alnunas ocasiones, una delicada rotaci6n -

de la jeringa ayuda a prevenir que la vena so colacse. 

Los pasos antettores también son aplicables en caso de pun

cionar la arteria central de la oreja. 

Es posible la recolección de 10 ml empleando las agujas ade

cuadas f además mojándolas previamente con aceite de oliva por den 

tro. Para la obtenci6n (en caso de querer recuneraci6n del suero) 

de al menos 5 ml, en v~nas auriculares sin la oclusi6n de vasos,

puedcn obtenerse por lo menos 3 veces cada semana4 . 

5. En caso de realizar un corte para la obtenci6n de sanqre, 

primctamente habrá de dilatarse a los vasos sanguíneos, posterior

mente los vasos a tratar serán ocluídos emp~eando los dedos pulqar 

e ín<li.ce. Se aplicará una incisi6n longitudinal de 2 a 3 mm en la 

vena mediante un corte rápido (no deberá hacerse un corte trans

versal, porque se provocaría la ruptura de la vena) . La sangre flu~ 

rá libremente a trav6s de la capa de grasa (colocada previamente) y 

las gotas serán recolectadas en un tubo de centrífuga. Los volGme-
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nes recuperados var!an de 40 6 50 ml. dependiendo de la experiencia 

del operador. En caso de que el flujo cesara, puede reiniciarse 

este aplicando un ligero golpe en la vena,. cercano a la cabeza. La 

obtención de un volumen deseado esta en base a la tranquilidad 

del animal. 

6. Para los dos casos (punción e incisión de la oreja), tan 

pronto, como la cantidad deseada haya sido obtenida, coloque una p~ 

queña pieza de algodón sobre el área (ésto se facilita con los c:e

dos pulgar e índice y posteriormente puede ser aplicado un clip en 

caso de tjue no pare el sangrado). Posteriormente, se rcr1ueve la rir':!_ 

si6n de 15 a 30 minutos más tarde, y no deberá pasarse el tiempo de 

presión más de 2 6 3 horas (si se e~plcara el clip) debido a que ~~ 

dria provocar una isquemia local con la subsecuente necrosis del te 

jido .. 

Otros sistemas de fácil aplicación, para la obtención de -

sangre de manera más rápida y eficiente; ya han sido adaptados de9e~ 

diendo de la cantidad de trabajo por efectuar .. un ejemplo de ello lo 

es de utilizar una trampa de vacio, aplicada sobre una incisión en 

vena marginal. Y con ello es posible la obtención de hasta 50 ml. en 

pocos minutos. 

Tipos de Inoculaci6n. 

Introc1ucci6n. 

Es importante el tener un conocimiento acerca del tipo de ad· 

ministraci6n de f.luídos para cada animal, dependiendo del estudio al 

que este se encuentre sometido. En los puntos tratados a continuaci6n, 

s6lo se han involucrado aguellos animales más utilizados en el labo

ratorio de Bioquímica de Sistemas . Asímismo, cada vía utilizada será 

especiUcada cuando esta sea aplicable tanto a la rata como al conejo, 

así como las explicaciones que cada caso requiera. 

Administración de fluidos por el tracto digestivo. Rata 3 . 

Existen dos formas: 

a) Instalaci6n el la boca y/o cavidad bucal. La administra-
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ci6n de fluído por este medio es atraumática y requiere de poco -

esfuerzo. 

b) Instalación v:l'.a tubo estomacal. Para el caso, ouede ser ele 

gido el emplear un tubo esofágico hecho de una cánula de diámetro 

apropiado o, mediante el empleo de una aguja calibre 15-16 previa

mente despuntada y doblada acorde al tubo esofágico. Se sujeta .4:ir 

memente a la rata de tal forma que quede con el t6rax pegado a la 

mesa, y por el espacio interdental se hace pasar el tubo ne caso. 

Cuando se sienta un aflojamiento notorio, el fluido puede ser des

cargado. 

Administraci6nde fluidos por la vía parenteral 1 • 

Variados son los cuidados que se neces~tan considerar cuando 

se hace uso de tal vía de administraci6n. En primer luqar todo lo 

que se vaya a inyectar, debe encontrarse est6ril y ,este, es el mis

mo caso para los implementos por utilizar. Las áreas de la piel a 

tratar, deberán ser limpiadas previamente con etanol al 70%. 

Durante el llenado de la jeringa habrá que evitar el ~ue se -

introduzcan burbujas de aire, dado que una vez administradas en el 

animal,es posible el ?rovocar un embolismo al!reo. Porlo anterior, 

posterior al llenado de la jeringa, colocado vertii·almente el ba

rril con el bisel hacia arril:n~ ce desalojará cualquie,.· aire atraoa

do mediante el movimiento ejercido sobre el émbolo. Deberá cuidar 

se que el aire permanezca en el orificio de la aquja (con lo que se 

evitará la descar~a del fluido al aire l, lue~o con la jerinsa in

~6vil en la misma posici6n, se colocará un pedazo de gasa o aloo

d6n en la punta,y se eliminaran a las burbujas de aire. 

En caso de que la vía de inyecci6n requiera de una aguja de ca 

libre pequeño, el llenado de la jerinaa es más sencillo de realizar 

si se emplea una aquja de calibre más grande (por ejemplo: calibre 

20) de longitud apropiado para el recipiente que contiene el mate

rial a ser inyectado. 

l". Jeringa estéril. El tamaño de ésta de9enderá de la canti

dad de material a ser inyectado y de la precisi6n volumétrica oue 

se desee inyectar. El tamaño de la aguja será establecida en fun-
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ci6n del animal y dependiendo <le la vía de administración. Es ne 

cesario comprobar el buen estado de las agujas. 

2. Alcohol etílico al 70%, 

3. Torundas de algodón o.trozos de gasa. 

Vía Intravenosa. 

La administraci6n de Eluídos por medio de esta v!a, para el 

caso de las ratas, c¡eneralmen te se efcc tuar'á :le la misma manera 

que se indica para la obtenci6n de sanqre. El caso también es 

aplicado en la administraci6n de fluídos en conejo, en las venas 

marginales de las orejas. Para las ratas, no todos los luqares 

mencionados para la obtenci6n de sangre son idóneos para la adrni-

nistraci6n de fluídos; solamente dos son las vías mas comunmente 

empleadas 3: (a) Venas de la cola. En donde el empleo de una aquja, 

calibre 26 de 5/8 de pulqada,F.acilita el proceso y (b) Inyección 

vía la vena Peneal 11214 • El cual no solo es un proceso aplicable 

a ratas, sino que también lo es para cuyes. Por esta vía pueden 

administrarse de 1.3 a 1.5 ml en volumen de u~a solución para una 

rata de aproximadamente SO O g de peso, volúmcn·cs menores van en 

funci6n del p8SO del animal. El calibre de la aguja será seleccio-

1"1do de preferencia con número 30. En es te tip J de administraci6n 

es conveniente que el animal se encuentre anestesiado, lo nue no 

es obligatorio para los conejos. 

Existen otras vías de inyección en venas no muy comanmente 

empleadas, y esto se debe a que la mayoría de ellas requiere de 

la exposici6n de las venas mediante incisiones. El caso es apli

cado para los tipos de animales ya mencionados. 

Es recomendable que al estar administrando la soluci6n, sea 

comprobado que la aguja se encuentra dentro de la vena y esto será 

visualizado fác.ilmente porque de no ser así, el líquido crenerará 

una ampolla o palidez de la zona. La adminis traci6n de los fluí

dos deberá realizarse de la f.orma mas lenta posible y en dirección 

del ~lujo sanguíneo. 

Vía Subcutánea e intracutánea 113 • 
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El tipo de vía aquí mencionado, es muy útil para la adminis

tración de sustancias oleosas y, aún es mas importante cuando lo 

aue se requiere es que la absorción del material inyectado sea 

lenta y 0radual. Es una vía útil para estudios de diann6stico en 

donde la respuesta super.i:icial al lugar de la. inyección, es el 

~arárnetro a medir. 

Es una vía aplicable a todos los animales de laboratorio 

(rata, rat6n, cuye, conejo, etc) 1
• 

Material y equipo. 

l. Aguja y jerin~a estériles. El calibre de la anuja está 

determinado por el tipu de animal y el rango es de 1/2 a 5/B de 

pulqada de loncritud. El calibre 22 es el recomendado en coneios; 

el 24 para cuyes, ratas y ratón. Estos calibres y loncritudes en 

agujas son aplicables en caso de la vía subcutánea, porque nara 

la intracutánea, la variación es calibre 24 para conejos; el 26 

para cuyes, ratas y ratones. 

2. Tijeras. 

3, Equipo de rasurar o depilar. 

Proceso. 

l. Quitar el pelo del área. Si es preciso se rasurará a 

la zona o se le depilará. 

2. Sostener al animal deoendiendo de la zona a inyectar, 

desinfectarla y aplicar la sustancia de acuerdo a la ruta de admi

nistración seleccionada: 

Inyección subcutánea. Con el pulqar y el índice de la mano 

izquierda, se toma una parte de piel. Con la mano derecha,se in-

serta, tanto como sea posible, la aauja debajo de la piel sin 

traspasarla. De preEerencia,debe de efectuarse en paralelo al 

masculo que se encuentre por debajo. Se inyecta nl material y po~ 

teriormente la aguja será sacada inmediatamente. 

Inyecci6n intracutánea. Extender la piel entre el pulqar y 

el índice de la mano izquierda. Con la derecha tomar la jeringa 

en un ~ngulo aproximado a los 30ºde la superf.icie de la piel 
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(el bisel deberá encontrarse hacia arriba). Insertar la ~unta de 

la aquja justamente sobre la capa de la oiel externa. 0 osterior

mente bajar la jeringa a una posición cas.i paralela a la surierfi

cie de la piel,e insertar la a~uja en aproximadamente 1 mm poste

rior al bisel. El contenido habrá que ser invectado lentamente. 

Finalmente, sacar la aguja rápidamente. Si el material ha sido 

depositado dentro de la piel, existirá la formaci6n de una peque

ña burbuja. 

Un luaar utilizado comúnmente para la administraci6n subcu

tánea de fluidos, lo es la inyección en las plantas de los pies 1
• 

Se emplea para conejo, cuye, rata y rat6n. F.l lucrar de la inocu

laci6n está al nivel de las plantas traseras de sus natas. Se 

aplica primeramente una des:Lnfecci6n de la zona a inocular, y se 
introduce la aguja teniendo el cuidado de no lesionar los metatar

siales. En el conejo1 la penetración de la aquia se sit8a en el 

centro de la oa ta; en ratones, ratas y cuy es la inserci6n de la 

aauja debe de efectuarse entre los dedos de lis patas. El mate-

rial será inyectado muy lentamente. A los cuv0s es posible admi

nistrarles hilst.1 un máximo de 0.1 ml, lo que es similar para las 

ratJs; pero para los ratones solo se les puede administrar 0.025 

ml por planta del pie. Dado que la vfa de inyección !Jor esta ruta, 

a menudo causa la intranquilidad del animal debido a la hinchazón 

o inflamación, es deseable el tener a los animales en un lw1ar 

con.~ortable. No debe administrarse solución alauna, empleando es

ta vía, en las patas delanteras¡ ya que el animal las em9lea para 

su arreglo y alimentación. 

Vía Intraperitoneal. 

La vfa es muy útil cuando se requiere aue el material inye~ 

tado sea rápidamente ·metabolizado. (En aproximadamente 15 minutos· 

posteriores a la inyección). La vía, de ser a9licada correctarne~ 
te, es inocua y aplicable para conejo, rata, ratón y cuye. Poco 

volumen puede ser administrado por tal ruta (de 3 a S ml en ratón 

y de 15 a 25 ml en rata) . 
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Material y equipo. 

l. 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. 

l. cualquiera que sea el caso, (empleo de un sujetador o 

ayuda de un asistente), el animal debe tener las piernas traseras 

elevadas, lo cual oermitirá oue los intestinos se muevan hacia el 

t6rax. El animal puede ser colocado verticalmente, cabeza abajo, 

y con el abdomen hacia~afuera. 

2. Desinfectar el área, y se aplica un "pellizco", lo cruc 

elevará la zona para inocular. 

3. Insertar la aguja unos 30ºde ánaulo respecto a la supe'.-. 

~icie de la piel. En este mismo momento colocar la jerincra en án

gulo derecho r1ipidamente. Se .empuja a la aa.uja dentro de la cavi

dad peritoneal. Cuando exista un ceso de resistencia contra la 

aouja, es un adecuado nivel de oenetraci6n lo aue se ha realizado, 

posterior a. ello hay que retraer ligeramente la aguja con lo nue 

la posibilidad de aplicar la inyección dentro del intestino es re

ducida. Por dltim~el material será inyectado, y lueco,la aquia 

tendrá que ser sacada rápidamente. 

Vía Intramuscular. 

esta es una vía de administraci6n muy utilizada en funci6n 

de las características de densidad del tejido. Aquí solamente 

pueden ser inyectados pocos volumenes. La absorci6n de los fluídos oor. 

tal vía es baja (de 45 minutos a una hora para la mayoría de los 

fluidos). Las áreas mas comunes a inyectar son: la musculatura 

gruesa de las piernas traseras, el área mas glutea y los músculos 
del bíceps. 

cuando se aplica esta ruta de administraci6n de fluidos, con 

el fin d~ no tocar algún vaso sanauíneo, es común el retirar li~e

ramente el émbolo antes de inocular la soluci6n, con lo que se 
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comprobar.:í la no asriraci6n de sanrire. As1rnismo, al momento de 

inyectar, habr.'i de evitarse el que se lastime a alqún hueso. Al 

introducir la aquja en el área seleccionada,hay 0,Ue orientar la 

punta en sentido de las estriaciones muscular0s (de lo contrario, 

si el animal llegara a moverse, se le orovocaría un d~sqarre). 

Aparte de las vías dj¡scutidas anterior.mento, existen algunas 

otras que son aplicables y útiles dependiendo de lo recruerido ror 

administrar, así como de las características del animal 3 ' 4
• Algu

nos ejemplos son: (a) Vía conj11ntival. Donde se administra el 

.~luido sobre la c6rnea empleando una jeringa de tuberculina o una 

pipeta (b) Vía intraocular. Inmovilizado el animal, se le inyec

ta en la cámara anterior del ojo; (e) Vía intracerebral. La que 

comúnmente se realiza con el empleo de un mandril. (d) Otras. 
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Capttulo IV. Apéndice 4. Técnicas quirúrqicas. 

Para realizar estudios a nivel fisiol6gico es necesario con

tar con herram,ientas de trabajo Gtiles para la obtención de resul

tados demostrativos y confiables. Las técnicas auirarcr.icas no pue

den ser la excepci6n dentro de dichas necesidades, si no que más -
bien son parte integral de las investigaciones por realizar. El e~ 

pleo de estas técnicas es aplicable, porque ya existe una metodol~ 
sría para el manejo de los animales de laboratorio durante estos ca 

sos 1 ' 2 , J • 

. 11.1 efectuar un estudio en el que la cirucr.1a es un importante 

·proceso, esto implica el manejar conceptos bien def.inidos. Sobre 
todo, nada de lo que se ha~a debe dejarse sin ser tomado en cuenta, 

o dejarse a la memoria. Por ello, los puntos que a continuaci6n se 
rán tratados, es necesario el tenerlos presente siemprel,2. 

1) Anotaciones e identificación. Dentro de este-punto habrán 

de considerarse todas aquellas anotaciones (detalladas y precisas) 
de la historia preoperativa, operativa y postoperativa para cada -
animal. 

Un adecuado record incluye espacio para las caracter!sticas 

de identificación (raza, color, tama.ii.o, sexo) del animal, as! col!lo 

otros datos proporcionados y su fuente de suplemento. Debe ser an~ 

tado lo correspondiente al examen preoperativo, con un espacio que 
remarque los cuidados durante la etapa as! como lo observado. Será 

involucrada una amplia descripción del tipo, cantidad y ~uente de 

la anestesia. A continuación se mencionará de forma detallada, la 

descripci6n de la operación. Todos los resultados internos que ap~ 

recen al momento deben ser re~istrados; esto misno debe ser hecho 
para el tipo, cantidad y el tiempo de administraci6n de cualquier 
anestésico adicional, fluidos, sangre, y' otros medicamentos. Pue

de ser incluida la condici6n del animal, al Hnal de la operaci6n. 

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

Una secci6n final para el cuidado postoperativo y las obser

vaciones, proveen un espacio 6ptimo para anotar datos sobre alime~ 
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taci6n, elirninaci6n, cambios de peso, conducta, y otros resultados 

obtenidos durante el recobrarniento de la anestesia y el periodo -

postoperativo inmediato. Pueden anexarse páginas adicionales para 
proporcionar posteriores estudios y datos. El estado final en que 
se encuentra el animal, además de los resultados a la necropsia en 

caso 1e realizarse completos, deben de ser rec¡istrados. 

Por otro lado, será anexada una tarjeta con la identifica

ci6n, de cada animal, en cada caja. En ella se anotará el nombre -

o número del animal, el nombre de la persona que está realizando -
la investiqaci6n (o el ntímero del equipo de trabajo), y una amplia 
descripcion CQncerniente al animal. Esto es necesario, porque pre

viene la mezcla de animales; o por 9tro lado, en ausencia de la 

(s)' persona (s), otros en el laborato:cio tendrán suficiente infor
maci6n para actuar completa e inteliaentemente por si el animal r!:_ 

quiere algün cuidado de emergencia. Si las tarjetas por el uso --
constante y el tiempo, se maltratan; ésto debe ser prevenido me-·
<liante una comprobaci6n regular de las mismas. 

No debe olvidarse, además, el marcado óptimo de los animales* 

2) Examen Preoperativo. 

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

- El examen físico preoperativo inicia con la evaluaci6n 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 coloraci6n propia e hidratada). Deben evaluarse las caracterís
ticas del músculo interno, además del contenido graso oue se funcuen 

tre·en él. As!misrno hay que correlacionar el peso medido del animal 

su pulso, su respiraci6n y su temperatura rectal. 

- Para los procesos quirúrgicos, es preferible emplear anima
les j6venes, debido ·a que en ocasiones la mayor sensibilidad hacia 

los anest~sicos va acorde a la edad, además Je otros problemas co

mo: degeneraci6n renal y hepática, etc. 

* Ver lo corra~pondi~~tri a ruarc~jo de an!mile~ de.esto manual. 
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- Hay que considerar que las especies de animales roedores -
mani~iestan un fuerte stress emocional y subsecuentes camoios ·1-

siol69icos, s6lo porque se les transporta o maneja, adem5s, de ouc 

recienten los cambios en los alojamientos y la alimentación. Por -

lo ~ue es práctica general, el reducir tal stress a un mínimo, peE 

mitiéndole a los animales un periodo de adaptaci6n antes del pro

ceso quirúrgico. 

- El alojamiento debe encontrarse en óptimas condiciones, 

por lo que hay que evitar la presencia de heces en las cajas de 

alojamiento. 

- Aparte del examen preoperativo de los animales, es menes

ter efectuar un examen preoperativo del material a emplear durante 

la cirur¡ia. Hojas de bisturí de uso qeneral v nuevas, manqos de 

bisturí, tijeras (rectas, curvas, de punta), senarañores, ~inzas 

de disecci6n, agujas de sutura ctirvas y rectas, porta aqujas, Pin

zas de hemostasis, etc.; asímismo, se rer!uier.e de una mesa o lur¡ar 

de trabajo, de un lurrar donde se estcrilize al material (autoclave), 

así como es necesario contar con unidades con las cuales nuedan -

aplicarse cuidados intensivos (Medios intravenosos rara la anmini~ 

traci6n de fluidos, elementos de calentamiento, etc.). El área pa

ra la cirug1a debe ser completamente dedicada a ello {Hay aue con

tar con agua frí:a,caliente y además de soluciones antisé.1Jticas acle 

cuadas al caso, etc.). 

Antes de efectuar la cirugía, es importante el·establecer un 

protocolo de operaci6n: 

(a) Preparaci6n de instrumentos. Para la limoieza es ner.esa

rio el empleo de detergente, de aplicar lavado necánico (cnn la p~ 

sibilidad de aplicar radiaciones con luz ultravilcta) eniuaa,ar., 

marcar el material (con indicador y fecha) y esterilizar(a 125°C, 

durante 15 min. y a 15 6 20 psi). 

(b) Preparaci6n del animal. Para lo que se aplicar§ co!'1o si

gue: limpieza del lugar a t.ratar quirúrqicamente, asepsia, secado 

de la piel, inducci6n a la anestesia - en caso de emplear alqún -

tranquilizante o preanestésico -, transferencia del animal al lu

gar de la operaci6n con una aplicaci6n final de soluci6n yodado, y 

preparaci6n del operador para efectuar la ciruofa. 



(c) Preparaci6n de la cirugía. Emplear guantes, cubrebocas -

así como aplicar un adecuado lavado de brazos. 

(d) Preparaci6n del anima 1 en e] lugar de la operaci6n. Se -

efectuará una cubertura total del cuerno del animal excen to del lu 
1 - -

gar de la cirugía. En este punto son colocados los implementos oui 

rúrgicos en la charola. 

- Dentro del área donde ha de efectuarse la operaci6n, hay -

que controlar todo lo relacionado con la in~ecci6n, por lo oue hay 

que tomar en cuenta el movimiento de las personas dentro del área 

para evitar corrientes de aire. 

Para efectuar una 69tima curaci6n de heridas, hay consioiera

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 y un sellado apropiado de la piel mediante un corree 

to pa tr6n de su tura. 

Como apoyo a todo lo que habrá de ser efectuado, hay que re

tirar la hemorragia antes de suturar. En caso de requerir suturar, 

ligar o cerrar algún órgano interno o músculo, habrá de trabajarse 

con catgut, ya que el uso de este material se hace ideal porgue es 

absorbible; pero no deberá ser manejado para la piel, ya aue gene

ra abcesos. Para esta última, la seda es el material de caso y co

mo no es absorbible tendrá que ser retirada posteriormente. 

Para seleccionar el tipo de catqut, es necesario considerar 

sus características de longitud de tensión acorde a sn tarna;;.o, Lo 

hay desde 0000000 a 7. P. ej. El tamaño 00 tiene una longitud ten

sional más grande de 5 lb., la lonqitud de tensión varía en días de 

acuerdo al tamaño. En el caso del hilo seda, este presenta carac

terísticas comparables al catgut. 

El catgut proviene de la submucosa intest~nal del ovino; lo 

que en el caso del hilo seda, ~ste es obtenido del gusano de seda. 

Una sutura óptima requiere de un conocimiento previo de les 

diversos tipos de nudos existentes, además de las diferentes pa

trones de sutura. 

Las formas más comunes de anudar en cirugía 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, ~e re~uerirá un cierto arado de experiencia~. En t6r

minos generales, éste no debe ser aplicado con exceso al máximo de 

longitud de tensión de la sutura; asimismo, no deberán unirse a -

las dos superficies opuestas tan fuertes CT.UC comprometa a alaunos 

vasos sanqulneos; posterior al primer tirón, hau aue mantener la 

tracción para que el nudo no se deshaqa. Todos los nudos deben es

tar bien hechos y colocados uno junto al otro para prevenir los pos 

teriores desnudamientos. 

- Terapia de remplazamiento de ~luidos. Estas es una etapa -

aue no debe de~cuidarse, tiene que ser considerada durante las fa

ses preoperativa; operativa y oosterativa. cuando se aplica la te

rapia, lo único que varia es la vía de administración en funci6n -

de los fluidos,asímismo,el criterio con que tiene aue ser afectua

da se dá por: signos físicos manifiestos por pérdida de agua cor

poral, electrolitos o sanare; cambios en la temperatura corporal; 

en la pliabilidad de la piel (deshidratación); en el ,pulso; en la 

presión sanquínea y en el color de las membranas mucosas; así como 

en la velocidad de respiración; en la cantidad de €dema subcutá

neo; y en la velocidad de excreción urinaria. En suma, la conside

ración de los signos clínicos presentes en el animal, podrán con

ducir hacia una correcta terapia de fluidos**· 
Dado gue en animales de laboratorio es aeneralmente difícil 

administrar una terapia de f luldos por vía intravenosa; la vía mas 

empleada es la subcutánea. Por este último medio, no deben ser ad

ministradas las soluciones hipertónicas, ya aue producirán serios 

efectos deshidratantes. Por otro lado, una solución sin un electro 

lito extracelular, tal como la dextrosa al 5% en anua, provocará -

* En caso de requerir de mayor información al respecto, así como el 

observar mediante esquemas los diferontes patrones involucrados, 

se recomienda el dirigirse a la fuente original. 

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

riginal. 
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~m movimiento de iones Sodio desde los tejidos intersticiales. Si 

el animal presentara un estado de baja de la concentraci6n de sal, 

la baja adicional provocará shock o muerte. 

3) Cuidados durante la operaci6n 1. 

- Preparaci6n del campo operativo. Para quitar el pelo puede 

ser empleado un depilador adecuado. Asimismo el área depilada debe 

ser amplia y posteriormente desinfectada. 

- Para prevenir la pérdida de calor en los animales, éstos -

habrán de ser envueltos luego de la ciruqía, con ello será evitada 

una pérdida brusca de la temperatura corporal. 

- Posterior a la sutura de piel, es necesario a~licar una -

presi6n a lo largo de la incisión, de por lo menos tres minutos. -

Esto se hace debido a que durante la suturaci6n, la aguja punciona 

a menudo vasos sanguíneos peque;;.os los oue provocan el sanqrado -

subcutáneo, que por lo qeneral forma pozos peaue~os en cada punto 

de sutura. En caso de que éstos se presentaran, no habría un adecua 

do sellado y la consecuencia sería una fuente infecciosa con un -

probable desarrollo amplio. Para evitar tal situación habrá que c~ 

locar una toalla enrrollada o un pedazo de gasa, y presionar sobre 

la incisión; iniciando del punto inicial al final. Con tres minutos 

se evitará que haya coagulaci6n en los peque~os puntos de sangrado. 

Cualquier rastro de sangre o de líquidos tisulares que permanezcan 

en la zona, deben ser inmediatamente lavados con solución salina -

estéril. 

El empleo de vendajes, luego de efectuada una incisi6n abdo

minal, proveerá presi6n y soporte; lo cual será útil para proteger 

la zona. 

4) Cuidados postoperatorios • 

. Inmediatamente después de vendado el animal, hay oue aplicar 

las medidas necesarias para evitar las infecciones (administraci6n 

de antibi6ticos) y las de an~lgesia postoperatoria (el analnésico -

de caso) . 

Si, posterior a los tratamientos preventivos, se coloca al a

nimal en su caja; hay que tener la seguridad de que él estará c6mo

do, no hay que oblig.arlo a que se coloque. 

- Es necesario el tener a la mano las soluciones del caso(so

luci6n salina fisiol6gica, soluci6n glucosada, etc.) 1 así como una 
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f.uen te de calor (con el posible e111pleo de una lár1nara de 100 watts). 

- Existe la necesidad de connrobar la Frecuencia con la aue 

habrán de ser administrados los antibi6tico s, los analoésicos, v 

los Eluídos de tera~ia con electrolitos. 

- Diariamente hay auc revisar la zona intervenida y proceder 

a limpiarla y desinfectarla. 

- Al quinto o sexto dfo (dependiendo de como esté recunerada 

la zona), hay que auitar los ountos de sutura con la avuda de tii? 

ras de punta. Si a éstas se les dejara por ~as tiempo, lo aue po

dría presentarse posteriorment~,serían abcesos. En caso de scpara

ci6n de tejidos, luego de haber sido suturados, hay que aplicar -

vendoletes en la zona h,sta una total recupcraci6n(sic111pre y cuan

do los tejidos no se encuentren comnletamente abiertos¡ rara tal -

caso, es necesario abrir nuevamente y volver a sutur3r) . 

Todas las medidas precautorias anteriormente mencionadas, 

pueden ser retiradas al momento en que se observe que la zona se -

encuentra ~otalmente sana. 
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capítulo IV. Apéndice 5. Preanestésico~, anestésicos ~ complicacio 

nes anestésicas. 

Introducción. 

Para realizar un experimento en el aue se requiere cirugía, 

es fundamental el conocer todo lo relacionado a las etapas '[)re, y 

postanestésicas. Por lo que, los puntos siquientes dar~n un pano

rama de lo que es necesario considerar durante tales etaoas. 

Preanestésicos. Razones científ'icas y humanas inducen a aue 

sea necesario el administrar anestésicos, anal<iésicos y tranCTuili

zantes adecuados a los animales de laboratorio. Los relajantes mu~ 

culares y otros preanestésicos pueden ser usados nara algunas cir~ 

gfas, pero deberc!in ser utilizados en conjunto con dro(las conocidas 

de producir una óptima analgesia. 

Es'[Jecíficamente, los preanestésicos son usa~os en animales de 

laboratorio por las razones siguientes: ~acilitar su tranCTuilidad 

debida al temor; reducir el dolor e inconformidad y llevar a cabo -
procesos menores tales como: caterizacicin urinaria, minimizar salL

vación o una respuesta del reflejo vaqal (tales como larinaoespa3-

mos durante una intubaci6n endotragueal), reducci6n del aneséésico 

qenetal a emplear (po~ potenciación de su efecto, etc.). 

Anestésicos. Existen muchos procesos menores que pueden ser -

llevados dolorosamente con qrandes dosis de preanestésicos, los ~

nestésicos son requeridos para cirugía mayor. Si la inmovilizaci6n 

no es necesaria, esto es hecho mas fácil y mas satisf'acto.rio adm.i

nistrando s6lo los anestésicos para inducir inconsciencia en el a

nimal. 

Independientemente de cual sea el caso del empleo de un ane3 

tésico, lo 9ue si es importante; es conocer que e.i:ectos orovoca, -

por lo que de manera resumida, éstos son mostrados como a continu.;;. 

ci6n se indica: 

Estados de la Anestesia~. 

l. Embriagamiento y ana1gesia. Un estado en el que el pacio<;;.

te aún se encuentra inconsciente y puede tolerar procesos doloros.:;a 
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medios; el estado termina por una pérdida de la conciencia. Es im

portante el destacar, que durante una '' :inalgesia nor. éter", es po

sible regresar del estado III al estado de la analc¡esia y por lo -

cual s6lo manos hábiles pueden.realizar tal ciruñ,ía. 

II. Delirio o excitaci6n. Durante esta etara la respiraci6n 

es irregular, con gran actividad motora, si~nos de descarqa simoá

tica general y susceptibilidad a estímulos externos. El estado ter

mina cuando se presenta la relajaci6n. 

III. Anestesia quirúrgica. En este estado hay una baja pro0r! 
siva de reflejos v depresi6n de las funciones vitales. Esta etaoa 

a su vez, se e.1cuentra dividida en cuatro planos: 
Plano 1: Hay re la jaci6n, respiraci6n regular, disminuci6n del 

tamaño pupilar, as! como desaparici6n de los reflejos oculares. Es

te plano es adecuado para procesos que no requieren de una relaja
ci6n muscular marcada (toráxica, neuroquirúrqica, tiroidea, vesi

culares, hernias) . 

Plano 2. Hay una relajaci6n marcada con respiraci6n lenta, 
así como un cese de movimientos oculares. Este ~lano es adecuado 

para efectuar cirugías,que requieran de relajaci6n moderada e inhi
bici6n de los reflejos f.ar!ngeos, peritoneales, y otros (cirugía 
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 cirugía abdo
minal superior. 

Plano 4. La respiración es enteramente diafragmática y está 

dada solamente por puros músculos accesorios, las pupilas se encuen 

tran ampliamente dilatadas; existe un peligro de colapso circulato
rio y respiratorio. 

IV. Paro Bulbar. En esta etapa la respiraci6n está detenida, 

pero la parálisis medular usualmente es reversible con resoiraci6n 

artificial y una redistribuci6n del anest~sico por todo el cuerpo. 

En adici6n a todos los signos mencionados anteriormente, exis 
ten otros exámenes necesarios que son de ayuda al anestesista, de 

los cuales algunos son: monitoreo de la presi6n sanguínea y de la 

respiraci6n, electroencefalograma, etc. 
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Capítulo IV. Apendice 6. ~olee~~~..!!. de ~stra~ prenaraci6n ~ p_i:_~

servaci6n 1 • 2 ' 3• 

En la mayoría de exámenes bioauí~icos se requiere el empleo 

de suero; no obstante, también es práctica co~ún el nrevenir la -

coagulación sanquínea por la adición de sustancias a la san~re. 

(con lo que se obtiene el plasma). 

No importando cual sea el tino de muestra a mane¿ar, ésta no 

debe tener material celular particuld.do, dado aue la presencia de 

este último alterar~ el voluMen pinetado e introducirá partículas 

con actividad metabólica, lo ~ue al final puede incrementar los -

errores en las determinaciones bioló~icas o bioauímicas efectuadas. 

Hay que considerar que los estudios también nueden ser efec

tuados en orina, fluído espinal cerebral v extractos tisulares; ne 

ro ellos s6lo son un porcentaje peque~o de muestras analizadas ruti 

nariamente en la mayoría de los laboratorios, siendo las efectuadas 

en sanqre completa, nlasma y/o suero las nue predominan. 

La sannre tiene básicamente dos componentes: las células (o 

elementos 'inurados)* y el !luído en el que se encuentran las cé

lulas. 

Dentro de la parte fluída de la sanqre, '·hay dos subdivisio

nes principales: plasma y suero. Estos dos últimos difieren en aue 

uno (el suero), tiene ausentes los factores de coaqulaci6n v al~u

nas proteínas (fibrinas)**. 

• Los elementos figurados son: Gl6bulos rojos o eritrocitos, ql6-

bulos blancos o leucocitos y plaquetas o trombocitos. 

** Se da el caso de que en algunas ocasiones se hace uso de sanqre 

completa. A esta, el único tratamiento al que se le ha sometido 

(una vez que ha sido recolectada) es desfibrin.ar la y por lo con

siguiente se ha evitado la coagulacíon, quedando como parte !lui 

da (luego de una centrifugaci6n) el suero. 
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En ocasiones, de acuerdo al tipo de estudio hernatol6gico, es 

necesario trabajar con una muestra sin.coagular, pero si al adicio
nar el coagulante se alteraran los result~dos bioquímicos finales; 

este tendrá que ser selecci6nado para que no interfiera con los re

sultados. 

Hay 3 pasos esenciales en la preparaci6n de suero (o plasma): 

(a) Coagulaci6n (Si la muestra a obtener es suero), (b) Separaci6n 

del coágulo (En caso de plasma: separaci6n de elementos figurados), 
(c) 'c1arificaci6n. En adici6n, es necesario considerar lo referen

te a la preservaci6n. Hay que evitar siempre la presencia de eleme~ 

tos celulares de sus restos o de basura en las muestras, debido a -

que alteran significativamente los resultados en algunos exámenes. 

Hay que considerar que una entrifuqaci6n insuficiente y/o mal mene
jo de la muestra causará ruptura celular y las muestras se colorea

ran de rojo (hemolisis) , lo que indica contaminaci6n con componen

tes celualres internos y con restos de paredes celulares. Al colec
tar el suero o el plasma, con un mínimo de trauma para las células, 
~stos son usualmente de color amarillo-pajizo. Una muestra con gran 

cantidad de hem6lisis hará que no sea aceptable para hacerle estu

dios bioquímicos*. 

* Siempre que se haga una toma de muestra sanguínea, deben tenerse 

en cuenta a los puntos siguientes: 

- Evitar la aplicación de presión neqativa con la jeringa al momen

to de la toma, o comprobar que los tubos de vació (Vacutainer) sean 

los adecuados. 

- El material de vidriería debe estar muy limpio y seco. De prefere~ 

cia h~y que emplear material estlril, con lo que se eliminará la po

sibilidad de una fuerte contaminación. 

- Al vaciar el contenido sangu~neo de la jeringa a los tubos la san

gre debe resbalar lentamente por la pared del tubo. No hay que vaciar 

la bruscamente. 
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Una vez obtenido el fluído a estudiar, de preferencia, todas 

las determinaciones deben de ser hechas el mismo día que la sangre 

ha sido obtenida. Esto se debe a que alnunos metabolitos se descom

ponen (o son transformados) conforme pasa el tiempo. En caso de no 

poder analizar las muestras hay que utilizar sustancias conservado

ras. Estas son seleccionadas en funci6n de las determinaciones por 

efectuar**. En caso de agregar tales sustancias, lo recomendable -

es que las muestras (suero o plasma) sean auardadas a temperaturas 

menores de -lOºC hasta que se les esbudie.Aún así, en algunos casos 

como medida de prevención, será empleado alqún preservativo. Si no 

es posible utilizar un congelador adecuado, las muestras pueden ser 

guardadas en refrigeraci6n con la adici6n de un preservativo o sin 
él'. De preferencia en determinaciones con algunos anticoaaulantes -

hay que procesar la muestra y obtener un filtrado libre de proteína, 

adicionarle al preservativo y colocarla en refrigeraci6n. 

Habrá que evitarse el congelar y descongelar repetidas ocasio 

nes a una sola muestra, porque es posible el ocasionar la descompo

sici6n de algtí.n metabolito. 

A continuación se establece el material y equipo conside:.:ado 

como necesario para este proceso. 

1. Muestra sanguínea. 

2. Preservativos quúnicos. Ejemplos de materiales, de uso co

rriente, son: merthiolate blanco (1:50,000), azida de sodio (0.1%} 

metilparabeno, etilparabeno, fenol 5%, cloruro de benzetonio, tolu~ 

no, timol, etc. Estos deben ser sustancias originalmente concentra
das y puras. 

3. Tubos de centrífuga. El tamaño depende del vol~~en de san-
gre. 

•* Existen procesos en los que se requiere determinar contenidos de 

glucosa en sangre completa y, por lo consiguiente se inhibe el -

metabolismo de eritrocitos {NaF, timol como preservativo). En c~ 

so de trabajar suero o plasma, a éstos so les agregara un prese~ 

vativo, sin que ello modifique sustancialmente la concentración 

del metabolito. 



-149-

4. Palillos de madera de aproximadamente 10 cms. de longitud. 

S. Pipeta Pasteur con bulbo para gotero. (Si se involucran -
grandes cantidades de suero, la pipeta es unida a un matraz filtran 

te. y a un sistema aspirador) • . 

6. Envase sérico, con tapa de plástico, suficientemente gran

de para acomodar un volumen sérico dado. 

7. Centrífuga, preferibl~Jente refrigerada, no importando si 

el rotor es angular u horizontal. 
8. Refrigerador o congelador grande. 

9. Papel parafilm. 

Proceso. 

A. obtención de Suero: 

l. La formaci6n del coágulo puede acelerarse, o dejar que és
te se forme expontáneamente, de acuerdo a las necesidades que el c~ 

so lo requiera. Además de que el manejo del mismo, se establece en 

funci6n de las condiciones en las que se requiera obtener el ~luído. 

a) Si las condiciones en las que se trabaje la muestra no re

quiere necesariamente de esterilidad, puede inducirse a la forma

ción del coágulo con temperatura (37°C) en 15 minutos; además, con 
el fin de lograr una mejor separaci6n coáqulo-f luído puede colocarse 

.(una vez recolectada en el tubo a la sanqre) un palillo de madera .., 

de longitud similar al tubo. Debe tenerse presente que, aan cuando -
no se ·utilize el palillo, los tubos que conti¿nen sangre deben estar 

lo más inclinados posible en una gradilla. Este detalle nos ayudará 

a una posterior separación del coágulo de manera óptima. 

Si la muestra sanguínea requiere de esterilidad, o su manejo -

no es inmediato, puede dejarse al tubo inclinado por espacio de 1 a 
2 hrs. o más a temperatura ambiente; posteriormente se almacena el 

tubo en un refrigerador por 12 a 24 hrs. (lo cual permite mayor con 

centraci6n del coágulo). 
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2. La separación del co~gulo y del fluído puede hacerse de la 
forma siguiente. 

- Empleando un palillo. ~esde el momento que se ~eja coaqular 

la sangre, hay que agregar el palillo; posteriormente, ya con el -

coágulo formado, este ha de ser girado muy delicadamente con la ayu

da del palillo. Tal acción desprenderá el coágulo, y para sacarlo, -

el palillo es llevado fuera del tubo muy lentamente tratando de no -

tocar las paredes, con lo que se evitará cierto grado de hemolisis. 

Recuperado el fluido, es comdn que esti rojizo, por lo q~e hay que -

proseguir con los pasos posteriormente señalados•. 

- Por retracción del coágulo. Luego que se ha dejaco reposar -

a la sangre, el coágulo se retrae. Si esto ha sucedido, puede remo

ver (con mucho cuidado y utilizando las paredes del tubo) el coágulo 

con la ayuda de un palillo o una espátula de metal. El coágulo se -

irá al fondo con lo que puede procederse a la recuperación dol suero. 

Si no hubiera una concentración óptima d~~ coágulo (tal que P! 

rezca que no hubo retracción), o aún formándose el mismo: no se uti

liza nada para despegarlo; proceda a centrifugar a 1000 x g por es

pacio de 15' (si es posible a 4ºC)**· Efectuado lo anter:or recupe

re el suero. 

3. Obbención del suero. Sea el caso que fuere, recolecte el -

suero empleando un pipeta Pasteur. cuando haga uso de esta, la po
sici6n de su punta siempre debe estar junto al menisco del fluído -

a ser aspirado y a la pared del tubo. Esta precisa localizaci6n de 
la punta, minimizará corrientes en la fase líquida, lo que punie

ra resuspender al sedimento. 
4. Dado que siempre es deseable el tener un suero muy claro, y 

a menudo el suero de la primera centrifugación contiene pocos eritr~ 
citos o células blancas, remueva éstos por centrifugaciones repetidas 

* Los tubos empleados aquí directamente, luego de haberles sacado el 

coágulo, se centrifugan. 

••Si se emplea un radio de rotaoión de 14 ~M. , la velocidad de cen

trifugación es de 2500 rpm. 
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como anteriormente ha sido descrito. Si al momento de realizar los 

proceso:;anteriores, hay turbidez (causado por la presencia de lfpi

dos) , ésta puede formar un film sobre la super.ficie del suero y, -

si el mismo es centrifugado a aproximadamente 25 000 x g a 4°~el 

film puede ser quitado por una simple filtraci6n con papel filtro -

ordinario. 

Es aconsejable almacenar el suero en frascos viales de 2 6 5 
ml, repartiendo pequeños v6lumenes del total en cada uno de ellos. 

5. Si el suero ha de tenerse almacenado en refrigeraci6n por 

s6lo algunos días, es necesario el remover microorqanismos o dete

ner su crecimiento. Estl puede ser llevado a cabo por la adici6n de 

preservativos, esterilizaci6n por filtraci6n o liofilizaci6n. 

El suero puede ser almacenado por períodos de tiempo moderada

mente largos, a temperatura de refrigeraci6n, por la adici6n de al

gunos de los compuestos siguientes en concentraciones finales recomen 
dadas. 

Merthiola te 

Penol 

Cloruro de Benzetonio 
Metilparabeno, 0.20% 

m~s etilparabeno 0.20% 

Tolueno 

0.0001% (Una qota) 

al O. 25% 

o. 20% 

una gota. 

una gota. 

El m~todo m~s común para preservar suero es congelarlo a 

-20°C o menos. 

B. Obtención de Plasma. 

l. Una vez obtenida la sangre, se vierte a ésta en un tubo gue 

contenga una gota de soluci6n al 1% de Heparina y se hace una mezcla 

invirtiendo varias veces al tubo, esto hay que efectuarlo muy suave
mente. 

2. Para separar el plasma de los cuerpos figurados, centrifuqe 
durante 15' a 10,000 x g. 

Proceda cuantas veces sea necesario para recuperar un plasma -
adecuado. 

1. Continue con los pasos 3,4,5 anteriomente mencionados para 

suero. 
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capítulo IV. Apéndice 7. Elaboraci6n de la~ de calibraci6n. 

Consideraciones Generales. 

La curva estándard o curva de calibraci6n, es una qráfica -

donde se acomodan las lecturas de absorbancia contra las de con

centraci6n. Dado que tales lecturas habrán de ajustar•e a la ley 
de Beer, el empleo de sustancias de concentraciones conocidas ha

brá de facilitar la construcci6n de una curva stándar. Estas con
centraciones son seleccionadas de tal forma que al qraf icarlas den 

una línea perfecta, la cual debe de ir del oriqen a un punto dete~ 
minado. E5 muy coman el no poder obtener una recta de tales carac

terísticas, lo que la haría ideal; por lo consiquiente, varias son 

las consideraciones que habrán de tom~rse en cuenta a la hora de -

construirlas. En alqunos·casos es muy ventajoso el seleccionar los 

estándares en el límite medio y superior del ranao normal para una 

determinaci6n particular dada. En otros, es necesario el hacer con 
sideraciones de tipo matemático para el trazado de la línea ideal 

con su consiguiente factor de error; esto es, se aplicará a lo ob

tenido por la recta, el porcentaje de error o de desviaci6n de la 

línea ideal. Cuando en algunos de los casos los puntos de los es

tándares no orientan hacia una recta, es común el aplicarles el e~ 

tudio matemático de mínimos cuadrados para ajustar a la recta y -~ 
posteriormente ( en caso de no partir del oriaen) hacer lus obser

vaciones pertinentes de porcentaje de desviaci6n y ajuste. 

Es muy.importante tomar en cuenta lo mencionado anteriormen

te, debido a que al momento de establecer concentraciones de sus

tancias problema, empleando para ello estándares de concentraciones 

conocidas, los resultados obtenidos no son confiables y presentan 

un cierto grado de error. Para poder comprender mejor lo dicho, ve 

remos algunos ejemplos. 

l. Cuando la línea no pasa a través del oriaen, es posible -

el emplear una simple f6rmula para calcular la concentraci6n a par 
tir de lecturas de absorbancia. De acuerdo a la ecuaci6n de la rec

ta (j'.·"= mx + !?_), si la línea pasa por el origen entonces b es cero. 

Pero si b no fuera cero, y si l es igual a la absorbancia lo mismo 
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que ~ lo es a la concentraci6n, reacomodando la ecuaci6n tenemos: 

Concentración = x =Y - b 
m 

Para determinar ~ corremos dos estándares, digamos 10 y 20 -

mg/100 ml para una determinación dada, las cuales tienen una abso~ 

bancia de O.OSO y 0.2S respectivamente. Dado que la pendiente es -

lz' - ll / (!' - ~l, obtenemos (0.2SO - O.OSO) / (20-10)6 0.020 -
por~· Estableciendo, ya la ecuación linear, tenemos: b = O.OSÓ -

(0.020) (10)- 0.120. En este caso la l!nea en el eje l se encuentra 

por debajo del ~· Por lo que la f6rmula para calcular una gran can 
tidad de determinaciones, viene a ser: 

Concentraci6n del ·problema =' ~ Absorbahb~a del! problema (~)+O .120 

0.020 

Para utilizar la f6rmula, es más conveniente el utilizar una 
multiplicación en la gue se involucre el numerador y el denomina

dor. La multiplicaci6n deberá efectuarse·por 1000. Entonces, si una 
lectura particular dá 0.120, esta será 120. Dividiendo 120 entre -

20, este producirá 12 mg/100 ml que es la concentración del probl~ 
ma. 

En este ejemplo, la :z:. se interceptarlá con valor negativo y -

b vendrá a ser un número positivo, A menudo la ~ interceptada se
rá positiva y uno deberá sustraer el número constante de todas las 

lecturas del colorímetro y posteriormente dividirlo por la pendie~ 
te o sus múltiplos por la· inversa de la pendiente. 

2. En algunas técnicas colorimétticas, el color l!neal es ob 

tenido en rangos más bajos y entonces, en aquellos rnás altos, el -

color curvea. En estos casos, deberán ser seleccionadas una serie 

de ecuaciones en las que se calcule la pendiente entre los puntos 

sucesivos sobre la curva y usando la ecuaci6n particular en el ra~ 
go de la lectura. 

3. En muchos procesos colorimétricos ,el color desa.rrollado -· 

no es directamente proporcional a la concentraci6n del constitu

yente que está siendo ensayado. Sin embargo, si los valores obte-
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dos son reproducibles dentro del límite de precisi6n deseada, en

tonces el gráfico de absorbancia contra concentraci6n debe ser e

laborado: para ello habrán de emplearse soluciones de concentra- -
ci6n conocida'}' esta curva debe ser utilizada como re~erencia para 
obtener la concentraci6n del problema. 

Al preparar una curva longarítmica; la concentraci6n es~á -

siendo proporcional a 2-109. % T. Dado que un número qrande de 
puntos son requeridos para establecer una curva y s6lo dos puntos 

son requeridos para establecer una línea recta, uno a menudo gráFi 

ca el locraritmo de las lecturas del % de transmisión contra caneen 

traci6n.Es de esta forma como uno puede realmente darse cuenta si 

la ley de Beer está siendo seauida. Se hace conveniente el emplear 

el papel semilogarítmico. En este caso la curva obtenida es simi

lar a aquella formada por qraficar absorbancia vs concentración, 

pero except9 que la línea se inclina hacia abajo conforme se encuen 

tre incrementada la concentración. 
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Capítulo IV. Apéndice B. 'l'écnicas de a9oyo. 

A. Determinación de proteínas 1 , Método de Biuret. 

La reacción del Biuret se basa en que al reaccionar un ~eac

tivo alcalino de cobre con una sustancia que contiene dos o más -

enlaces peptl'.dicos, se produce color a~ul debido al complejo que 

se forma entre eh ion cúprico y dos enlaces peotídicos arlyacentes. 

?roteina + cu2~ .. ···········)Complejo cr.uelato coloreado ~e compo-

o o 

" ll NH2 - C-NH-C-NH 2 

Na OH sición desconocida entre el ion -
+2 Cu y grupos C = O y = N- H de los 

enlaces peptl'.dicos. 

cu2+ ..•. o) Complejo quelato. 

En b?se a que la reacci6n del cobre con proteínas dá paree~ 

do a la del Biuret con cu2+, se llama mé~odo de Biuret. 

La reacción ocurre entre el ion cGpr ico y todos los compues

tos que tengan por lo menos dos grupos NII 2co- , Nll2CH2- NH2CS- y 

grupos similares unidos mutuamente, de modo directo o a través de 

un átomo de c o de N. 

Aminoácidos y dipeptídos no dan la reacción. Tripeptidos, -

rolipéptidos y protéinas si la dan. 

Metodolo<Jía. 

Curvas Patrón: 

Se prepara un asolución de albtímina, disolviendo 1 q en ---

100 ml. de NaCl al 0.9 %. 

Se rotulan tubos de ensaye del 1 al 6, adicionarseen ellos 

los reactivos en el orden indicado: 
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Reactivos. Tubos. 1 2 3 4 5 6" 

1. Albumina patr6n (rnl) • 0.1 0.2 o.s 1.0 l. 4 

2. NaCl al 0.9% (ml). l. 5 1:4 l. 3 1.0 0.5 0.1 

3. Reactivos de Biuret (ml). l. 5 l. 5 1 r: ,_, 1.5 1.!:i 1.5 

El orden de adición de reactivos debe respetarse, a9itando -

bastante bien. Llev~r a baño María a 50°C los tubos y leer en fo
tocolorímetro a 540 nm (filtro verde). El color producido es esta

_qle 1 hora. 

Precipitación de proteínas para determinar¡:i6n de albumina. 

Con una soluci6n de sulfato de sodio al 20.0% y de sul~ito -

de sodio al 7% a pH 7.5, se hace precipitar las globulinas del su~ 

ro. 

y 

1. Adicionar en un tubo de ensaye O. 5 ml de suero problema, 

poco a 

2. 

3. 

ti. 

5. 

6. 

7. 

poco 0.75 ml de soluci6n de sulfato y suHito de Na. 

Tapar los tubos e invertir 10 veces. 

Agregar 1 ml de eter etílico, tapar. 

Invertir o agitar lentamente 50 veces. 

Dejar reposar 1 minuto, destapar y centrifugar 10 minutos 

a 2500 rpm. 

Aparecen 3 capas (acuosa,interfase-proteínas, fase orgáni
ca). 

Con una pipeta Pasteur extraerla fase acuosa, en la que 

se encuentre la albúmina. Las proteínas precipitadas son 

las globulinas. 

Concentración de Proteínas en la Fase Acuosa (Albumina en -
suero por ·Biureti. 

a. En un tubo de ensaye limpio, adicionar 0.5 rol.de ~ase 

acuosa, l. O ml de soluci6n de 9loruro de sodio al O. 9% y l. 5 ml del 

reactivo de Biuret. Agitar, llevar 30 minutos .a SOºC y lee.r a 540 

nm. Extrapolar en la curva patr6n. 

b. Adicionar en otro tubo de ensaye O. 5 ml. de suero proble!'la, 

1.0 ml. de NaCl al 0.9% y 1.5 ml. de reactivo de Biuret y agitar. 
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Llevar 30 minutos a SOºC y leer a 540 nm U:iltro verde). Extrapo

lar en la curva patr6n. 

e. nacer los cal culos necesarios para reportar mo/kg de 

suero. 
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Cap!tulo IV .. Apéndice 8. Técnicas de Apoyo. 

B",l.. Lipidos totales en tejidos animales. 1 o 

Metodología. 

l. Pesar el fragmento de tejido animal (hígado, cerebro, etc). 

Anotar el peso. 
2. Homogenizar en mortero, aqreqando 2 tantos en peso de sul 

fato de sodio a.1hidro, hasta tener una papilla fina. 

3. Añadir 2.5 mL de alcohol y continuar moliendo; a~adir 2.5 

ml. más de alcohol, obtener una papilla +ina, de asDecto hornoqéneo. 

4. Pasar la papilla con espátula a un matraz Erlenmeyer de 

125 ml. enjuagando la espátula, mortero, etc. con tres rorciones 

de 2.5 ml de alcohol, evitando así que se quede la papilla adheri
da. 

5. Colocar el matraz, con el extracto alcoholice, a ba~o de 

agua a 37°C para extraer los 1.1'.pidos (15'). 

6. Enfriar el matraz al chorro de agua y a;adir 2.5 ml. de 
eter etílico con objeto de hacer más completa la extracci6n. Agi

tar el matraz y calentarlo de nuevo. "cuidado con la flama direc
ta" t flama ble! ( 5' ) . 

7. Dejar reposar, decantar y filtrar el sobrenadante y repe
tir el procedimiento, agregando porciones de 5 ml. cada una :le mez
cla alcohol: eter (3:1)¡ calentar con el solvente cada· vez y fil

trar. Desechar el sulfato de sodio y el residuo de tejido insolu
ble (precipitado) • 

8. Evaporar el eter de los filtrados, colocando el matraz 'en 

agua caliente hasta sequedad, sin olor o, solventes (sobre la parri
lla). 

9. Enfriar el matraz y agregar 5 ml. de eter de retr6leo, -

agitando para disolver los l!pidos (lentamente). 

10. Filtrar recibiendo el filtrado en una probeta seca, enjua
gando el filtro con porciones sucesivas de eter de petróleo en tal 

forma que el volumen total de los filtrados se ajuste a 12.5 ml con 
eter de petr6leo. 



-160-

1.1. Rotular la l!luestra obtenida "extracto de ll'.pidos totales 

del tejido X". Hasta este punto, so logra tener los lípidos de un 

tejido en un extracto. Para conocer la cantidad de ácidos grasos 

totales en ese extracto se requiere hacer uso de cálculos (nostc

riormente explicados) . 

12. Pipetear 5 ml. de extracto de lípidos totales en un ma

traz de 125 ml. y afiadir 10 ml. de soluci6n alcoh6lica de hidr6xi

do de potasio O .1 N. 

13. En otro matraz (blanco), colocar 5 ml. de cter de petró

leo y 10 ml. de KOU solución alcoholica 0.1 N. 

14. Agitar los matraces y colocarlos en ba~o de aqua hirvicn 

te, durante 30 minutos, para obtener la saponificación. Si se seca 

demasiado, agregar pequeñas porciones de alcohol para mantener el 

volumen aproximadamente constante. 

15. Agregar, despu~s de enfriar, 10 ml. de alcohol y dos no

tas de fenolftalel'.na. 

16. Títular con ácido clorhídrico 0. 1 N. hasta la desapari

ci6n del color. Anotar el voluzr.en gastado de HCl 0.1 N. necesarios 

para neutralizar el blanco y el problema. 

Reacción de saponificaci6n. 

Triglicerido + 3 HOH .• ··········)Glicerol+ 3 Sal Je K. 

cálculos: 

Restar los ml. de KOH (O .1 N) .gastados en la titulación del 

problema de los gastados en el blanco. 

La diferencia, ..multiplicarlos por el milequivalente de los áci

dos grasos, en promedio 265 mq. que correspondP. al peso molecular 

del ácido palmítico c15H3102. 

Sl peso inicial del fragmento de tejido se extrajo con sol

ventes hasta un volumen de 12.5 ml. De este volumen, se toma 5 ml. 

para hacer las titulaciones. Haciendo una regla de tr.es, se tiene 

la relación final expresada en miligramos de ácidos grasos nor qr~ 

mo de hígado, o de otro-tejido, que se puede convertir en gramos por 
ciento. 
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B.2. L!pidos totales séricos. Extracci6n por cloroformo-meta 
nol. 9 

En un matraz volumétrico,, adicionar l rnl ne suero, 8 ml de -
cloroformo, y 8 ml. de metanol. Mezclar a(litando al colocar la mezcla 
en un baño de agua a 61°C. Dejar hasta ebullici6n, y luego se re

tira la mezcla del baño. Se deja al matraz enfriar a t~mperatura -
~mbiente. ?osteriormente se lleva al af.oro con cloroEormo, se fil
tra al contenido del matraz en un embudo de separaci6n de 60 ml. -

Se adicionan 10 ml. de soluci6n salina y se agita la mezcla vi9oro 
samente. El filtrado debe ser principalmente la capa baja (cloro

formo) , y será efectuado a través de un J?ape l filtro (con dobleces) 

en un tubo de ensaye. 

Se pesará a un vaso de precipitado de 20 ml. (a O. 01 de va

lor constante),adicionarle 10 ml. de la alfouota del extracto clo
rof6rmico. Evaporar hasta sequedad, en una platina caliente, a una 

temperatura constante (la temperatura debe ser constante entre 

67-70ºC). Enfriar a temperatura ambiental y pesar el vaso. 

Cáloulos: 

Peso del residuo en el X 160 

vaso de precipitado. 

Notas del Proceso: 

mq de l!pidos/100 ml. de suero. 

l.. La mezcla cloroformo-metanol, sirve para extraer todos los 
lfpidos y precipitar las protefnas. El metanol se ha removido con 

la soluci6n salina normal y la capa de cloroformo ha sido secada 
cuando se pasa a trav~s del papel filtro. 

2. Dado que fueron adicionados 16 ml de cloroformo a una alí

cuota dada, entonces 1 x 10/16 = 0.625 ml. de extracto s~rico que 
se encuentra en la al!cuota. Para encontrar la cantidad de lípidos, 
en 100 ml. de suero, uno necesita multiplicar los miligramos encon

~rados por 100/0.625=160. 

1. Hay que emplear una balanza .analítica y tomar el peso por 
lo menos dos veces (ésto por el cambio de temperatura que puede -
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sufrir el vaso al meterlo a la balanza) • 

4. El vaso debe ser manejado solamente con pinzas, no con las 

manos (dado que pueden cometerse errores de sobrepeso) . 

S. Deberá correrse un suero control para las muestras. 
6, El extracto clorof6rmico puede ser utilizado para la de

terminaci6n del trigliceridos. 
7, Dado que el cloroformo y el metano! tienen puntos de ebu

llici6n bajos, emplear (para evitar proyecciones) una platina ca- -

liente con control de temperatura. Hay que respetar el rango previ~ 
mente mencionado. Luego de que han secado los vasos, habrá que 

dejarlos calentar otros 20 minutos adicionales para asegurar el com 

pleto retiro del solvente. 

9, Deber§ ser comprobado, posterior a los lavados de los va
sos con la mezcla de solvente, su peso inicial. 

B.3. Determinaci6n de Colesterol4 • 7 (T~cnica de Person Stern 
y Me Gaveck) • 

El ácido paratoluensulf6nico, en medio ac~tico, reacciona con 
el colesterol para formar un complejo, que con anhidrido acético y 

.!cido sulftlrico concentrado, se vuelve de color verde. (cuya intensi

dad es proporcional a la cantidad de colesterol presente) • 

M~todo. 

l. Marcar dos tubos: P (Problema), B (blanco). 

2. Poner O .1 ml. de suero al tubo P y O .1 ml. de agua al tubo B. 

3. A los tubos P y B agregarles 0.1 ml. de ácido acético glacial, 
4. Agregarles 0.5 ml. de soluci6n ac~tico de ticido paratoluensulf6-

nico al 12% a cada.uno de los tubos. 

5. Agregar a los dos tubos 1.5 ml. de anhidrido acético y no agitar. 
6. Dejar la mezcla a temperatura ambiente hasta que se enfrie. 

7. Añadir 0.2 ml. de ~cido sulffirico concentrado, agitar vigorosa
mente. 

B. Dejar 20 minutos a temperatura ambiente. 

9. Leer en D. O a 550 milimicras (filtro verde), con el tubo B ajus

tar al. cero de D. 01 y leer el tubo B. 
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Calibraci6n. 

De una soluci6n de colesterol de 400 m9. en 100 ml. tornar -

10, 20, 30, 4~ y 50 ml. y aforar a 50 ml. con ácido acético para 

obtener las concentraciones siquientes: 80, 160, 240, 320 y 400 -

mg. en 100 ml. 

Soluci6n de Colesterol rll. de ácido mg. en 100 JT11. 

4 mg/kg. ae::ilitico rrlacial 

l. 10 50 80 

2. 20 50 160 

3. 30 50 240 

4. 40 50 320 

5. 50 50 400 

De cada una de estas diluciones, tomar O .1. y continuar como 

se indica en la técnica a partir de aue agrec;a O. f ml-. de ácido -

acético glacial y 0.5 ml. de soluci6n acético de paratoluensulf6-

nico. 
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Capítulo IV. Apéndice B. Técni~cts de apovo. 

c. Determinación de glucosa en sannre (m6todo de Duboski) 216 : 7 

Se determina glucosa de sangre compl~ta, suero o plasma de -
un preparado libre de proteínas, obteniéndose un color verde pro

bablemente debido a qlucosilamina cuya absorbancia presenta una re 
lnción líne~l entre amplios límites. 

/!etodoloc¡ía. 

1. A 1. 9 ml. de ácido tricloro acético al 3% se le aYiaden -
0.1 ml. de sangre completa con anticoaqulante, teniendo cuidado de 

no tocar 
., 
w. 

1. 

4. 

5. 

las paredes del tubo de ensayo. 
Se agita suavemente y se deja reposar 5 minutos • 

Se centrifuga ~O minutos a 2500 rpm. 
Del sobrenadante que debe ser transparente,se toma 1.0 ml. 

En otro tubo se coloca 1 ml. de a~ua destilada que servi
rá como blanco. 

6. El tubo patrón se prepara colocando 1.0 ml. de soluci6n -
de glucosa patrón. 

1 

7. Todos los tubos se protegen contra la luz. 

8. A los tres tubos se les a~aden 5 ml de reactivo de orto -
Toluidina. 

9. Se mezclan suavemente con cuidado y se tapan con papel -
aluminio. 

10. Se calienta a ebullici6n en un baño de agua durante 10 -

Minutos. 
11. Los tubos se enfrian con aqua. 

12. Se leen las absorbancias a 630 milirnicras (filtro rojo) -

rc1pidamente. 
13. Se determina la concentraci6n de glucosa de acuerdo al si

guiente cálculo: 

Absorbancia problema 

Absorbancia patr6n 
x 200 = mq. de glucosa/100 ml. de sangre. 
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Reactivos: 

Reactivo de Orto-Toluidina.1.5 gr. de Tiourea se disuelve en 

20 ml. de ácido acético cr,lacial, se añaden 6 ml. de Orto-~oluidina 

y se afora a 1.00 ml. con ácido acético glacial, se mezcla por in
versi6n y se a·lmacena protegido de la luz • 

Soluci6n patr6n de glucosa. 

a.- Soluci6n concentrada 

b.- Soluci6n diluida: 

Glucosa al 1% en soluci6n saturada ñe 

ácido benzoico. 

1.0 ml. de la soluci6n anterior se -

diluye a 100 ml. con soluci6n satura

da de ~cido benzoico. 
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Capítulo IV. Apéndice 9. Técnicas de apo~. 

d. Determinaci6n de Urea9, 

Metodología. 

con ácido Tangstico. O.OS ml. de suero, plasma o sanare en
tera, son lavados con 1 ml. de agua. En caso de sangre entera esta 
será mezclada hasta que completamente esté hcmolizada. Llevar a -

2 rol. con ácido túngstico. Posteriormente mezclar y centrifugar. 

A~ ml. del sobrenadante le serán adici.onados3 ml. de ácido-diace
til (mezcla). Se calienta a lOOºC en baño por 30 minutos. Se en

fria la mezcla y se lee con el filtro 44 en el colorímetro Klett

Summerson. (480 nm). 

s~ harán dcr~estándares de 10 mg/100 ml. y 20 mg/100 ml. col~ 
cando O.OS ml. y O.l ml •. i'!eléstándard de 10 mg/100 ml. en 1 rol. de 
agua respectivamente. La misma pipeta será empleada para los pro

blemas, y dos veces para el estándar de 20 mg/100 ml. Posteriorme~ 
te se aforará con 2 ml con ácido tangstico. Todo el proceso si

guiente será el mismo que para los problemas. Para el blanco habrá 
que utilizar 1 ml. de una mezcla 1:1 de ácido túngstico y agua pr~ 

cediendo como en los problemas. 

curvas estándard. La concentraci6n contra las lecturas de ab 

sorbancia deberán ser graf icadas usando los dos puntos obtenidos -

al dibujar la línea. Si la lectura de absorbancia es aproximadame~ 
te de o.sao (o la lectura del Klett es anterior a 400), se diluirá 
al problema con el blanco hasta que la lectura sea anterior a su -

l!mite superior. Determinar la concentraci6n de la curva para el -

problema. Para lecturas rnásprecisas es necesario seleccionar está~ 

dares de 10, 20, 40, 100 y 200 mg/100 ml- de estándares equivalen

tes. 

Notas del Proceso. 

l. El diacetil reacciona con la urea en una soluci6n fuerte
mente ácida,produciéndose un color amarillo. La proteína debe ser 

eliminada antes de efectuar la prueba. 
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2. Para el análisis de orina, diluir 1 ml. de esta a 20 ml. 

y proceder como en el caso del suero. Medir 0.05 ml, etc. 

3. Si se trabaja con cierta cantidad grande de muestras, es 

necesario establecer la proporcionalidad de los reactivos y mante

nerlos constantes. 

4. En lugar de hacer una mezcla del ácido, el cual se esta~ 

blece por solo un periodo corto de tie~po, los dos reactivos debe

rán ser adicionados simultáneamente. 

S. Si la curva, aunque líneal, no parte del oriqeh, deberán 

considerarse diluciones bajas al rango linear. 

6. La intensidad del color se incrementa con el tiempo y no 

alcanza su máximo hasta aproximadamente una hora a lOOºC. 

7. 2 ml. de diacetil en 100 ml. de alcohol, o ácido acético 

al 2% 1 nebe ser sustituido por la solución de monoxima. El diace

til, dadas sus características, debe ser guardado en el refriqera

dor. 

8. La dirnetil glioxima (diacetil dioxima),en ácido acético 

al 2%. será usado cuando se reauiera; per~ necesita de aproximada

mente una hora de calentamiento previo a la prueba. 

Reactivos. 

l. Acido Túngstico.{a.)Tungstato de sodio al 2.2L22 g. de 

Na2 W042H 2o es llevado a un litro. {bl Acido sulfúrico 0.15 N: 

4.17 ml. de ácido concentrado {gravedad específ.ica 1.84) es lleva

do a 1 litro. En el día de la prueba se mezclan partes iguales de 
(a) y {b). 

2. Sulfato de Zinc (0.2 M). 57.7 g. de ZnSO. 7H20 son disue! 

tos y aforados a 1 litro de aqua. 

3. Hidr6xido de Bario (0.06 M). 10.3 g. de hidr6xido de Ba

rio anhidro (18.9 g. del octahidratado) ~on adicionados a 500 ml. 

de agua. Una vez disuelto, se aforá a 1 litro con a~ua destilada. 

Esta preparaci6n debe estar almacenada y preservada del C02 atmos-

férico. / 

4. Diacetil monoxima (al 2% en ácido acético al 2%). Adicio

ne 2 g. de diacetil rnonoxina en 50 ml. de agua y mezcle. Adicione 

0.1 ml. de soluci6n stock de urea (1 mg N/ml.). Adicionarle 2 ml. 
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de ácido acético glacial, mezclar y aforar a 100 ml. La soluci6n -

es estable indefinidamente si está en frío y en un lu•;ar oscuro. 

5. Mezcla ácida. (fosf6rico-sulf6rico). A 700 ml. de aaua -

adicione 250 mry. de sulfato de amonio (érrico y 750 ml. de ácido 

fosf6rico al 85%. Se mezcla bien y se les adiciona lentamente (y -

con mezclado) 250 ml. de ácido sulf.úrico concentrado. 

G. Mezcla de diacetilácido. A una parte de diacetil adicionar 

le 4 partes de la mezcla de ácido (ácido sulfúrico-~osf6rico) . Se 

mezclan bien. Estable por 3 horas solamente a tempera tura ambiente. 

7. Urea estandard stock. (1 mlN/ml.). Disolver 2.144 g. de -

urea secada en un desecador, y llevar a 1 litro. La soluci6n será -

guardada en el refriger<dor(con tolueno como preservativo). 

8. Estandard de trabajo (10 mg. urea N/100 ml. ) . Diluir el 

stock de urea 1:1.0 en agua, posteriormente se guardará en el refri

gerador y se le agrega tolueno. 
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e. Determinaci6n de Amino. J,cidos sanguíneos, 9 

Proceso. 

Mezclu.r O. 05 ml. de plasma sanguíneo o suero en O. 2 ml. de 

ílgua. Se le adiciona 1.0 ml. de ácido tangstico. Posteriormente, -

se mezclará y centrifugará a 2000 rpm. A una alícuota de 1 ml,, en 

un tubo con una marca en 2 ml, se le adicionan 0.2 ml. de soluci6n 

de b6rax al 2%. Mezclar, luego se le adicionarán 0.1 ml. de NaOH lN. 

El pH debe encontrarse entre 8.7 y 8.9, comprobado con una papel -

pH de rango corto o con un potenci6metro, Mezclar, ahora adicionar 

0.1 ml. de soluci6n de beta-naftoquinona sulfonato de sodio. Agitar 

bien la mezcla, y calentarla lO'minutos a lOOºC. Enfriar a tempera

tura ambiental. Adicionar posteriormente 0.25 ml. de buffer de áci

do acético seguido de 0.25 ml. de solución de tiosulf.ato de sodio. 

El color será leido a 4 80 nrri en el espec trof.:; tómetro Beckman; a 

470 nm del espectrofómetro Coleman, o con el filtro 47 (color ver 

de) del colorímetro Klett Summerson. 

El blanco comprende a 1 ml. de alícuota d~da de una mezcla -

de O. 2 ml. de agua y 1 ml. de ác.ido tlÍngstico,y será tratado como 

la alícuota del problema. 0.005 ml. de estándard de nitr6geno de 

aminoácido (concentración de 10 mg/100 ml.) serán empleados para -

el estándard y serán tratados como al problema; adicionándoles 0.2 

ml. de agua, 1 ml. de ácido túngstico, etc. 

Cálculos: 

Abs. del problema 

b d l t d x = 10 N aminoácido mq/100 ml. a s. e es an ar 

Notas del Proceso. 

l. Pueden emplearse 0.02 ml. medidos ~irectamente de la he

rida, los cuales pueden ser analizados de la misma forma: pero hay 

que diluir y leer el color en cubetas con una longitud de oaso de 

la luz de 5 cm. (capacidad de 3.5 ml.) para el espectrofot6metro -
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Colernan, o directamente en las cubetas de 4 cm. de longitud nara -

el paso de luz del colorímetro Klet t-Sumrn.erson. 
2 .. La 4-sulhnato de beta-naftoquinona ;,6dica se descompon

drá lentamente si se encuentra ~eca. Entonces, el reactivo debe -

ser rosado cuando se prepara. filtrando con carbón activado se re

tirará al color rojo. Este reactivo debe ser empleado recién ~re

parado. 
3. La lectura tendr,á que ser tomada antes de media hora, dado 

que después de éste tiempo la muestra tiende a perder color. 

4. En el ~aso de orina, hay que agregar 9 ml. de ácido t~ng~ 
tico a 1 ml. de orina. se mezclará y filtrará o centrifugará para 
eliminar las proteínas. A 5 ml. del filtrado, le ser.i1adicionados 
1 ml. de soluci6n de bora.x al 2%, lueqo se agreqará una soluci6n 
de NaOH 1 N. El pH debe estar entre 8.5 a 8.9. Si es necesario, la 

muestra será ajustada y se evaporará a la mitad de su volumen. Con 

esto se hidrolizan las amidas que se encuentran en la orina, tales 
como urea, as! como se remueve al amon!aco. Si las lecturas llega

ran a ser elevadas, habrá que reconstituir el filtrado. 

Reactivos. 

1. SolucUln de NaOH (1 N). Se adicionan 4 g. de NaOH en 100 
ml. de agua. 

2. Borato de Sodio (2%). 2 g. del decahidrato (borax) son di
sueltas en 100 ml, agua. 

3. Beta-naftoquinona 4-sulfonato de sodio (0.5%). Disolver -
500 mg. en 100 ml. de agua. Esta debe ser de un color amarillo p~ 

lido. Como el reactivo no. es estable, se guarda en congelaci6n di
vidido en pequeñas cantidades. Posterior al desconqelamiento, el -

reactivo no empleado, será desechado. 
4. Buffer de ácido acático-acetato. Mezclar 100 ml. de ácida 

acético al 50% (50 ml. de foido acético glacial más 50 ml. de agua) 
con 100 mil.. de acetato desodio al si·(s g. del trihidratado a 100 

ml. con agua). 

5. Tiosulfato de Sodio (4%).4 g. del pentahidratado son di

sueltos en 100 ml. de agua. 

6. Est!ndard de Nitr6geno de ArnincSacido. (10 mg/100 ml). ---
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187.8 mq. de prolina y 412.8 mg. de glicina son llevadas a 1 litro 

con HCl N/IO el que contiene 2 g. de ácido benzoico.· 

7. Acido túngstico. Volúmenes iguales de ácido sulfúrico --

0.15 N y 2.2~ de tungstato s6dico serán mezclados el día de la -
prueba. 
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Capítulo IV. Apéndice 8. Técnicas de apoyo. 

f. Determinaci6n de bilirrubina 1141819 , 

Mientras que las vías metab6licas exactas de producci6n de -

bilirrubina son líneas de especies definidas, es importante que -
aproximadamente el 85% del contenido sérico de esta ~ustancia re

sulte de la destrucci6n de eritrocitos senescentes por el Sistema 
Retículo Endotelial. El 90% de la bilirrubina sérica total está en 

lazada a la albúmina para transportarse al hígado, donde se desto

xifica para conver.si6n a un glucur6nido. Si la bilirrubina no pas6 
a través del hígado, pero es el resultado de la hem6lisis (hemobi

lirrubina) esta continuará enlazada a dicha proteína hasta ser po~ 

teriormente degradada. Esta última se definirá como bilirrubina li 

bre, o no conjugada o inditecta. Para el caso de la bilirrubina e~ 

terificada, son dos los sin6nimos que se le han atribuido:" conjug~ 

da o directa • 

De las consideraciones generales en el manejo de muestras p~ 

ra la determinaci6n del metabolito presente, se pueden mencionar -
las siguientes: 

- Las muestras obtenidas deben ser analizadas inmediatamente 

luego de su colecta, debido a que la bilirrubina es fotolábil. 

- En caso de no ser posible el análisis inmediato, las mues

tras deben ser almacenadas, protegidas de la luz y en el refrige

rador por lo máximo dos o tres días; así mismo, si se emplea la -

congelaci6n, ésta debe ser por aproximadamente nueve días. 

- A pesar de que existen numerosos métodos para la determi

naci6n de bilirrubina, todos se dividen básicamente en aquellos -

que usan un medio acuoso (reacci6n directa) y aquellos métodos que 

emplean un acelerador (reacci6n indirecta) • 

- Debe considerarse que los niveles de bilirrubina están in

fluenciados por la edad del organismo, así como deben estar influe~ 

ciados por variaci6n diurna•. Aungue esto sucede, se ha visto que -

las variaciones en especie no son de gran magnitud. 

A continuaci6n describiremos algunas técnicas empleadas, as! 
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como las consideraciones 11ue se indican en cad.:i. una de ellas. (ca

da técnica varía según el autor, en caso de seleccionar alguna te~ 

ga presente las recomendaciones indicadas). 

Van den Bergh. (Método co.lorimétrico de '!:hannhauser y Ander

son) 2 . 

~. Principio. El examen depende del acoplamiento de diazoben

censulfocloruro (reactivo diazo de Ehrlich) ccn la bilirrubina del 

suero y la producci6n de un color rojo debido a la forrnaci6n de a

ce tofe nolazobi lir rubina. El tiempo de la aparici6n y el dep6sito -

de este color indica el tipo y el grado de bilirrubina. Si la bili

rrubina es conjugada, dobe reaccionar directamente con el reactivo 

diazo (Reacción directa). En caso de ser la bilirrubina no conjuga

da, reaccionará solo con el reactivo diazo luego de que las proteí

nas, con las cuales se ha combinado1 han sido precipitadas con alco

hol (Reacci6n indirecta); aún cuando a éste último tipo de bilirru

bina se le denomina indirecta, debe ser designada corno bilirrubina 

total ya que incluye ambos tipos de bilirrubina (esto, por que efec 

túan la reacci6n directa e indirecta). 

B. Consideraciones Generales. 

l. La Sangre debe encontrarse libre de hem6lisis. 

c. Método. 

l. Coloque 2 ml. de suero claro en un tubo de centrífuga de 
15 ml. agrege un rol.de reactivo diazo reci~n preparado. 

2. Reacci6n directa (cualitativa). 
a. Rápido.- el cambio de colór inicia dentro de 30 sequndos 

y alcanza su desarrolo total en un ·minuto. 

b. Retardo.- el cambio de color·inicia luec¡o de 30 segundos 

y requiere de 10 minutos para alcanzar su máximo. 

c. Bifásico.- el color aparece prontamente pero requiere -

10 minutos para alaanzar su máximo. 

d. Si no hay desarrollo del color, es posible que no haya 

la suficiente bilirrubina que se manifieste durante la reacci6n in

directa. 
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3, Reacci6nes indirectas (bilirrub!na total). 

a. Adicionar 2 ml de soluci6n de sulfato de amonio Ratura 

do y 10 ml. de alcohol al 95% al tubo de centrífuga utilizado para 

reacci6n directa. 

b. Se tapa el tubo, y por inversión se mezclará el conte

nido. Posteriormente éste deberá ser centrifugado. 

c. Estándard. 

1) Pipetear 5 ml. de soluci6n diluída estándard en un 
embudo de separacíon de 60 ml ., se adicionan 5 ml, de soluci6n de tio 

cianatopotásico al 20% y 20 ml. de eter. 
2) Mezclar bien y luego recuperar la capa más baja del 

fluído, dejando el eter sobrenadante. 
3) Estandarize el colorímetro inmediatamente con el ex 

tracto de eter. 
d. El problema (extracto alcoh6lico superior) será leído 

inmediatamente con el estándard seleccionado a 20 mm.-

Cálculos: 

Lectura del estándard (LE) x 0 •5 
Lectura del problema (LP) 

D, Soluciones. 

15 = 75 
X 2 (LP) 

l. Bilirrubina artificial estándard. 

a. Soluci6n Stock. 

mq. % de bilirrubina. 

l) Disolver 0.!508 qr. de alumbre de amonio férrico en 50 ml. 

de HCl concentrado, en un mat_raz volumétri,co de 100 ml. y llevar al 

volumen con aaua destilada. 

b. Soluci6n stándar diluída. 

1) Adicionar (25 ml. de HCI concentrado). a 10 ml. de la solu

ción Stock,a un matraz volumético de 250 ml. y diluir al volumen -
con aaua destilada. 
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2) Esta soluci6n puede ser guardada indefinidamente en un re 

cipiente de vidrio obscuro y bien t.:ipado (s6lo se guarda por 6 meses). 
J) Representa 0.5 mg. de bilirrubina en 100 ml. de suero. 

2. Reactivo Diazo. 

a. Soluci6n A. Disolver 5 g. de ácido sulfanílico en 50 

ml. de HCl concentrado en un matraz volumétrico de 1 litro, se afo-
rará con aguu destilada. 

b. Soluci6n B. Disolver 0,5 g. de nitrito s6dico en 100 

ml. de agua destilada y pesteriormente se guardará en un recipiente 
obscuro en el r~frigerador. 

c. Preparar el reactivo diazo de manera inmediata, previo 

a la realizaci6n del examen, por adici6n de 24.2 ml. de soluci6n A -

a o.a ml. de soluci6n B. 

J. Soluci6n saturada de sulfato de amonin .. A 100 g. de es
ta sal adicionele 100 ml. de agua destilada. 

4. Soluci6n de tiocianato potásico. Esta será preparada al 
20%. 
~t~o de ñ;icromedicl6ndeBiITrr"übina 7 - - - - - - - - -

Consideraciones Generales y Fundamentales. Esta técnica es muy 
aplicada cuando no se puede contar con vol!lmenes grandes de plasma -

o suero, y en donde en ocasiones· la hem6lisis es relativamente fre
cuente; en ~stos casos el m~todo exacto para la medici6n de la bili

rrubin~ consiste en medir la Densidad Optica del plasma o suero di
lu!dos en dos ~ongitudes en onda, 457 y 412 nm.; de preferencia en 

un espectrofot6metro de banda estrecha, utilizando luego las lectu

ras obtenidas en una f6rmula que permite corkegir los valores de -
absorci6n en la longitud máxima de la bilirrubina, en funci6n de la 

presencia de la Hemoglobina. En caso de no poder contar con aparatos 

precisos, debe aceptarse cierto grado de error experimental. Para 

macromedici6n de bilirrubina, puede emplearse el método clásico -

de Van den Bergh, diluyendo de 0.1 6 0.2 ml. de plasma hasta -

1.0 ml. con soluci6n salina o soluci6n amo~tiguadora y multiplican
do el resultado final por 10 6 por 5 respectivamente. Los resulta

dos que se obtienen son casi siempre bajos, por pérdida de azobi-
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lirrubina por absorci6n sobre la proteína precipitada, y también -

por la interferencia debida a la hem6lisis. Existen rnicrométodos 

con mejores resultados, excepto que presentan características que 

los hacen diftciles de emplear o más conflictivos para las cuanti

ficaciones. P. ej. Coloraciones de muy baja intensidad, excepto -

por demasiada bilirrubina, así como problemas de turbidez (mé~odo 

de Malloy y Evelyn); otro ejemplo puede verse con que la formaci6n 
de la coloraci6n de rápida, así como su desaparici6n (M~todo Powell) 

La técnica posteriormente mencionada dá resultados estrechamente 

semejante!:' a los de las técnicas puramente espectro.i:otométricas; -

puede ser empleado con fot6metros de filtro o espectrofot6metros, 
~resulta exacto para niveles de bilirrubina de 4.0 mo. por 100 ml. 

o más. 

Método. 

Nota: La heparina utilizada para recoqer el .plasma no debe - ' 

tener una concentraci6n mayor de 1000 unidades oor ml., y el tubo 
de plástico donde se recoja la muestra deberá estar bien seco antes 

del uso; un exceso de heparina enturbia la 'soluci6n final de lectu

ra. 

1. Se preparan tres tubos de ensaye que se reculan total, di

recta y blanco. 

2. Se prepara el rectivo diazodico especial (Ver reactivos). 
3. A los tubos total y directa se añaden 2. O rnl. de dicho· 

reactivo. 

~.Al tubo blanco se le añaden 2.0 ml. de la soluci6n espe
cial A. 

5. A cada tubo se añaden 0.1 ml. de plasma o ~uero con una -

micropipeta. Si no se tiene una cantidad suficienl:.é de plasma o sue

ro, puede omitirse el tubo directo. Se mezcla por agitaci6n lateral. 

G. Al tubo directo se le a.iiaden 2. O ml. de agua o1destilada y 

se mezcla. 

7. A los tubos totales y blancos se añac~en 2. O ml de Metano! 
al 90% v/v; se mezclan los contenidos. 

8. Se deja reposar con luz tenue durante 10 minutos exacta-
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mente. 

9. Se leen las densidades 6pticas de los tubos totales y di

recta a 570 nm. (con un filtro verde cuya transmisi6n máxima se si 

túe entre 560 y 580 nm), esta91eciéndo el O con el blanco. 
10. Las lecturas que dá el instrumento, se transforman a valo 

res de bilirrubina,refiri6ndolas a una curva d~ calibración prepa

rada; tratando volúmenes de O • .1. ml. de soluciones patrón de bili

rrubina en suero sintético como el tubo total. 

Reactivos. 

- soluci6n especial A. Acido sulfanílico al 0.2% p/v en HCl 

0.2 N. 
- Soluci6n B. Nitrito de Sodio al 0.5% p/v en agua destilada. 

- Reactivo Diazonico especial. Se mezcla 20 ml. de soluci6n 
especial A con 1.0 ml. de soluci6n B. 

- Metanol al 90% v/v. 

Estandarizaci6n de las mediciones de bP irrubina en suero o 
plasma. 

·- La absorbancia molar de la bilirrubina en cloroformo, a --
453 nm, debe situarse entre 59100 y 62300. 

- La bilirrubina debe ser disuelta en un suero tipo, emplean

do un suero mezclado que, diluído 25 veces con soluci6n de cloruro 

de sodio al 0.85%, tenga una absorbancia inferior a 0.100 con una 
cubeta de 1 cm. a 414 run.,e inferior a 0.040 a 460 nm. La técnica de 

preparaci6n de la soluci6n patr6n de bilirrubina es: una cantidad 
de bilirrubina, pesada con exactitud, se disuelve completamente, en 

el menor tiempo posible (menos de 5 minutos) en luz tenue, a tempe
ratura ambiente, en soluci6n de Carbonato de Sodio M/10 (el volumen 
de esta soluci6n se escoge de manera que represente 2i del volumen 

final del patr6n cuando se·haya terminado de preparar). La soluci6n 

roja transparente se diluye irunediatamente con un "diluyente de su~ 

ro aceptable", hasta un volumen final que de una concentraci6n .Unal 
no inferior a 5 mg/.100 rol. 

El suero empleado para preparar los patrones se obtiene jun
tando en un frasco de plástico, en el refrigerador, todos los sue-
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ros transparentas, sin ictericia ni hem6lisis, de muestras en al 

laboratorio con otros fines. Se necesitan unos 250 ml. ~ntes del 

uso, puede ser necesario aclarar el suero mezclado, haciéndolo pa

sar por alqún filtro adecuado. Toda la técnica c'lepreparaci6n du

rante la preparación del pa tr6n, y su empleo para calibrar las -

técnicas de medición de bilirrubina que vayan a ser utilizadas, d~ 
be llevarse a cabo en el menor tiempo posible, IJUes la bilü.,rubina 

disuelta es sensible a la luz. 

El patr6n inicial debe consistir en 20 mg. de bilirrubina pu 

ra, disue~tos en 2.0 ml. de soluciones de Bicarbonato de Sodio M/ 

10, aforando con diluyente de suero. A partir. de ésta solución con 

centrada, pueden prepar~rse rápidamente con al suero en cuesti6n -

otros patrones diluidos cuyo empleo se puntualiza más adelante. Si 

se aplican métodos de medici6n de bilirrubina sérica,distintos de 

los descritos, los patrones empleados para la calibraci6n deberán 

cubrir la gama de valores en la cual el método empleado de una re: 

laci6n l!neal entre las lecturas de absorbancia y las cifras de b! 

lirrubina. Esto dependerá de las reacciones químicas involucra1as, 

del tipo de espectrofotómetro y del tama~o del tubo o la cubeta. 

Examen de Van den Eerqh (Determinación de Bilirrubina total 

y glucur6nido de Bilirrubina)9. 

Método. 

Adicionar 0.1 ml. de suero para cada uno de los cuatro tubos 
de ensaye, conteniendo 1 ml. de agua. Márquelos "blanco total", -

"desconocido total", "Glucur6nido desconocido". 

Total. Al tubo blanco total se le adicionan O. 3 ml. de la so

lución de ácido sulfan!lico. Al tubo desconocido total se le agre

ga 0.1 ml. del reactivo diazo • Se mezclan y adicionan rápidamente 

1.5 ml de metano! a ambos tubos,se lee a cada desconocido contra -

su propio blanco (tal caso en aplicado luego de haber dejado repo

sar por treinta minutos) .a 540 nm -Filtro 54 en un fotoclor!metro 

Klett Sumrnerson-. 

Glucor6nido. Adicionar 1.5 ml. de agua a los tubos glucur6-

nico blanco y desconocido. Adicionar 0.3 ml. de ácido sulfari1lico 
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al blanco y 0.3 ml de reactivo di.:izo al desconocido. Se deja repo

sar por 10 minutos. Al leer cada problema hil'/ que hacerle contra 

su propio blanco. 

Estándard. A los dos tub6s hay que adicionarles 0.1 ml. del 

estándard de bilirrubina (5 mg/100 ml.). Adicionar 0.3 ml. de áci

do sulfanílico a uno marcado con blanc:·o y O.' ml. de reactivo dia

zo a otro marcado estándard. Se deja reposar 30 minutos y luoqo se 

lee el estándard contra el blanco a 540 nm. 

Cálculo; 

Absorbanoia del desconocido x S = mg. bilirrubina/100 ml. 
Absorbancia del estándard 

Examen de Van den Bergh (Determinaci6n de bilirrubina total. 

P.ara ictericia neonatal)G, 

Método. 

Lavado 0.025 ml. de suero en 1 ml. de aqua (dos tubos, mar~ 

car uno como blanco) • Adicionar O. 3 ml. de ácido sulfanHico (al -

O.H) al blanco, así como 0 • .1 ml. del reactivo diazo al problema. 

Luego agregar 1.5 ml. de metanol a cada tubo y dejarlos en reposo 

por 30 minutos. Leer los tubos a 500 nm. (Eiltro 50 en el fotoco

lor!metro Klett Summerson). 

Cálculo: 

Consultar el proceso anterior. 

Consideraciones . 

(1) Pueden emplearse 
0

de 0.1 ml. cuando los valores sean un 

poco más elevados o normales. Dado que los velamenes de suero son 

reducidos por un factor de cuatro, multiplicando el resultado por 

cuatro; usando los cálculos como anteriormente se explica~on cuan

do se haga el proceso con 0.025 ml. 

(2) El ácido sulfan!lico y .el reactivo diazo necesitan ser -
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adicionados antes de agregar e: metano!. Esto se realiza para evi

tar la precipitaci6n de proteína con la resultante turbidez. 
(3) Si posterior al desarrollo de color, la solución es alca 

linizada con unas cuantas gotas de soluci6n de NaOH, un color ama

rillo se Eormará y éste deberá' ser leído con un filtro de 420 nm. 

Esta determinación es ocho veces tan sensitiva como para el caso -

de la formación del color violeta. Sin embarr;o, la hemólisis inte!"_ 

fiere. Si tal hemólisis fuera ligera, no inter.fiere en el examen -

convencional. 

(4) La proteína debe ser precipitada y centrifugada para pr~ 

ducir un color azul con un máximo de absorción a 580 nm. En un pr~ 

ceso típico para la bilirrubina total, 0.025 ml de suero ser~ la

vado con 0.3 ml de reactivo diazo (0.3 ml de ácido sulf.anílico pa

ra el blanco) . Se dejará reposar algunos minutos, para que poste

riormente sea adicionado un volumen de 0.1 Ml de HCl concentrado, 

O .2 ml de sulfato de amonio saturado en agua y 2 ml de .. alcohol et~ 

lico a cada tubo. En el momento de ir agregando cada sustancia es 

necesario el ir aplicando agitación a cada tubo. Luego, la mezcla 

será dejada reposar durante 15 minutos y con u'.Jitaciones ocasiona

les, para inmediatamente después ser centrifugada; el sobrenadante 

será recuperado y leido a 580 nm (con un filtro 56 para fotocolorf 
metro Klett-Summerson) • 

(5) El nivel del glucurónido dividido por el total y multi

plicado por 100, es el glucurónido en por ciento. Esto tendrá que 

ser empleado para distinguir entre un proceso hemolítico y el lla

mado regurgitivo de ictericia. 

(6) El estándard será usualmente leído, y necesariamente, el 

d!a de su preparación. 

Reactivos. 

(1) Estándard de bilirrubina(S mg/100 ml). Se disuelven 5 mg 

" de bilirrubina·en 100 ml de cloroformo. 

(2) Solución de Nitrito de Sodio (0.!io), O .OS g de nitrito. -

de sodio, serán disueltos en 100 ml de agua. 

(3) Solución de Acido sulfan!lico (0.1%). 1 g. de ácido sul

f.an!lico será diluido a un litro en ácido clorhídrico 0.18 N. 
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(4) Soluci6n de Acido Clorhídrico (0.18 N). 15 ml de ácido -

clorhídrico (12 N) será diluído a un litro con agua destilada. 

(5) Reactivo Diazo. 0.3 ml de la soluci6n de nitrato de so-

dio al 0.5 %, ·son adicionados a 10 ml de la soluci6n 0.1% de leido 

sulfanílico. s~ le deja reposar por 5 minutos y se aforará antes -

de ser utilizada. 

(6) Alcohol metílico absoluto. Metanol anhidro. 
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Cap! tu lo IV. Ape!!ndicc fl. Técnica~- ~!:: Apoyo. 

CJ. Det8rminaci6n de Urobil inógeno (En hece!:l y orina) 9 

M6todo. 

A una alícuota de orina, le son adicionados, en un matraz Er

lernneyer, 9 ml de agua, posteriormente se agre'.;arán 1. O g de sulfa
fato ferroso¡ y la mezcla será agitada hasta disolver el contenido. 

Inmedia tamentc después, adicionar 6. 3 ml de NaOI! al 10% y calentar 

la mezcla a 50 ºC por 15 minu.tos con agitaciones adicionales. Pasa
do el tiempo de calentamiento, la solución deberá ser filtrada. To. 
mando una al!cuota de 5 ml del filtrado, en un matraz Erlenmeyer -

de 25 ml y con la ayuda de una varilla de vidrio, se adicionarán -
0.5 ml de HCl 5N y 1 ml del reactivo de Ehrlich. Para el desarrollo 

del color, la mezcla debe estar en reposo durante 5 minutos, y pr~ 
viamente habrá sido bien homogeneizada. Posteriormente se adiciona

rán 10 ml de cloroformo, y se coloca en agitaci'.5n por 10 minutos. 
Pasado el tiempo, se recuperará el sobrenadante, el cual será exa

minado y desechado. El color rosa formado en la capa de cloro for
no, será examinado para su valor de absorbancia c~n el filtro 56 -

para el fotocolorímetro Klett-Summerson, o a 560 nm en el espectro

fot6metro. Para el blanco hay gue utilizar 4 rol de agua como si fu~ 
ra la orina. En el caso del estándard, hay que seguir los procedi
mientos recomendados para los reactivos. 

Si lo que fuera a examinarse,,· son °las heces, pesar l g. (o -
aproximadamente 1/100 de lo depositado en 24 horas} , en un matraz 

Erlenmeyer de 250 ml, y se llevarán a 50 ~1 con aoua. La emulsific~ 
ci6n se lbgrará si se aplica agitaci6n. Posteriormente serán adicio

nados 2 g de sulf.ato ferroso disumlto en 40 ml de agua. Se mezcla, 
y se adicionan 10 ml de NaOH al 10%. fücho lo anterior, la mezcla 

será calentada a 50ºC por 15 minutos con agitaciones ocasionales. -· 

Se filtrará el contenido, y se toma una aHcuota la cual se proceR~ 
d como se ha indicado para la orina. 

Cálculo para la orina: 

Absorbancia problema 7 = 
.Absorbancia estándard x factor x • 5 mg de urobilin6geno/l00 

ml de orina. 
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El factor será 0.3B7 o 0.6 dependiendo de que haya sido em--

pleado como estándard(fenolftaléína o pontacyl respectivamente). 

Orina expulsada a las 24 hrs(ml) x mq urobilin6geno = 
100 100 

Cálculos para heces •. 

=Urobilin6geno expulsado a las 
24 hrs. 

Absorbancia del problema x · ) 200 
Abso:bancia del estándard factor(como en orina x 

=mg urobilin6geno en heces a las 
24 hrs. 

Peso de la muestra a las 24 hrs. mg urobilin6qeno = 
100 x 100 q heces 

Consideraciones Generales. 

=mg Urobilin6qeno en heces a las 
24 hrs. 

(1) El urobilin6geno, como se ha detP.rminado anteriormente, 

se refiere a aquellas suscancias en la orina y las leces las cuales 
reaccionan con el reactivo de Ehrlich para producir uri color rosa 

soluble en solvente orgánico, 

(2) Si el porfobilin6geno no se encuentra en cantidades sig

nificantes, la extracci6n de cloformo debe ser omitida. En este ca
so, la solución acuosa será diluida a 10 ml antes de efectuar la ~ 

lectura. La presencia del porfobilin6geno está detectada cuando la 

snstancia rojiza no hace soluble en el cloroformo. Si la capa acu~ 
sa es rosa, hay que extraer con una segunda porción cloroformo y -

mezclar los extractos. El resultado será multiplicado por 2 para -

corregir la diluci6n. 

(3) La urobilina está Jiendo reducida a urobilin6geno en pr~ 

sencia del sulfato ferroso. El urobilin6geno reacciona con el reas 

tivo aldehídico de Ehrlich. La urobilina se coloreará lentamente de 

amarillo a café, Si cualquiera de éstas sustancias son empleadas, -
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ellas serán preferidas sobre los estándares artificiales. 

(4) Las heces deben ser secadas por aeramiento a 70°C duran

te toda la noche, para ello habrá que ser empleada una estufa y -

cajas Petri cubiertas. La muestra tendrá que ser pulverizada(SOO 
; 

m1) , triturada con agua en un mortero y dilu1da posteriormente a -

100 ml para su análisis. Con esta forma se obtiene un muestreo mas 

eficiente. Las heces secadas a antes de 70ºC no producen olores d~ 
sagradables, 

(5) La estercobilina indica el ~robilin6geno obtenido de las 

heces, lo C'Ual está acorde a las nomenclaturas. El urobilin6qeno -

es la mezcla de la bilirrubina y el urobilin6geno. La oxidaci6n pr~ 
duce las urobilinas. 

(6) Puede efectuarse un examen sernicuantitativo de la forma 

siguiente: Se harán diluciones seriadas de la orina(l:l, 1:4, l:B, 

1:16~ 1:32, etc). Para cada 5 ml de cada diluci6n, se le adicionan 

0.3 ml de reactivo de Ehrlich. Se anotará la última diluci6n en la 

cual se observe un lio.ero color rosa. La orina normal -producirá por 

lo menos en 1:8 y no mas que 1:32 tal color. Si color observado se 

encuentra antes de la diluci6n 1:32, el nivel está considerado co 
mo elevado. Si el color está solamente en la diluci6n 1:4 o menor, 

el urobilin6geno está bajo. si.la bilis se encontrara presente, a
dicionar un volumen igual de cloruro de Batio(lOS mg en .agua), se 

filtra posterior la soluci6n y se aplicará el examen sobre el til
trado. 

(10) En el proce~o, 1 q de heces se diluirá a 100 ml. El uro
bilin6geno, en 5 ml de esta soluci6n, eventualm~te termina en un -

volumen de 10 ml. La diluci6n entonces es 100 x 2 = 200. Lo cual -

explica el factor para las heces en los cálculos. Para la orina, 6 

ml de orina son diluidos a 22.3 ml y 5 ml de esta soluci6n, son e! 

traídos con 10 ml de cloroformo. La diluci6n total es de 44. 5. s·i 

se di vide por el volumen original de 6 ml i se obtendrá un factor -
de dilución de aproximadamente 7.5. 

(11) La reducci6n debe ser efectuada por la disoluci6n de 100 

m9 de ácido asc6rbico en 10 ml de orina. Se deja reposar por 5 mi

nutos, y se filtra a la soluci6n. El desarrollo de color en 2 ml de 

esta soluci6n, por la adici6n de 0.5 ml de HCl y 1 ml del reactivo 

de Erhlich, ser~ obtenido como en el caso anterior; ~ate color será 
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extra1do como a'nteriormente se h:ibía propuesto, El factor de dilu

ción, para este caso, es 5. 

Reactivos. 

1) Hidr6xido de Sodio al 10%. 50 q de NaOH se llevan a 500 

ml, con agua, hasta el aforo. 

2) Acido Clorhídrico 5 N. 50 ml de HCl con e entrado, son lle-

vados hasta la marca con 120 ml de aqua. 

3) Reactivo de Ehrlich. 0.7 g de p-dimetilaminobenzaldehído 

serán disueltos en una soluci6n hecha de 100 ml de agua y 150 ml -

de HCl concentrado. 

4) Estándard. a. A 1 ml de fenolftaleína al O.OS% en alco

hol et!lico(SO mg/100 ml), le son adicionados 5 ml de Na 2co 3 (satu.:. 

rado al 20%), Se diluye a 100 ml con agua. El color es equivalente 

al obtenido por el tratamiento de 387 microgramos de urobilin6geno 

con el reactivo de Erh~ich; posteriormente se llevará a 100 ml, y 

se leerá contra un blanco de agua. 

b. Es recomendable el adquirir una. solución de colorante de 

Pontacyl, mezclados equivalentes al tratamiento de 600 microgramos 

de urobilin6geno con el reactivo de Erhliéh, éste será llevado a -

100 ml. La soluci6n se hace disolviendo 95 mg de Pontacyl violeta 

6R, con 5 mg de PontacylCarmín 2 B en un litro de ácido acético al 

0.5 %, y posteriormente diluída con un volumen de 20.4 a 100 ml de 

ácido ac~tico al 0.5 %. Se deberá leer contra un blanco de agua. 

c. Si se adquiere el urobilin6geno o la urobilina, éstos -

serán empleados como una soluci6n de 2 mg/iOO ml hecha con HCl 0.1 

N , de los cuales s6lo 4 ml son tratados como para la orina. Para 

tal situaci6n los cálculos serán: 

Absorbancia problema 
Absorbancia estándard'x 2 mg de urobilin6geno/100 ml. 
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Capítulo IV. Apéndice B. Técnicas de Apoyo. 

h. Determinaci6n de cuerpos ceton.icos 4 • Examen de Rothera para 

la detecci6n de acetona y ácido diac~tico. 

Principio. El nitroprusiato de sodio (nitroferricianuro de 

sodio) se descompone a Na2Fe (CN6), NaNo2 y Fe (OH) 3 en una solu

ci~n alcalina. Estos químicos son fuertes agentes oxidantes, y 

en la presencia de ácido diacético y acetona, producen un comple

jo que presenta un color rosa parpura. El sulfato de amonio ac-
tda como un buffer manteniendo la alcalinidad dentro del rango en 
el cual el complejo tiene un color parpura. El examen es de 15 a 
20 veces mas sensitivo.para el ácido diacético, que para la aceto 

na. 

M~todo. 

l. A 5 ml de orina fresca, se le,adicionan cristales de sulf!_ 
to de amonio hasta saturar (aproximadamente 1 gramo) • 

2. Adicionar dos gotas de reactivo de nitroprusiato de sodio 
y mezclar completamente. 

3. Recubrir la mezcla con hidr6xido de amonio. 

4. Si la acetona está presente, un color rojo parpura será de 

sarrollado en la línea de contacto. El color no debe aparecer .

hasta después de los 10 6 15 minutos de agregar los reactivos. 

5. El anillo tiende a ser mas rojo, que parpura, en bajas CO!!_ 

centraciones. Un color parpura definido aparece con 2 mg por 

ciento de ácido diacético (expresado como acetona) y a 30 mg de 

acetona. 

6. La orina colectada, luego de una comida pesada, debe dar wt

color purpurento o violeta dentro de 30 segs, lo cual permanece en._ 
el rango de 3 a 4 minutos; ésto no es una prueba positiva. 

7. Uratos amorfos deben dar un color café o naranja. 

8. Reactivo de nitroprusiato de sodio: 

Nitroprusiato de sodio (Nitroferricianuro) 

cristales ••••••••••••••••••••••••••••. , • • • • • . • • • • wO g 
Acido sulfGrico concentrado .••.• : ••••• :.......... 2 ml 
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Agua destilada a la marca . • • • . • • • • • . • • • • . • • • • • • • 100 ml 

Guárdese en un recipiente ámbar. 

Examen de Gerhardt para ácido diacét±co. 

M~todo. 

l. A 5 ml de orina fresca en un tubo de ensaye, se le adicio

nan una soluciOn de cloruro fOrrico, gota a qota, hasta que todos 
los fosfatos sean precipitados. 

2. Si es necesario, se filtrará y se adicionar! mas cloruro 

f~rrico. 

J. Si aparece un color rojo vino, este indica la presencia 
posible de ácido diac~tico, aunque pueden alterar la positividad. 

de los resultados sustancias como: salicilatos, fenol, antipirina 
y bicarbonato de sodio, los cuales dan un color similar. 

4. Si es obtenido este color rojo, debe repetirse el examen 

con una porci6n de la orina fresca de la manera siguiente: 

a. A aproximadamente 5 ml de orina11 en el tubo de ens.~ye, se 
le adicionan un volumen igual de agua y una gota de ácido nítrico. 

La mezcla se lleva a ebulliciOn, hasta recuperar el volumen origi

nal. 
b. Enfriar y agregar cloruro Hirrico, como interiormente se 

ha mencionado. 1• 

c. Embullando se eliminar! el ácido diacático, además de que 
si no existe un color rojo en éste segundo examen, el acido diac! 

tico debe encontrarse en la orina, y el examen es positivo para 
el acido diacético. 

d. Este examen es positivo en una concentraci6n de 100 mg por 
ciento de !cido diac~tico (expresado como acetona) • 
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Capitulo IV. Ap~ndice B. T~cnicas de apoyo. 

i. Recuento de Glóbulos rojos 7 

El recuento de los eritrocitos es una medici6n fundamental en 
el laboratorio cl!nico. Aan cuando en la práctica habitual s6lo se 
aplica a los elementos figurados, esta misma t~cnica permite el cua~ 

tificar cualquier tipo de cuerpos aislados pequeños.P. ej.: Esperma
tozoides. Presenta principios generales. en donde el empleo de una -

soluci6n como l!quido de diluci6n, permite la cuantificaci6n de tales 

corpüsculos; además preserva su morfología. Y por otro lado, hace -
uso de una cámara de recuento de gl6bulos, con lo q.ue se establece -
la concentraci6n de los corpfisculos por unidad de volumen. 

En el caso de emplear una cámara, lo coman es hacer uso de la 

conocida con el nombre de Newbauer. Para el recuento de gl6bulos ro
jos, habrá de utilizarse la porci6n de. cuadros centrales y mas pequ~ 
ños. 

En el empleo del líquido de diluci6n 1 lo que se hace es diluir 
200 veces la sangre de un liquido isotónico que impide la coagulaci6n, 

y la formaci6n de grumos. 

Para el recuento de los eritrocitos, con pipeta de diluci6n pa
ra gl6bulos rojos, recomendamos se proceda a lo siguiente: 

l. ~pleando una pipeta de Thoma, se aspira sangre (ya sea di

rectamente de la punci6n o de la mezcla homogénea de sangre completa) 

hasta la señal 0.5, asegur~ndose que la columna de sangre sea conti

nua y no tenga burbujas de aire. En caso de pasavse, el restante se
ra eliminado con el runpleo de un papel filtro. Se seca la punta y el 

exterior de la pipeta. 
2. Aspirar el líquido de diluci6n*, hasta la señal de 101, 

3. Mezclar la sangre, utilizando para ello el bulbo. 

• Esta solución puedo prepararse como sigue: 

Solución de .formaldehldo al 40\ , ••••• , •• , JO 1111. 

Citrato trisídico al 3\ ... , • , ............ 990 ml. 

No se modifican los eritrocitos, y la muestra puede dejarse en re

poso durante horas antes de contar loa glóbulo& rojoa. 
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4. Luego del adecuado llenado de la pipeta, se quitará el tu
bo de aspiraci6n cuidadosamente, colocando la pipeta horizontal, 

y tapándola por su extremo con un dedo. Pueden taparse a ambos 
orificios de la pipeta con los dedos de.una mano. 

5. Agitar la pipeta por lo' menos un minuto, de preferencia: 
dos. Sus movimientos deben ser variados y alternados con rotaci6n 

horizontal entre las palmas de las manos. 

6. Colocar el cubreobjetos sobre la cámara. En los puentes 
sobre los que descansa el protaobjetos, se aplica una gota de agua 
destilada, ésto facilitará el que el mismo resbale y caiga. 

7. Luego al adecuado mezclado con la pipeta, son expulsadas 
unas cuantas para descartar el líquido de dilución del tallo cap! 
lar de la pipeta. 

B. Controlando con el índice, el cierre del extremo de la pi
peta, la cual debe mantenerse casi vertical; hay que colocar la 

punta sobre el borde del cubreobjetos. 

9. Disminuyendo la presión del dedo índice, se deja que el l! 
quido penetre lentamente, entre la cuadrícula y el cubreobjetos, 

hasta que la plataforma de recuento esté completamente cubierta. 
El 11quido es atra!do hacia el interior por capilaridad. 

10. Luego, se coloca la cámara en la plati~a del microscopio 

y se le permite reposar durante dos o tres minutos, con lo que las 
células sedimentan. 

11. Con un objetivo lOx será observada la cuadrícula, para as~ 
gurarse que la distribuci6n de las células es homoqénea. 

12. Colocando el objetivo seco fuerte 40x y reduciendo adecua 

damente la iluminaci6n, se procede a contar las células en ochen
ta y cuatro cuadros medianos incluídos en el gran cuadrado central. 
Las c~lulas que cubren o tocan las 11neas intermedias superior o 

izquierda se incluyen en el área de recuento; las correspondientes 
a los bordes inferior y derecho no se incluyen. 

Cálculo. 

Superficie de 89 cuadros pequeños = BOx 0.0025 mm 2. 

Volumen de 80 cuadrados pequeños= BOx 0.0025x 0.1 mm 2 

0.02 mm3 . 
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Si R =No. de células en 80 cuadros peque~os; en el supuesto 

de que la sangre se ha diluido en 1;200, el namero de c~lulas en 

1 mm 3 de sangre es: R.X200 lC ¿ 2 = R x 200 x 50 = 10, 000 R. 
; 

Por lo tanto, el namcro de celulas contadas en 80 cuadros 

pequeños se multiplica por 10,000 para obtener el nW1lero de gl6b~ 

los rojos por mm 3 de sangre. 
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Capítulo IV. Apéndice B. Técnicas de apoyo. 

j. Preparaciones de frotis sanguineos. 617112 

Los frotis se pueden hacer'sobre portaobjetos o cubreobjetos. 

Este último método permite una distribuci6n mas homogénea de los 

globúlos, pero sin embargo, se prefieren los portaobjetos dado 
que: 1) Son mas fáciles de manipular; 2) se rompen menos; 3) se 

pueden rotular mas fácilmente, y 4) no requieren montaje. Sin 
embargo la técnica del cubreobjetos produce a menudo excelentes 

resultados. 

A continuaci6n ser~n descritos los procesos de e.xtensiones 

sanguíneas efectuadas en dos diferentes medios, en caso de reque

rirse mayores detalles respecto a cada caso, es recomendable el 

consultar las citas referidas. 

a) Frotis mediante cubreobjetos. 

Se coloca una gota, directamente del lugar de la punci6n, me

diante el toque con un cubreobjetos (22 mm por lado) sujetado en 
posici6n horizontal por el pulgar y el índice (colocado en los 

bordes cerca de un ángulo) • Inmediatamente se coloca un segundo 

cubreobjetos sobre el primero, en una posici6n rotada 90° con re~ 

pecto al primero, de tal modo que los ángulos pueden ser =ácilme~ 
te cogidos entre los dedos pulgar e índice de la mano libre. La 

sangre se deja extender entre los dos cubreobjetos. Tan p~onto 
como la sangre deja de extenderse, los cubreobjetos son separados 

por un movimiento de deslizamiento de modo que queden en el mismo 

plano. Si no se efectúa un movimiento de elevaci6n del cubreobje
tos, aparecerá una .fina y uniforme extensi6n de sanqre en cada cu
breobjetos. Una vez secos, se ti.ñen con la película de sangre ha

cia abajo en vidrios de reloj. Posteriormente pueden montarse en 

un portaobjetos, as! como en el medio de montaje deseado. 

b) Métodos del Portaobjetos. 

Es esencial utilizar portaobjetos limpios y sin qrasa (para 

ello son útiles los tratamientos previos con Dicrornato, agua des
tilada, y alcohol al 95º). 
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Para preparar un frotis en portaobjetos, se pone de 1 a 2 cm 

del borde, una gota de sangre (2 a 3 mm. de diámetro), y el port~ 
objetos se deja sobre la mesa con la gota hacia arriba. Se esco
~e para extender la sangre otro portaobjetos con un borde liso y 
regular, cuyas esquinas se rompen para que la anchura total del 
portaobjetos. Este borde, de extensi6n, se coloca sobre el porta
objetos que tiene la gota de sangre: formando con ~l, un··tinqulo 
de unos 30~ Luego, del borde del protaobjetos que sirve para ex
tender la sanqre, se hace retroceder hasta que toque la gota que 
se encuentra dentro del ángulo agudo. Inmediatamente, la qota de 
sangre se extiende a lo largo del borde del segundo portaobjetos, 
que formando el mismo ángulo de 30~ se hace deslizar en sentido 

a:mtrario si rápido es el movimiento, más espeso resulta el frotis. 
El espesor tambi~n depP.nde del !ngulo entre los dos portaobjetos: 
mientras mayor es dicho !ngulo, mas espeso resulta. 

Las consideraciones que deben tenerse en cuenta para los fro
tis, son las siguientes: 

Deben emplearse los frotis mas delgados. 
Mientras mas lentamente se hace un frotis mas delgado re

sulta, y mayor es la proporci6n de leucocitos segmentados en los 
bordes y en la porci6n final. 

Es coman que la mayor1a de los leucocitos ti~ndan a acumu
larse cerca de los bordes del portaobjetos. 

Una vez preparadas las extensiones, se dejan secar al aire 
antes de teñirlas. Los nombres de quienes las emplearon, o para 
quienes se emplearon, se escriben sobre el portaobjetos con lápiz 
de diamante o con lápiz ordinario sobre el frotis. 

El film sangu!neo debe ser fijado antes de ser coloreado. 
Con el empleo de colorantes, tales como el Wrigthi el cual está 
disuelto en metano!, no se requiere fijaci6n preliminar. En otros 
casos, se puede hacer la fijaci6n qu1micamente o por calor. Lo 
mas sencillo es qu1micamente con metano! o etanol absoluto por 1 
a 2 minutos. El m~todo de calentamiento mas simple, es colocar la 
c!mara ~n una estufa, y llevar la temperatura a lSOºC y luego en
friar lentamente. 
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Tinciones de sangre 1,6,7,12 

La analidad de ~sta prueba, es que la tinci6n de extensiones 
sangu!neas con colorantes policromáticos, ºpermita la identifica

ci6n de los diversos tipos celulares de la sangre perif~rica y de 
la mMula Osea. 

Los colorantes de anilina, ampliamente utilizados en los es
tudio de la sangre, son de dos tipos generales: los básicos (tales 

como el azul de metileno), y los ácidos (como la eosinal . Los nú
cleos y algunas otras estructuras de la sangre se tiñen con los -
básicos, por lo que se les denomina bas6filas, ox1filas o eosin6-
filas. Algunas otras estructuras se tiñen por la combinaci6n de 

ambos y se denominan neutr6filas. 

Los colorantes policromáticos son mezcla de azul de metileno 

alterado por calentamiento en soluciones de NaHC03 o bicromato áci- . 
1 

do (azul de metileno) y eosina. Dado que la gran rnayor!a de ~stos .· 

colorantes son soluciones alcoh6licas del precipitado que se forma 
al mezclar los dos colorantes: ésta soluci6n puede ser empleada p~ 
ra fijar las extensiones de sangre, as1 como para teñirlas. 

Tinci6n de Wright. 

Este colorante se llama policromático porque produce varios 

colores. Es una soluci6n de alcohol (metílico o et!lico) de un co
lorante ácido y otro básico, y es uno de los mejores y más emplea
dos. El comercio expende el colorante en dos formas: en una está 
preparado par.a su uso inmediato, y en la otra se expende en polvo. 

En caso de emplearse en la forma ya preparada, deberán, pa

ra obtenerse los mejores resultados,-al seguirse las instrucciones 

del comer.ciante. Si se empl.eará el colorante seco, eri forma de po.!_ 
vo, es recomendable lo siguiente. 

Colorante de Wright ••••••••••••. , • • • . • • • . • . O • .1. g 
Etanol (libre de acetona) o 

Metanol absoluto q.p. ...................... ·60.0mi. 



-194-

Mediante la ayuda de un mortero, se muele el polvo seco con 

pocos ml. de alcohol. Lentamente se adiciona al alcohol y se con

tinGa moliendo completa~ente. Este es un proceso que puede durar 

de 20 a 30 miqutos .. Todo el colorante debe encontrarse en la solu
ción. Hay que dejar el reposar la soluci6n de uno a dos días, as1 

como tiene que ser filtrada antes de ser empleada o al tomar mues

tras con ell~. El colorante es sensible a la contaminaci6n del a

gua en reactivos y utensilios de vidrio; el frasco reactivo debe -

encontrarse siempre bien tapado para impedir la entrada de vapor 

de agua, y as!mismo no deberá abrirse cuando se estén empleando so 

luciones ácidas o básicas. 

Para diluir el colorante de Wright, se emplea la soluci6n si 

guiente: para un pH de 6.·! mezcle 6.63 g. de fosfato potásico mon~ 

básico anhidro (K H2P04), 2.56 g. de fosfato s6dico dibásico ~-~

(Na2HPO) y agua destilada para hacer un litro. Puede prepararse -
una soluci6n más alcalina (pH 6.7) con 5.13 g. de sal potásica y 

4.12 g. de la s6dica. 

Tinci6n de la extensi6n: 

l. Es mejor, para obtener los resultados más 6ptimos, el te

ñir las éxtensiones en cuanto sean secadas al aire, sin dejar 

transcurrir en nin~Gn caso más de unas horas. 

2. Colocar la placa con la extensi6n secada al aire y hacia 

arriba en una gradilla sobre una cubeta; si se emplea un cubreob

jetos es mejor colocarlo sobre un soporte. (Rev!sese preparaciones 

de extensiones sanguíneas). 
3. Sin fijaci6n previa, cubrir la extensi6n con una cantidad 

determinada del liquido colorante mediante un cuentagotas, pipe

ta Pasteur, etc. Empléese unagran cantidad de colorante, con el -

fin de evita.r una evaporaci6n excesiva y .la precipitaci6n consi- ·•. 
guiente. Esta maniobra fija la extensi6n. Si se usan portaobjetos, 

puede limitarse la tinci6n a una área conveniente marcándola con -

· dos señales fuertes de lápiz cera. 

4, Despu~s de pasar dos ~inutos, añadir al líquido coloran

te en la ex·tensi6n, una cantidad igual de la soluci6n amortiguado

ra con un segundo cuentagotas. En algunos otros lugares se emplea 
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agua de la llave con resultados igualmente buenos. Para conseguir 

la mezcla de colorante con el diluyente, se sopla con suavidad en 

varios puntos de la placa para establecer corrientes suaves, igua
lando as1 la distribuci6n. La cantidad de líquido de la prepara

ci6n no debe ser tan grande que rebose. Se deja que la mezcla rep~ 

se a,urante unos 3 ~ 4 min~tos, esperando la aparici6n de una espuma 
metálica verdosa :<los márgenes deberán tener una tinci6n rojiza). 
Si se prolonga el tiempo de coloraci6n, se provocará la presencia 

de precipitado. Siempre deberá determinarse el tiempo más adecua
do de tinci6n de las placas con los colorantes sin diluir. 

5. Q1.1itar el colorante con un chorro de agua (preferiblemen

te agua destilada), primero suave, luego más fuerte, empleando una 
piseta por encima, hasta que haya desaparecido todo exceso de aquél 

y manteniendo horizontal la placa. El lavado tardará de 5 a 30 se

gundos hasta que las partes más delgadas se pongan de un color ama

rillento o rosado. La preparaci6n debe estar rebosando agua mien"" · :· 
tras haya colorante encima de ella; si ~ste se vierte fuera antes 
del enjuage, su espuma tiende a depositarse en la extensi6n donde 

quedará adherida a pesar del lavado subsiguiente. Si el color es -
demasiado oscuro, se elimina el exceso de azul mediante más lava~ 

dos. El colorante que haya quedado en el dorso de la placa se qui

ta con una gasa humedecida con alcohol. 

6. Luego del lavado, se quita el exceso de agua inclinando -
la placa, y tocando con un papel secante el borde inf.erior. 

7. El portaobjetos puede secarse por evaporaci6n, dejándolo 
en posici6n inclinada, o secándolo suavemente con papel filtro. 

i. Se puede montar el cubreobjetos (con la extensi6n hacia 

abajo, en caso de haber sido el lugar de la extensi6n) sobre un -
portaobjetos con el l!quido de montaje deseado. 

Consideraciones de una buena tinci6n. 

- Las extensiones, a simple vista, deben presentar 

rosado. 

un color 

- Al microscopio los eritrocitos serán de color rosa, deben 

estar extendidos, sin superponerse ni apilarse. 

- Una buena preparaci6n estará dada, por lo menos, con ocho 
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campos satisfactorios a poco aumento. 

- Los nficleos de los leucocitos son de azul pGrpura, con las 

cromatinas bas6filas y acid6filas netamente diferenciadas, y los -
gráriulos neutr6filos del citoplasma son de color lila o violeta. 

Los eosin6filos son rojos tirando a naranja y cada uno se distin

gue claramente, lo cual permite su recuento individual. 
- Los bas6filos tienen qránulos de color pfirpura tirando a 

azul oscuro. El citoplasma de los linfocitos es casi siempre a2ul. 

El de los monocitos tiene un matiz ligeramente azul. 

Tinci6n de 'Giemsa. 

Este es un colorante muy difundido, y es muy satisf.actorio -

para tinciones de sangre habituales. Además puede ser aplicado en 

otros casos,como por ejemplo el descubrir microorganismos en san~· · 

gre. Su composici6n es como sigue: 

Azur II eosina . . . . . . . . . . . . . . . ' .... 3.0 g . 

Azur II . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . o.a g • 

Glicerina (Q.P) • .................. 250 ml. 

Alcohol Met!lico (Reactivo de 

Kahlabaum I o de Merck) ..•• 1· •••••••• 250 ml. 

Su.1pteparaci6n es dificil, y lo mejor es comprarlo ya prepa-

rado. 

Tinci6n de las extensiones. 

1. Las extensiones de sangre se fijan en alcohol met!li~o 
(1-2) • 

2. Posterior a· la fijaci6n, se sumerje a la extensión, en una 

mezcla (recién preparada) de 1 ml. de colorante y 10 ml. de agua -

destilada. Hay que evitar la formaci6n de precipitados en las pla

cas, colocándolas verticalmente en el colorante. Tambi~n se pueden 

obtener resultados correctos colocando unas 30 gotas de agua des

tilada en la extensión, añadiendo luego tres gotas del colorante, 

después se mezcla y se deja actuar durante 15 a 20 minutos. 

1. ContinOese con lo recomendado a partir del paso 6, en la 

t~cnica de tinción con el colorante de Wrigth. 
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En ocasiones, las tinciones pueden ser perfeccionadas, median

te la utilizaci6n de los dos colorantes, Lo usual, es que vez reali
zada la tinciÓn con el colorante de Wr igth, se cubre a los portaobje
tos con una diluci6n 1:10 del colorante de.Giemsa,se lava con agua m~ 

diante la técnica empleada para el colorante de Wrigth. Para finali
zar; deben dejarse secar a las extensiones al aire. 

Para el caso de las tinciones con Giemsa, deben tomarse en cuen 
ta las consideraciones siguientes: 

- Generalmente, este colorante no se utiliza s6lo en hemato~o
g!a, pero es un excelente modelo para resaltar los cuerpos de inclu

si6n; s6lo que, para observar bien dichos cuerpos, los frotis deben 
permanecer en el Giemsa dilu!do durante 12 a 18 horas. 

- En s!, el colorante de Giemsa tiñe mal los gl6bulos rojos y 

los granules neutrdfilos; en cambio, los granos azur6filos(rojos) re
saltan. 

En general, cuando al realizar los procedimientos, éstos parez
can simples; las extensiones pueden ser teñidas incorrectamente aún-

' que se haya seguido adecuadamente el pro.cedirniento. 

Tinci6n de Reticulocitos1,7,12 

Dado que el DNA del reticulocito desaparece a los pocos d!as de 
entrar esta célula en la sangre, el recuento de todas ellas servirá -
como medida del ntlmero de células que libera la m~dula en la sangre; 

por lo tanto, es una medida de la eritropoyesis muy eficaz. La eritr~ 

poyesis no puede ser sim~lemente dada por el porcentaje de los reti
culoci tos, es necesario el considerar su recuento absoluto en funci6n 
del número de los hemat!es, O~ro de los efectos de la eritropoyetina, 

es que provoca la liberaci6n acelerada, desde la médula, de los reti

culocitos - con lo que se incrementa el tiempo de la maduraci6n de -
ellos -. Esto es manifiesto con la presencia de grandes células poli

crom~ticas o eritrocitos nucleados en las extensiones de sangre. 

En el empleo de las coloraciones vitales azul de metileno o 

azul de cresilo brillante, los gránulos o filamentos azules pre
sentan RNA que se encuentra precipitado dentro de los reticulocitos. 

En caso de teñir con colorante de Wrigth, al aire, la tinci6n del -

RNA dá lugar a una basofi.lia difusa en l!'!l eritrocito joven, y el -
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mismo tipo de células manifiesta lo que se conoce como policroma

to filia. 

El principio de.la prueba que a continuación se de ser ibc, -

implica que el RNA residual de los eritrocitos inmaduros se prec~ 
pita y colorea.con una tinción vital. Se preparan las extensiones y 

se cuantifican las células que contienen los precipitados reticu

lares teñidos. Los resultados son dados en porcentajes de reticul~ 

citos· examinados o en cifras absolutas por mm. cúbico. 

Reactivos. 

a) Azul de Metileno N . . . . . . . . . . . . . 0.5 g • 

Oxalato de Pot.asio . . . . . . . . . . . . . 1.6 g • 

Agua destilada .............. 100 ml. 

b) Azul de Cresilo Brillante 1 ••••• 1.0 g. 

Citrato de Sodio . . . . . . . . .: .... o .'1 g • 

NaCl al 0.85% (solc. acuosa) ... 100 ml. 

Se disuelve el colorante. en la solución salina, se añade el 

citrato (u oxalato, dependiendo del caso), se mezcla y se filtra -

antes del uso. Si se empleará el azul de metileno fresco, nuizás -

el resultado sea más uniiorme. 

Tinaión de la extensión. 

l. Se añaden a dos ge.tas o tres del colorante (en tubo de e~ 
saye pequeño) , seis a ocho gotas de sangre capilar, recog,ida so

bre (EDTA u Oxalato) • Si se emplea sangre capilar, es aconsejable 

el aumentar la cantidad de colorante para evitar la coagulación. 

2. Se incuba a 37ºC durante 10 a 20 minutos. No se deberá 

rebasar de tal tiempo. 

3. Se preparan frotis en la forma habitual, quizá un poco -

más delgados. Es posible hacer preparaciones satisfactorias con -

sangre almacenada a 4°C durante 24 horas. 

Para hacer el recuento, se escoge una zona del frotis donde 

no haya superposición de glóbulos. Para el recuento en sí, se pro
cederá como sigue: 

a) Contar el n!imero de c~lulas que contienen gránulos azules 
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o reticulares. Emplee el aceite de inmersi6n para realizar las o~ 

servaciones. Si se espera una reticulocitosis menor al 10%, cuén
tese cuando menos 100 reticulocitos. 

2. Anotar número de campQs necesitados para el conteo. 

1. Asimismo, contar el número de eritrocitos en un campo de 
cada 10, ésto hay que repetirlo cuando menos 10 veces. 

4. Ejemplo: 

Número de reticulocitos en 150 campos 100 
Númet:o total de eritrocit.os en 15 campos 300 

Número aproximado de eritrocitos totales en 

150 campos: 3000. 

% de reticulocitos= 100 ·x 100 3 3000 .)% 

5. Cuando el conteo de reticulocitos es superior al 10%, de
ben contarse un mayor nGmero de campos completos, en proporci6n a 

los campos en los cuales s6lo se·contaron reticulocitos. 

Consideraciones de la prueba. 

- En ocasiones as difícil el decidir si un gl6bulo rojo es 
eritrocito o no, pues la mayor parte de reticul ·citos maduros s6lo 

contiene algunos puntos o filamentos de material reticular. 

- Para convertir en valores absolutos al % de reticulocitos 
obtenidos, considere lo siguiente: 

5 Reticulocitos X Hema tíes/rnm3 
Re ti culo d. toR/mm3 

100 

- Esto es un método que también tiñe los cueroos de Heinz. 

Prueba de la Inestabilidad del Glutati6n (Detecci6n de Cuer

pos de Heinz) 7 • 

El fundamento de esta· prueba, se basa en la dependencia de la 

sensibilidad anormal de los eritrocitos, deficientes en glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa, ante los efectos t6xicos de la fenilhidra

zina. 
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Proceso, 

Muestra sanguínea. Para la prueba, la sangre debe ser fres
ca (menor a u~a hora posterior a su toma) • Puede encontrarse hepa
rinizada o tomada directamente de una punci6n cutánea. 

l. Se añade 0.1 rnl. de sangre fresca a 2.0 rnl. de una solu
ci6n de acetil de fenilhidrazina (concentraci6n 0.1%). Esta solu
ci6n se encontrará en amortiguador de Sorensen a pH de 7.6 (es un 
buffer de fosfatos de concentraci6n O. 062 M). Se mezcla y se airea 
soplando a trav~s de la pipeta varias veces. 

2. Se incuba (destapado el tubo) en el baño de agua a 37ºC 
durante 2 horas. Luego se repite la aireaci6n y se vuelve a colo
car en incubaci6n, una vez más, durante 2 horas o más. La incuba-·i. 

ci6n total será de 4 horas. 
3. Mezcla. Se coloca 1 gota de soluci6n de cristal violeta -

(al 1% en NaCl al 0.73% filtrado) sobre un portaobjetos limpio. Se 
agrega una gota pequeña de la mezcla en incubaci6n·y ~e mezcla; se 

aplica un cubreobjetos. Se dejará que la mezcla repose por 5 o ~O 
minutos. Se contará el nfunero de células que contiene cinco o más 
cuerpos de Heinz. En caso de sensibilidad al fármaco, o de defi-::.., 

ciencia de la glucosa-6-~osfa~o deshidrogenasa, más del 40% de los 
ertitrocitos muestran 5 o más cuerpos de Heinz. Junto a. la deter
minaci6n, deberá correrse una prueba que sea normal. 
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Capitulo IV. Apéndice 8. 'récnicas de apoyo; 

K. conteo mediante el empleo de la cámara de Newbauer 11 • 

El dibujo del área cuadriculada de una c~mara de conteo de 
Newbauer es: 

El área cuadriculada se divide en 9 cuadros, cada uno de 1 

mm. por 1 mm. Los cuatro cuadrados de la _esquina están subdividi
dos en 16 pequeños cuadrados cada uno de 1/16 avo de nun2. 

El cuadrado central est~ subdividido en 25 cuadros pequeños 

(cuadriculado por l!neas gruesas), cada cuadrado contiene 16 pequé,.,.. 
ños cuadrados de 1/400 avos de mm2. 

El dep6sito celular sobre el área cuadriculada corresponde a 
0.1 nun. 

En caso de requerir un conteo celular para establecer la via-

bilidad, deberán tenerse presentes los siguientes puntos: 

- Cámara de conteo de Newbauer. 

- cubreobjetos específico para la cámara de conteo. 

- Soluci6n de azul de tripano al 0.1%. 

- Pipeta Fasteur estéril, limpia y con tap6n de goma. 

- Método. 

Una diluci6n conocida de c~lulas se prepara en la soluci6n de 
azul de tripano. Se llena ·.la cámara de conteo con la suspensi6n -

celular dilu!da y se asegura que la cámara esté totalmente llena y 

libre de burbujas. Se deja reposar para que las células sedimenten 
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por dos minutos, entonces el conteo de las células sin colorear se 
rá realizado. El conteo habrá de ser hecho en cada uno de los cua 
drados grandes de las esquinas (son cuatr?), el resultado será 

anotado,cu~ntcse un mínimo de 500 células para Minimizar las varia 
ciones aleatorias. 

- Cálculos. 

Anote: N = al número de células en los cuatro cuadrados de 

la esquina. 
N/4 = al nllinero de células en una esquina. 

Si el volumen de cada cuadrado es de 1/10 cm. Entonces el -
número de células en un cm. es: N/4 = 10. 

I 

El número total de c~lulas por centímetro de suspensi6n ce-
lular sin diluir es·: 

N/4 x 10 x 100 x Factor de diluci6n. 
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Capitulo IV. Apéndice 10. 

Elaboraci6n de tablas y gr~ficas empleadas para mostrar los 

resultados y observaciones de los modelos experimentales implica

dos en el presente manual. 

De forma general se recomienda se observen los puntos si
guientes*. 

l. Para todos los modelos experimentales implicados en el -

manual, deberán llevarse (desde los momentos preparatorios hasta -
el final del experimento) una hoja en la que se identifique: (a) 

Laboratotio,grupo y asesor; (b) El animal que se est~ trabajando: 

Especie, raza, sexo, edad. Todos estos ,;puntos constituirán lo co

rrespondiente a la identificaci6n de todo lo que concierne' nl 

exper imentQ. 

2. Deber! anotarse, en otra hoja, todo el desarrollo experi

mental que se ha de efectuar. Asimismo, aqu1 irán incluidos todos 
aquellos cambios que a Gltimo momento habrán de efectuarse. 

3. En otra hoja, se trazará un cuadro con las caractertsticas 

generales siguientes (En el caso de las determinaciones por reali

zar, estas serán indicadas en lo correspondiente a cada experi~e~ 
to): 

PAR• Kf.1le5i- Tlll.a &IDO- lt.iO °fb'fUC~ 

T.,,,ftl¿ 61111PO . .... AL. {C.WI) (9) ~ 

PllUl~tCN - J. 
e 
T 

INDUC."Otil J. ' T 

2. c. .. 
T 

~llDOtt-• 3 L ... 
E.~ 

4. Para las determinaciones de laboratorio por realizar, es 

* Estos puntos no solamente irán en lRs notas del estudiante, sino 

que deberán aparecer en un lugar visible y protegido en la jaula en 

la que este el animal de experimentación. 
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Citil que los valores obtenidos sean colocados de la forll1il siguiente: 

c. ~T, ~2--

Tl~,._P& f¡P;uitl u.~. O.o. c. J t JN,\l. 

~ -· T 

' 
c. 
~ ' ; 

1 c. 
T 

~ 1---'!~:-+---+----+-....... 

5. Se elaborarán gráficos de un solo parámetro en funci6n 

del tiempo ('excepto cuando se indique otra forma) de la siguiente 

manera: 

En ellos deberán involucrarse valores promedios, tanto de -

los animales controles como de los tratados. (Hay que revisar la far 
ma en que están dadas las unidades para cada determinación) • Para 
cada valor promedio, en caso de contar con varios animales por gru

po, deberá anotarse el valor correspondiente a la desviaci6n est~n

dard del promedio correspondiente o en su defecto su err~r están

dard (Es recomendable que para el caso se consulte un texto adecua
do). 

En algunos casos, cuando se requieran curvas de calibraci6n, 

~sta deberá acompañar el gtáf ico donde se establezca la determina

ci6n en funci6n del tiempo. La curva deberá contener todos los da

tos respecto a su ajuste, así como se especificará al pie de ella -
el factor de diluci6n calculada, además del e1;.pleado. 
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6. A continuaci6n se enunciarán los distintos parámetros que 

serán seguidos, para cada experimento, con tablas y qráficas. 

~ Inducc~6n a' H1gado Graso, 

Se construirá una tabla que contenga desde el inicio del ex
perimento: Comportamiento del animal, talla abdominal, peso y 

otros. A la par se hará una qráfica de un parámetro en funci6n del 
tiempo: peso y talla serán involucrados. De.esta misma manera se 

construirán gráficas para todas las determinaciones que habr&n de 

efectuarse (Consultar la metodología del experimento). 

- Regeneraci6n Hepática. 

Para las determinaciones de tipo físico, establecidas en el -

presente modelo, ~stas corresponderán por igual a las que se reco

miendan para el modelo de la Inducci6n al H1gado Graso. El mismo -

caso será aplicado,en lo que a determinaciones de lab~ratorio se -

refiere, excepto que los d1as posteriores al proceso quirargico s~ 

rán graficadas como horas (24, 48, 72, 1441 etc) dependiendo de la 

extensi6n del estudio. As1rnisrno, se hará uso de gráficas con dos -

parámetros en funci6n del tiempo de: Protefoas totales y albGmina · 

en contra horas posthepatectorn1a, Proteínas y peso contra horas -

posthepatectom1a. Por ejemplo: 

Inducci6n al Hipotiroidismo. 

¡¡~. 

i'aSf·llnllllC.toMl.t, • 

Las determinaciones que serán tabuladas y graficadas, serán: 

Peso, temperatura rectal, medida del cuello, comportamiento (esta 
Glt.ir.ia solo ser! tabulada) • 

Los valores de las determinaciones de laboratorio enunciadas 

en el experimento, serán graficadas solo como parámetro en funci6n 
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de tiempo. 

Inducci6n al Estado Hemol!tico. 

Se formará una tabla de 1as caracter!sticas siquientes: 

'W6 PO!>T-lllWC.C.10ll 

1 1 3 . 5 & 
PAP.AMl.TROS .¡. 611\llPO --'t C. T CÍ Cí C. T c. í c. ,. 

(i/;,;";¡°' Ro 1or. (.,, 
fl_,Alriti:na ("'t/I06 ... I) 
He-focrifo ( '1.) 
Nllfiwloci~s L '\.l 

liso l./ lino C.\ ..,,Jioa, --·n 
(1-*. tk lk1it1 Ut•o-) 

-IJ~tlli,,ri4eno (!wJ/¡ce.,./) 

As1mismo ser&n elaboradas varias gráficas de dos parámetros 
en funci6n del tiempo. Estos serán: Hematocrito y Gl6bulos rojos -
en funci6n de d!as poatinducci6n; Urobilin6geno renal y hemoglobi
na en funci6n del tiempo; Reticulocitos y nllmero de eritrocitos en 

funci6n del tiempo y peso del bazo y reticulocitos en funci6n del 
tiempo. 
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Capítulo IV. Apéndice 9. 

PARJ\METROS BIOWGICOS DE ALGUNOS ANIMl\LF.S 

DE LABORATORIO 

I. CONSTANTES BIOWGICAS, 

ESPECIE 

Ratón 

Rata 

Cuy e 

Conejo 

PROMEDIO DE VIDA 
(ANOS) 

2 

3 

6 

7-15 (Oependie!!_ 
do de la alilnen 
tación) 

-. 

I ESO CORPORAL 
(g) 

23 

250 

430 

3700 

Organos(g/100 g. de peso corporal. 

(Post-mortem) 

Ratón 

Corteza adrenal 

Cerebro 

Ojos 

Corazón 

Riñones 

Hígado 

Pulmones 

Tiroides 

Tracto Gastrointestinal 

Bazo 

0.03 

0.29 

0.10 

0.68 

1. 53 

4.56 

1. 70 

0.01 

CONSUMO DE O PARA TEMPEM(l'UR/1 
EL METABOLIS~O BA- CORPORAL 
SAL.STANDARD. VELOC. ( ºC) 
METAB. BASAL. 

(Kcal/m2 /día) 

739 

802 

700 

809 

Rata 

o.os 
1. 22 

0.10 

0.52 

1.09 

3.35 

o. 79 

0.001 

2 .52 

0.29 

Cuy e 

o.os 
0.92 

(), 24 

0.39 

0.86 

3.86 

1.07 

0.02 

0.21 

36.5 

38.2 

38.6 

39.4 

Conejo 

0.01 

0.29 

0.29 

0.61 

2.GG 

0.02 



ESPECIE Ht 
(rnl/ 100 m.l) 

Ratón 41 . 5 

Rata 46.0 

Cuy e 42 .o 

Conejo 41 .5 

MO!C 
(%) 

Ratón 33 

Rata 34 

Cuy e 30 

Conejo 35 
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II. INDICES DE L'\BORNNRIO. 

HE!·~\TOGRMIA , 

Hb Er itr~ci t3s 
(g/100 ml) (x 10 /rrm ) 

14.80 7.7 - 12.s 

14.80 7.2 - 9.6 

12 .35 4.5 - 7.0 

13.60 4.5 - 7.0 

Reticuloci tos Leucocito~ 
( ' ) (X 103 /nun 

------------ 3.5 -

------------ 6.0 -

2 7.0 -

- 7 5 .2 -

I!I. INDICES DE WORATORIO , 

QUIMICA SANGUINEA •. "A" 

13 

18 

10 

12 

MCV MCH 
(CU J'- ) ( ff-<Jl 

51 17 

62 21 

81 25 

60 23 

Tiempo coagulación 
(Seg) 

14 

20 

60 - 360 

ESPECIE GLUCOSA NITROGENO UREICO 
ShllGUINEO (BUN) 

(mg/dl) 

PROI'EINAS TOTALES SERICAS 
( g/dl) 

ALBUMINA 
(g/dl) (mg/dl) 

Ratón 62 .8-176.2 13.90 - 23 .JO 3.99 - 7.51 3.10-4.26 

Rata 119. 7-280~3 12 .40 - 36.98 4.46 - 7.00 2.45-5.80 

cu ye 82.0-107.0 8.00 - 28.00 s.oo - s. 73 2. 77-3. 90 

Conejo 67.0-197 .3 6 .00 - 29. 60 4.01 - 8.30 3.06-5.10 

GI.OBULINAS COLESTEROL LIP.IOOS TOTALES 
(g/dl) (mg/dl) (mg/dl) 

Ratón 0.60 
___ ,.,.., _____ 

----------------
Rata 1.80-4 .06 28 - 76 70 - 415 

CU ye 1. 70-2. 60 21 - 43 94 - 245 

Conejo 1.49-3.60 10 - 80 69 - 415 



ESPECIE 

Ratón 

Rata 

Cuye 

Conejo 

Ratón 

Rata 

Cuye 

Conejo 

FOSFOLIPIOOS 
(1119/cU) 

-----------
36 - 130 

25 - 77 

13 - 145 

CREATINA 
(mg/dl) 

0.43-0. 55 
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III, INDICES DE IABORA'roRIO, 
QUIMICA SANGUINEA. "B" 

TRIGLICERIDOS 
(mg/dl) 

26 - 145 

o - 145 

1 - 205 

ACIDO IJRIQ) 
(mg/dl) 

1.80-7 .4 

1.30-5.6 

0,89-4.3 

BILIRRUBINA TOTAL 
·. (lllCJ/dl) 

o - 0.47 

o - 0.47 

NITK>GEN;l NO PROTEICO (NPN) (mg/dl) 

IV. INDICES DE LABORA'roRIO , 

HORMONAS. 

ESPECIE YOOO ENLAZAOO A PROTEINAS INSULINA GLUCAGON HORi-!ílNA ESTIMUIAN'lE 
(mcg/dl) DEL TIROIDES 

Ratón 0.9 - s.ao 0.5-2 .Ong/ml ------- ------------------
Rata 3 .8 - 7.06 19. 0-35! o j'l}inl 175-375 

ppg!ml 24 - 65 nm/dl 

Cuy e 1.8 - 2.20 ------------- ------- ------------------
Conejo 1.8 - 7.00 30.0-50,0)IU/ml ------ ------------------
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Cap.1'.tulo V. 

1.. Discusi6n y comentarios respecto al presente manual. 

· A pesar de que cada uno de los modelos experimentales aqu.1'. -

propuestos difieren entre s! en contenido, todos están orientados 

hacia un mismo fin. En algunos de ellos es posible que se hayan -~ 
omitido ciertas consideraciones que sean importantes para el desa

rrollo 6ptimo de los mismos, en algunos otros hay cierta intenci6n 
en haberlos adaptado as!. En el caso de aquellos que han sido mon
tados a la consideraci6n de los autores del presente manual, tie

nen como base el hecho de que tales experimentos sean aplicables y 
6tiles en la enseñanza pr!ctica de la cátedra. Con tales cambios -
no se de.scuida el que se proporcione al alumno una qu.1'.a 6ptima para 

la elaboraci6n de un trabajo experimental: sino que se piensa que 

esta se ha canalizack:> para evitar una dispersi6n de esfuerzos infruc

tuosos. De hecho,mucha de la informaci6n contenida (aparte de ser 
lo m!s actualizada posible), se basa en .funci6n de las necesidades 
requeridas en cualquier tipo de experimento. Esto tl.ltimo, es una -

consideraci6n que apoya lo que se ha mostrado en el tranacunso del 

tiempo en que se ha.aplicado alguno de los modelos. 

Los modelos experimentales en su mayor parte ya han sido so
metidos a consideraciOn de los alwnnos, s6lo recientemente se ha 

trabajado con algunos de los puntos expuestos aqu.1'.. Los resultados 
han sido diversos, pero el sentir generaJ., es que s.1'. se le ha podi

do o·rientar al altunno re~pecto a lo'que el trabajo experimental re-
·quiere (constancia, dedicaci6n, aplicaci6n, btl.squeda de la infor

maci6n, redacci6n de los resultados, etc). Aan cuando lo que se ha 
obtenido, principalmente está basado en la relaci6n asesor-alumno, 
lo que aqu.1'. ha sido estructurado incrementa el caudal de conocimien 

to 'necesario para ambos casos. 

Atl.n:" coq los diseños experimentales '"·¡u.1'. planteados por pri

·inera. 'Vez, as.1'. como con los ya desarrollados anteriormente, es ne

cesario el destacar que ellos no están limitados; son susceptibles 
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de cambio en su estructura, o lo que es mejor, son utilizados como 

apoyo en la búsqueda de experimentos Gtiles para la enseñanza o -

aan~ más~en diversas facetas investigacionales. Tal es el caso, -
por ejemplo: que una vez montados los experimentos, pueden esta

blecerse alternativas· en las v!as donde se trata de demostrar que 
existe alguna variaci6n en el sistema, pueden hacerse uso de t~c

nicas más elaboradas, para lo cual la biblioqra{1a (individual o 

general) que se proporciona, es de gran ayuda para el caso. 

Cap!tulo V. 

2. Conclusiones. 

El presente manual, como gu1a y fuente de informaci6n, es un 

trabajo que apoya las necesidades documentales y prácticas reque

ridas en la enseñanza experimental de la Bioquímica de Sistemas. 
No solo con lo que proporciona·abarca esta área, sino que puede 

ser atil en cualqui~r otro campo af!n. 

Variados son los puntos que salen a la luz con este manual, -

principalmente aquellos enfocados por su importancia en la forma

ci6n profesional del Químico Farmaceútico Bi6logo, iJorque como -
va se hab.!a mencionado al inicio del trabajo; se busca que este -

profesionistatenga bases, no solo te6ricas, que fortalezcan su cr! 
ter io y lo hagan menos técnico •. Algunos de los puntos que podemos 
mencionar son: (1) Se requiere de una continuidad en la inf.orma

ci6n, que respecto al aspecto pr1ctico se le brinda al alumno. Con 

el¡o se le está actualizando constantemente y se le muestra el -

grado de avanze que dentro de lo que en el terreno existe, as.! co

mo el tipo de conocimiento necesitado para llegar a demostrar un -
hecho determinado. (2) El planteamiento de un estudio experimental 

deberá realizarse en funci6n de las necesidades que se deseen cu

brir. Esto es, no con experimentos aislados (aún cuando se empleen 

metodolog.!asextensas o por dends sofisticadas) se loqrar! ilustrar 

lo que respecto a un sistema completo se refiere. Con la ayuda de 
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un modelo experimental, adecu:iJo al caso, así como con determina

ciones simples; es posible involucrar una amplia parte ele lo que -

contiene o desarrolla un sistema en sí; ~or~uc para ello solo se 

requiere conocimiento teórico ~ una meticulosa activi<lad en lo que 
al trabajo experimental se refiere. Y esto se hace más patente por 

las características de infraestructura que para cada experimento -
hay, así como el namero de alumnos c¡ue lo realizan, (3) Organiza

ci6n de una secuencia 16gica en el trabajo experimental por ef;ec

tuar. Este punto se plantea debido a que aún con un buen modelo y 

con una 6ptima actualizaci6n, no se consigue llegar a la obtenci6n 
de resultados confiables cuando el trabajo desarrollado no cuenta 
con cierto.orden. Esto es, no es posible el demostrar cambios en,

algan sistema fisiol6gico con solo apegarse a lo que el llorario ,.,_ 

normal del laboratorio establece; con lo que el estudio de los pa

r~etros ; implicados se hace infructuoso e insuficiente. Sumado a 
lo anterior, debe establecerse un namero de muestreos 6ptimos para 

cada determinaci6n por realizar, as! como su adecuado manejo en el 

estudio. Todo ello de realizarse correctamente, será beneficioso -
en cuestiones de aprendizaje y evitará la pérdida de esfuerzos. -
Por último (4) Se requiere de un orden adecuado en lo que respecta 

al trabajo experimental, cuando éste se realiz¿ por un amplio na

mero de alumnos. Y ésto se manifiesta cuando se desea que todos -

aprendan lo mismo. 

AOn cuando muchos puntos más pueden ser debatidos, se consid~ 

ra que la finalidad principal del manual se encuentra contenida en 

toda su estructura. Se espera que éste sea una herr.amienta eficaz 
y útil en lo que al trabajo experimental se refiere. El apoyo que 

se le brinda con otras fuentes de informaci6n serán de beneficio -

para quien as! lo hiciere. 
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