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RESUMEN

ARCINIEGA RUIZ DE ESPARZA AUREA LUZ. Estudio histolégico en ratas wistar
tratadas con alfa asarona (50 mg/Kg) durante 153 dfas (bajo la direccién de los doctores
Germén A. Chamorro Cevallos, y la C. a Dr. Olga E.L. Arciniega Ruiz de Esparza).

Se utilizaron 62 ratas wistar, 28 machos y 34 hembras, se formaron dos lotes, siendo un grupo
testigo y el otro tratado, este Gltimo recibié durante 153 dfas un tratamiento a base de alfa
asarona (50 mg/Kg) incorporada a nutricubos para roedores.

Los animales fueron sacrificados por dislocacién cerebral previa anestesia con cloroformo.
Posteriormente, los érganos que se obtuvieron fueron pesados, identificados y fijados en
solucién de formaldehfdo al 10% para su posterior anélisis microse6pico.

Una vez estudiadas las muestras macroscépica y microsc6picamente, los resultados fueron
analizados estadfsticamente para corroborar si existen o no diferencias significativas entre los
animales testigo y los tratados con alfa asarona.



HIPOTESIS

La administracién de la alfa asarona por vfa oral, en dosis repetidas de S0 mg/Kg de peso
durante 5 meses en ratas wistar, no causa alteraciones tisulares.

OBJETIVOS

- Estudiar la eventual actividad t6xica de la alfa asarona en ratas, a nivel de tejidos, después de
la administracién prolongada, :

- Valorar mediante pruebas biol6gicas y estadfsticas las posibles alteraciones producidas por
la alfa asarona en la morfologfa de los rifones, higado, estémago, ciego e intestino delgado
(duodeno).




INTRODUCCION
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Desde la aparcicién del hombre en la tierra se inicia la préctica de la medicina. Los hechos
mismos que realizaron los hombre primitivos en forma instintiva, de inmovilizar articulaciones
o huesos fracturados en un combate o en una cacerfa, la accién de comprimir una regién
anatémica, detener una hemorragia, lamer una llaga, o de espulgarse unos a otros, fueron
quizds las acciones mds sencillas de esta prdctica (3).

Los descubrimientos arqueolégicos realizados sobre el hombre de Neanderthal en Alemania
(14), que data de hace 60,000 afios, indican que en épocas remotas ya se usaban algunas plantas
medicinales que ain figuran en la herbolaria tradicional, entre ellas el senecio (Senecio spp.)
1a mil en rama (Achillea millefloliumy) y el malvavisco (Malvavisco spp.) (27).

£n la farmacopea mexicana se incluye al peyote (Lophophora williamsii) que fué apreciada
primero por sus propiedades alucin6genas, pero su empleo ritual condujo al descubrimiento
de su eficacia para curar moretones y heridas, hoy se sabe que ad contiene i
desinfectantes (40).

El papel del curandero ha sido de inmensa importancia en todas las clase sociales de México
antiguo. En este caso el conocimiento profesional de las yerbas medicinales hacfa que sus
servicios fueran estimados. Se veneraba al dios Ololiukqui, dios de las yerbas e inclusive,
existfan especialistas en yerbas narcéticas lamados Payni (1).

En los pueblos mayas las ideas sobre enfermedad guardaban una estrecha relacién con las
concepciones morales y religiosas. El olvido de unaofrenda o la omisi6n de elevar una plegaria
a los muertos podria ser la causa de algin padecimiento. Se decfa que el hombre, cuya alma
estd en paz, podria disfrutar de buena salud. Existfa la enfermedad de los malos vientos, habfa
ciertas plantas especiales para curarlas o prevenirlas, se requerfa de tiempo largo, siendo
necesario adquirir sabidur(a pronéstica y la exacta significacién de las imdgenes reflejadas en
¢l agua o la cafda de los granos gordos de mafz y eran los curanderos o los médicos brujos los
que se encargaban de estos menesteres (3).

En la actualidad, no hay poblacién que no cuente con un curandero, ni mercado que no tenga
por lo menos un puesto de hierbas medicinales. En los mejor provistos no solo se encuentran
productos locales, sino plantas trafdas de muchos pafses. Incluso, entre la gente que presume
de no recurrir jamds a los yerberos, no hay quicn no haya tomado alguna vez, a instancia de la
abuela o de una vicja criada un té de tila y azahar para calmar los nervios, una infusién de
cabellos de elote para depurar los rifiones o una manzanilla para ayudar a la digestién (40)



En los Gltimos decenios, la fitoterapia ha comenzado a recuperar el puesto que antaiio tenfa
junto a otros métodos curativos, ayudada por nuevos conocimiento y un anélisis objetivo, asf,
poco a poco, se le ha despojado de su carga emocional o mistica, Al comprer lerlos cientfficos
el provecho que se puede obtener de la herbolaria, se han puesto a estudiar las plantas, para
determinar el c6mo y el por qué de los efectos.

Por otra parte, las plantas siguen proporcionando la materia prima para gran niimero de
farmacos que se usan actualmente. Ahora, los botinicos, médicos y farmac6logos, estdn por
fin trabajando juntos en el campo de la herbolaria, es posible que la transformen en un recurso
mds valioso para los miles de millones de personas que no cuentan con otros medios para la
curacién de sus males (40).

La mayor parte de los medicamentos que se utilizan en la actualidad se han encontrado en
forma emplrica y semi empfrica, Cuando se logra encontrar algin extracto con actividades
farmacoldgicas, se aisla y se purifica el principio activo, se caracteriza quimicamente y se toma
estasustancia como modeloy en base a su estructura se sintetizan varios compuestos similares.
Independientemente del camino seguido para encontrar un nuevo farmaco, estc debe some-
terse a un estudio muy estricto para poder evaluar la potencia, la eficacia y la seguridad de los
medicamentos (4).

Antes de salir al mercado, cualquier formaco se debe someter a estudios farmacolégicos y
toxicol6gicos, Los primeros sirven para determinar la actividad y los segundos, para establecer
su seguridad relativa (4,20).

Los estudios toxicolégicos comprenden:

o toxicidad aguda

s toxicidad subaguda

e toxicidad crénica

o estudios especiales

Los estudios en humanos abarcan varias etapas como:

*  valoraci6n farmacol6gica preliminar

* valoracidn clinica bésica controlada

*  valoracién cifnica amplia



PRUEBAS DE SEGURIDAD

Toxicidad aguda: el objetivo de esta prueba es determinar la dosis letad (DLso). Se utilizan
generalmente dos especies, ratén y rata, se emplean dosis iinicas, algunas de ellas letales. Esta
prueba permite también detectar la sintomatologfe de las intoxicaciones. Se puede observar
la tolerancia de especiey la mejor via de administracitn. Si el animal muere répidamente sucle
deberse a 1a actividad farmacolégica, y si la muerte se presentan tardiamente, puede deberse
a un metabolito (4, 11).

Toxicidad subaguda: se utilizan usualmente dos especies. El objetivo de esta prueba es
determinar las diferentes dosis cercanas a la terapéutica y otras préximas a la dosis téxica.
Mientras mayor sea el uso clinico esperado, mayor seré la prueba subaguda. Durante el tiempo
que dure el estudio deberén practicarse pruebas de qufmica clfnica (funcién hepética, renal,
etc.) (4,20).

Toxicldad erénica oalargo plazo: esta prueba se caracteriza por su larga duracién de meses
¢ inclusive varios afios. Se utilizan usualmente dos especies de de animales (rata, perro). El
cbjetivo de esta prueba es determinar los niveles toxicos y la toxicidad media,

Micntras se desarrolla este estudio, se deberdn cuantificar el aumento o pérdida de peso, la
condicién fisica del animal y medirse la velocidad de absorci6n, distribucién, excrecién del
téxico y algunos de sus catabolitos (19).

Los estudios especiales comprenden a su vez, las pruebas de mutagé
teratogénesis.

carcing y

Teratogénesis quimica: forma parte de los estudios sobre reproduccién, los cuales abarcan
desde estudiar el dafio en los gametos masculinos y femeninos (10) que pudieran dar como
resultado la esterilidad y produccién de descendencia anormal.

Para investigar esta, se efectdan estudios sobre:

* Espermatogénesis en perro Beagle

* Losefectos tardfos en la descendencia

* Elefecto en la embriogénesis propiamente dicha
* Los efectos tardfos en la descendencia

* Elefecto en el metabolismo de la madre

¢ Los efectos en la producci6n lactea (4)



Carcinogénesis y mutagénesis : has sustancias qufmicas son capaces de preducir cdncer
en animalesy | )5, se recomienda que el periodo de administracién del medicamento no
sea mayor de dos afios para ratas y hdmsters y de dieciocho meses para e! .atén e inclusive
perfodos tan largos como siete aiios han sido recomendados para el perro para la produccién
de tumores de vejiga urinaria (4).

Existen muchas pruebas para obtener informacion sebre los efectos de toxicidad en 6rganos o
aparatos especificos, como pruebas de toxicidad en mucosa (acrosoles, capacidad ventilatoria,
oculares (shampoos, jabones, etc.), 6ticos (cambios de conducta locomotra a causa de sonido).

11. GENERALIDADES SOBRE LA FARMACOLOGIA DEL MEDICAMENTO

Nombre cientffico: G ia gaumeri Gr

Nombre comtin: Eklemuy, eklemuy Box (Yucatan), , Elemoy, Yumel! (Yucat4n), Nazareno
prieto (Oaxaca). Familia: Anondceas. Forma biolégica: arbustiva. Tipo de vegetacion: bosque.

Caracterfsticas : arbol de unos 10 a 15 ., de corteza negra con hojas ovalolanceoladas,
acuminadas, enteras y glabras, verde obscuras, de 9 a 11 centfmetros de largo con un peciolo
de 8 mm. Flores solitarias, blancas como de 4 cm. Fruto compuesto, redondo, como de 2'cm
de didmetro con los frutitos estipitados; tiene olor desagradable (26,29).

Se han aislado e identificado sus principivs activos y el que se ha encontrado en mayor
proporcién es el 2,45 trimetoxipropenilbenceno a-asarona (24), el cual presenta accién
hipocolesterolemiante (7).

La férmula condensada de 1z a-asarona es de Ci2111603 con un peso molecular de 208.2, su
porcentaje de carbono es de 69.2% de hidrégeno, 7.74 90 y de oxigeno 23.04%.

Esunsélido blanco, conun punto de fusién de 62 a 63°C, insoluble en agua, soluble en solventes
orgénicos como alcohol, éter, cloroformoy tetracloruro de carbomo. Se conocen dos isémeros,
uno en posicién trans de la forma alfa, y otro en posicién ¢is en la forma beta (31).



FORMULA QUIMICA DE LA ALFA ASARONA

CHaO

cHao OcHs

Trans 2,4,5 trimetoxi-1-propenilbenceno

El cdlamo aromético (Aconus calmus) también llamado 4caro o calomel dulce, familia Anaceae,
contiene a asarona y B asarona con actividad carcinogénica (39).

A la a-asarona se le han atribuido diversas actividades sobre ¢l sistema nervioso central (8).
Laa-asarona prolong6 el sueiio inducido por barbittricos o alcohol, caus6 hipotermiay accién
tranquilizante ¢n gatos hostiles (8).

Ladosis letal al 50% DLsoadministrada intraperitonealmente a cobayos es de 275 mg/Kg (31),
y enratas es de 122 mg/Kg (8).

Administrada por la misma via (39) en ratoncs, es de 225.5 mg/Kg (48).
Se han efectuado también estudios teratogénicos en embriones de pollo (48), de rata (19) y de

ratén (27) en los que se ha demostrado que la @—asarona no produce malformaciones
congénitas).

La hipocolesterolemiay la hipolipoproteinemia apresuran notabl ta ateroesclerosis. La
accién mas aceptada en laactualidad acerca de la génesis de la ateroesclerosis se relaciona con
acumulaciones anormalesdelipidos enlaparedarterial (34). Estaenfermedad es caracterizada
por las deformaciones en la tinica media de los vasos sanguineos que disminuyen la luz arterial,
dafan la tinica media subyacente, ademds, tiende a experimentar complicaciones
sobreaiadidas como calcificacién, ulceracién, conformacién de trombos subyacentes y
hemorragias dentro de las placas que agravan la estenosis o causan oclusién completa (35).

El centro de las placas a menudo conticne restos gruesos ricos en lipidos que proceden
principalmete del colesterol y ésteres de colesterilo (34).



Los factores que influyen en la presentaci6n son: edad, sexo, herencia, tabaquismo intenso,
hipertensién, hipotiroidismo, diabates sacarina, dietas ricas en carbohidratos, obesidad,
ocupaciones sedentarias, personalidad enérgica, vida sometida a tensiones e hipercolesterole-
mia (17,35).

A laa—-asarona se le han atribuido actividades:
¢ hipocolesterolemiantes

+ litolfticas vesiculares

@ urolfticas (13)

La acci6n de hiperlipidemiay enfermedad de las arterias coronarias est4 bien establecida, una
asociacién que es m4s notable en la poblacién més joven, Aunque no hay pruebas concluyentes
ala fechaque indiquen que abatiendo los Ifpidos elevados anormalmente detengan o retarden
el progreso de la enfermedad de las arterias coronarias, es prudente detectar estas elevaciones
yusar medidas dietéticas o farmacol6gicas para reducir estos valores o niveles dentro de limites
normales o cuando menos hacerlos descender. Genereralmente hay acuerdo de que mientras
sean mds bajos los niveles de lipidos en sangre, hay menos riesgo de adquirir 12 enfermedad
de las arterias coronarias (43).

El contenido elevado de lfpidos en la sangre como una anormalidad en relacién con la
enfermedad de las arterias coronarias ha recibido mucha atenci6n recientemente.

Los lfpidos de la sangre (colesterol, triglicéridos y fosfolfpidos), circulan en el plasma ligados
a protefnas de aquf el término de lipoproteinas (41,43).

Con propésitos précticos son importantes dos tipos de hiperlipidemias en la enfermedad
cardiaca: el tipo 2, en el cual el colesterol estd elevado y los triglicéridos son normales o estan
ligeramente elevados y el tipo 4 en el cual ¢l colesterol es normal y los triglicéridos estdn
elevados.

La designacién normal para el colesterol y triglicéridos varfa entre poblaciones y grupos de
edad. El limite superior aceptado generalmente para lo normal es de 250 mg para el colesterol
y de 150mg para los triglicéridos (43).



CuadroNo. 1

Concentraciones de colesterol, triglicéridos o lipoproteinas de baja densid»§ que sise exceden
indican claramente hiperlipidemia

EDAD COLESTEROL TRIGLICERIDOS | LIPOPROTEINAS
DE BAJA
DENSIDAD
> 29 afios 240 140 170
30-39 arios 270 150 190
40-49 arios 310 160 150
+ 50 afos 330 190 210

(Fucnte: Tilkian, S.M., Boudreau, MC. and Tilkian, A.G.: Clinical implications of laboratory test. 2th ed. C.V.
Mosby.London 1979,
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11I. GENERALIDADES SOBRE LOS ESTEROIDES Y COLESTEROL

Los esteroides

Los trigiicéridos, las ceras, las lecitinas, cefalinas, fosfolidilserinas, esfingomielinas y
cerebrésidos, son lipidos saponificables que tienen uno o varios enlaces tipo &ster.

Casi todos poseen las estructura bésica siguiente:
.
f / \I

A pesar de ello, los esteroides individuales presentan una asombrosa serie de efectos
fisiol6gicos que van desde la actividad vitamfnica, hasta la actividad sexual,

Algunos son emulsificantes de las grasas y se encuentran en la bilis, otros son hormonas
importantes: una estimula el corazén (adrenalina), y otra es parcialmente responsables del
endurecimiento de las arterias; otra més produce ruptura de eritrocitos.

Quiz4s el esteroide més abundante es el colesterol, del griego yode =bilis earepoo =s6lido
ol = alcohol

El nombre de colesterino fué propuesto por Chervreul en 1827 para la sustancia aperlada que
se encuentra en los célculos biliares y que él consideré como bilis modificada.

CHa \c /Cﬂl \c“’. oHs

CHz—— CH

CHy
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Se encuentra en casi todos los tejidos de los vertebrados, particularmente en el cerebro y la
médula espinal.

Es el principal constituyente en los célculos biliares. Los seres humanos y los animales
superiores pueden sintetizar colesterol y la evidencia més reciente en 1968 indica que el
organismo lo fabrica a partir del dcido acético a través de cerca de 30 etapas distintas,a pesar
de ello, el organisma parece realizarlo en unos cuantos segundos.

Sin embargo, se considera generalmente que el cuerpo usa el colesterol como materia prima
para otros esteroides. También parece ser responsable , cuando menos en parte, del en-
durecimiento de las arterias (18).

Colesterol

El colesterof existe en el cuerpo tanto en forma libre como esterificado (combinado con 4cido
graso). La mayor parte dei colesterol ingerido se esterifica en el intestino y se absorbe como
tal en la linfa. Ef higado sintetiza colesterol a partir del acetato, Probablemente esta sintesis
se inhibe por un alto nivel de colesterol circulante,

El colesterol se usa en el cuerpo para formar 4cido c6lico en el higado, que a su vez, forma
sales biliares importantes para la digestién de las grasas,

Una pequeia proporci6n se usa en ta formaci6n de hormonas por las glandulas suprarrenales,
ovarios y testfculos. Una gran cantidad se usa para hacer a la piel altamente resistente a la
absorci6n de sustancias solubles en el agua.

La concentracién de colesterol en la sangre estd influida por hormonas de la tiroides y
estrégenos que provocan su descenso. El colesterol del plasma se eleva cuando el flujo biliar
estd obstrufdo y también en la hipercolesterolemia hereditaria y en la diabetes mellitus no
tratada a'pesar de que en esta enfermedad estd disminuida su sfntesis (43).

En algunos estratos sociales, existe interés sobre los valores de colesterolemia ya que la
hipercolesterolemia es un riesgo muy difundido para la enfermedad arterial coronaria.

Es importante recordar que los valores normales para el colesterol se definen en forma
convencional y existe mucha variacién en diferentes poblaciones y grupos de edad.

1, La enfermedad hepitica asociada con obstruccion biliar se ve acompanada por niveles
elevados de fosfatasa alcalina y bilirrubina.

2.Enlaetapanefrética de la glomerulonefritis se pueden encontrar creatinina elevada y prueba
de nitrégeno ureico en sangre (BUN)

3. En la denominada hipercolesterolemia familiar

Otras causas de la hipercolesterolemia son hipotiroidismo, pancreatectomia y disfuncién
pancrética como en la diabetes mellitus y en la pancreatits cronica.
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En la hipocolesterolemia (150mg/Kg), un nivel bajo de colesterol en la sangre puede reflejar
hébitos alimentarios, desnutricién, enfermedades hepdticas extensas y posiblemente
hipertiroidismo que produce un nivel bajo de colesterol total.

Otras condiciones que pueden estar asociadas con hipocolesterolemia son la sepsis grave, las
anemias (megaloblastica e hipocrémica) la deficiencia de lipoprotefnas alfa y beta, y ciertas
deficiencias enzimdticas asociadas con el metabolismo del colesterol (43).

Para el tratamiento de 1a hipercolesterolemia se han empleado desde hace tiempo varios
fdrmacos, algunos de los cuales se describen a continuacién.

Fdrmacos Antilipidémicos

Neomicina. Este antibiético aminoglicésido tiene varios grupos que forman cationes en su
molécula y es fuertemente bésico.

Interfiere con la formacién de micelas estabilizadas por sales biliares, que son necesarias para
la digestibn de triglicéridos y la absorcion de lipidos y en esta forma ejerce una accién
hipolipidémica. Aunque sc absarbe poco, si se emplea en dosis altas, es posible que provoque
toxicidad sistémica al alterar la fase micelar del contenido intestinal, disminuyendo la
absorci6n de colesterol (5).

La excrecion de 4cidos biliares es aumentada y las reservas corporales totales de colesterol
disminuyen. Et mecanismo de accién de este farmaco comprende su basicidad que da como
resultado la conjugaci6n de dcidos biliares (20,23).

Niacina, Factor alimentario esencial que se encuentra en levaduras y en ¢l higado (49).

El 4cido nicotinico cs captado por el tejido adiposo ¢ inhibe laliberaci6n de dcidos grasos libres
por adipocitos, por lo cual produce una disminucién de fosfolfpidos, dcidos grasos libres,
triglicéridos y niveles de colesterol (21) lo que da como resultado una disminuci6n plasmética
de 4cidos grasos libres. El 4cido nicotfnico establece competencia con los 4cidos grasos libres,
para la fijacién de alblimina plasmética, también altera la esterificacién del colesterol que
disminuiré la sintesis de lipoprotefnas, y aumenta el metabolismo oxidativo del colesterol por
mitocondrias proporcionando bi6xido de carbono (5).

Probucol. Disminuye los valores de colesteral (5), es posible que inhiba la colesterogénesis
(23) y la absorcién del colesterol (S).

Fitosteroles. Al parecer, inhiben la resorcién del colesterol endégeno y son mal absorbidos
por el intestino (20).

Hiposterol. Ejerce una acci6n colerética, ligera accién hipotensiva y una accion
hepatoprotectora. Disminuye la colesterolemia en ratas, conejos y pollos, y puede disipar las
lesiones ateromatosas a nivel de la aorta (16).



13

Esteroides vegetales, Se ha demostrado que disminuyen los niveles séricos de colesterol, las
beta lipoprotefnas y lfpidos de baja densidad (21,23). Parece ser que el beta sitosterol incre-
menta la velocidad de degradacion del colesterol de la mayorfa de los tejidos jero su efecto
hipocolesterolémico es variable e impredecible (21),

Tripananol. Se encontr6 que el tripananol es un potente inhibidor de la biosfntesis del
colesterol (12).

Clofibrato. Reduce el nivel de colesterol y triglicéridos en sangre (49). Causa efecto
hipocolesterolémico que puede relacionarse en parte al bloqueo de Ia biosintesis del colesterol
(23), también provoca una disminucioén de los niveles séricos de los triglicéridos (47).

Gambibrocil. Es un anélogo del clofibrato recién sintetizado que dismunye la lipolisis en el
tejido adiposo.

Boxidina, Es un agente antilipémico con efectos mil veces mayores que el clofibratoy 50 veces
més que el tripananol,

Este compuesto baja los niveles de colesterol triglicéridos y fosfolfpidos sin embargo, puede
involucrar la inhibici6n de 1a absorci6n del colesterol (41).

Inhibidores de la HMH-GoA. A partir de los hongos se han obtenido inhibidores competitivos
potentes de la biosfntesis del colesterol (23).

Heparina. Es un potente anticoagulante {22 y 49). Se demostré que la administracién paren-
teral en pacientes con niveles de lipidos elevados, produce una reduccién de colesterol y
triglicéridos séricos.

El resultado de 1a administracién de heparina es una disminucion de las lipoprote(nas de baja
densidad y quilomicrones en el plasma (21y 44)

Dextrotirosina (Cholonix). Es un anélogo sintético de la tiroxina. La dextrotiroxina
aparentemente retiene algunos efectos calorigénicos que su utilizacién puede estar asociada
con arritmias y una angina de pecho aumentada (20).

Compuesto AY-9944. Es un potente agente hipocolesterolemiante aunque diez veces menor
que la boxidina (12). Administrada oralmente en ratones baja los niveles séricos (12), las
evidencias indican que el compuesto inhibe la biosintesis de colesterol en el peso de conversién
de 7-dehidrocoleterol a colesterol.

Estrégenos. Hormonas sexuales femeninas responsables de la estimulacién, desarrollo y
mantenimiento de los caracteres les secundarios f inos (22y 5).

Parece ser que no tienen funcién en el tratamiento de la hiperlipidemia, pero en los hombres
que recibicron estrégenos indujeron a un incremento de los niveles de lipoprotefnas de muy
baja densidad.

En algunos pacientes aumentan la concentraci6n sérica de triglicéridos (13 y 16)
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Hormonas tiroideas. Con cierta frecuencia la actividad hipertiroidea se asocia con el incre-
mento en el metabolismo del colesterol en la cual se incluye la biosintesis y el metabolismo
del colesterol (12y 21).

Drogas adrenocorticoides. Solo la corticotropina 0o ACTH yla tetraposactrina ticnen uso como
hipocolesterolemiantes (25). Su mecanismo de accién no estd muy claro solo se sabe que actian
sobre ¢l metabolismo de lipidos.

Modificadores de ta dicta. Es importante la dieta, para la prevencién y el tratamiento de la
arterioesclerosis, con regularidad se planea reducir fa obesidad reduciendo cl consumo de
grasa saturadas por alimentos que contengan grasa poli-insaturadas y proteinas #f)

El consumo excesiva de café produce el aumento de los 1ipidos séricos, se ha demostrado que
poblaciones que consumen mucho café tienen mayor tendencia a la arterioesclerosis (16).
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MATERIAL Y METODOS

1. La alfa asarona que se empled en este estudio, fué aislada, purificada e identificada seglin
la metodologfa reportada por Enrfquez (7) y mandoki (24).

2. Los animales que se utilizarén en este estudio provienen de la Escuela Nacional de Ciencias
Biolégicas del Instituto Politécnico Nacional.

3. Los animales fueron mantenidos duraate todo el experimento con una temperatura de 22
grados centrfgrados + - 12C, con una humedad relativa del 409, ciclos de luz de 12 horas.

4, Las jaulas que se utilizaron fucron individuales, metdlicas, con piso de rejilla, y charolas
metélicas intercambiables, con cama de aserrin de madera, comederos metdlicos, bebederos
de acrflico con chupén de metal. las jaulas se dispusieron en baterfas.

S. El alimento que se cmpleé fué comercial "Alimento para pequeiios roedores Purina”, el
alimento proporcionado a los animales, fué previamente molido en molino eléctrico. Se
utilizaron diferentes lotes de alimento, durante la prueba, y este fué proporcionado por el
propio bioterio dela escuela. El agua que les fué sumintrada se filtr6. No se administré ninguna
dleta en especial, :

El agua y el alimento, fueron proporcionados ad ibitum.

6. Los animales que se utilizaron en esta prueba fueron ratas Wistar, recién destetadas (21
dfas}, con un peso aproximado de 40 g, a las cuales se les di6 una semana de aclimatacién.

7. Se recibieron un total de 62 animales 28 animales machos y 34 animales hembras. Los
animales fueron identificados con pintura (4cido pfcrico disuelto en alcohol), siendo dis-
tribuidos aleatoriamente (45).

8. Cada grupo de animales fué dividido en dos lotes siendo un lote testigo y el otro tratado.

9. El lote testigo recibi6 el alimento comercial molido exento de fdrmaco, y el lote tratado
recibi6 el alimento comercial molido y el férmaco alfa asarona en dosis de 50 mg/Kg/dfa (dosis
mixima tolerable). El Célculo de la ingestién de esta dosis estd basado en la tabla de ajuste
dietéticos (43) que establece el consumo diario de alimento por Kg de peso, dependiendo del
sexoyde la edad del animal (Se utilizar4 esta forma de administracion en lugar de sonda cuando
esta segunda ocasiona problemas esof4gicos, después de la administracién prolongada, conen
el caso del presente trabajo).

10. Al cabo de los 153 dfas los animales fueron sacrificados previa anestesia con cloroformo
segan el reglamento internacional de &tica en experimentacién biomédica).

11. Los animales fueron pesados previo al sacrificio.
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12. Se realiz6 la necropsia; observando posibles lesiones en el animal en conjunto, asf como
en los 6rganos a estudiar, ellos fueron: higado, riidn. estdmago, ciego e intestino delgado
(duodeno).

13. Los 6rganos extraidos fueron pesado, identificados y fijados en una solucién de
formaldehido al 106 durante 48 horas como mfnimo a temperatura ambiente, para mantener
sus caracterfsticas morfolégicus y quimicas intactas.

14. Se realiz6 un lavado con agua corriente durante 60 minutos para eliminar el exceso de
fijador.

15. Obtenci6n del corte: en esta etapase realizé latéenica de inclusion en parafing, que consiste
en primer lugar en una deshidratacion de los 6rganos pasdndolos por una serie de alcoholes
de concentraciones crecientes:

e dos cambios de alcohol etilico al 50%

e dos cambios de alcohol etilico al 60%

e tres cambios de alcohol etilico al 709

e dos cambios de alcohol etflico al 80%

e tres cambios de alcohol etilico al 969

e dos cambios de alcohol etflico al 100%

Se dejaron los drganos airededor de media hora en cada recipiente, después se utilizé un
disolvente de la parafing, en este caso xilol, y se realiz6é un cambio de treinta minutos en una
mezcta de alcohol absoluto-xiloly un cambio de xilol con un m{nimo de treinta minutos o hasta

que las piezas adquiricran un color dimbar o estuvieran transparentes.

16. Posteriormente se efectu6 la inclusion en parafina preliminar y ulteriormente definitiva de
cada uno de los 6rganos y los bloques fueron rotulados.

17. De cada blogue se obtuvieron cortes de § micrémetros de grosor, con un microtomo de
inclusion en parafina. Los cortes se introdujeron en un baie de flotacién que contenfa agua
caliente a 60°C con gelatina disucha, para que se adhirieran al portaobjetos ( se dejan secar
los cortes al aire), después los cortes obtenidos (alrededor de 150 cortes por bloque), se
metieron en canastillas a la eswfa ( 60°C) por 24 horas para favorecer la adhesion al
portaohjetos.

18. En los cortes ohtenidos se aplic la téenica de colaracian de hematoxilina-eosina (2y 10)
que ¢s topogrifica.
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Como todos los cortes fueron incluidos en parafing, antes de realizar la técnica de coloracién
fué necesario efectuar la desparafinacién y rehidratacién, que consta de los siguientes pasos.

Técnica de Desparafinacién y Rehidratacién de Cortes Histolégicos Obtenidos por

Inclusion en Parafina 2y 19)

A) Xilol 5 minutos

B) Alcohol etflico al 96%% 5 minutos
C) Alcohol etflico al 70 %5 5 minutos
D )Agua corriente 5 minutos

Técnica de Coloracién de Hematoxilina-Eosina (10)

A) Desparafinar e hidratar los cortes

B) Teir con Hematoxilina de Harris 3 minutos
C) Lavar con agua corriente

D) Diferenciar con alcohol 4cido

E) Lavar con agua corriente

F) Virar con agua amoniacal

G) Lavar con agua destilada 5 minutos

H) Teiiir con eosina acuosa 1 minuto

T) Deshidratar con alcohol etilico al 96% 5 minutos
J) Alcohol absoluto-xilol

K) Aclarar con Xilol

L) Montar en resina sintética

Resultados

Nicleos azules o morados

Citoplasma y sustancia intercelular rojo o naranja



RESULTADOS MACROSCOPICOS
De acuerdo con los resultados registrados en el Cuadro No. 2 para machos, con un peso
promedio coporal de 346.9 g para testigos, y de 289.2 g. para los tratados y en el Cuadro No, 8
para hembras, con un peso promedio corporal de 254.4 g en los testigos y 216.9 g para las
tratadas, seglin el anélisis estadfstico que aparecen en el apéndice, estas diferencias nose deben
al azar.
Enla determinaci6n de los pesos de rifiones, higado, estémago, ciego e intestino delgado, tanto
para los machos (Cuadros 3, 4, §, 6,y 7) como para las hembras ( Cuadros 9, 10, 11, 12y 13 ),
se observa que la administraci6n de la alfa asarona no provoca aumentos en los pesos de los
animales tratados.

RESULTADOS MICROSCOPICOS

Utilizando la técnica de coloracién de hematoxilina-cosina se observé la estructura de los
6rganos mencionados anteriormente, cuyas descripciones aparecen a continuacién.

e A) Grupo testigo. Descripcién del rifién, higado ,estémago , ciego y duodeno de ratas
Wistar sin tratamiento,

1. Rifiién: amiloidosis, congestién medular y cilindros proteicos (fotograffa 1 y cuadro No. 14),
2. Higado: degeneracién hidrépica y presencia de macréfagos (fotografia 4 y cuadro No. 15)
3. Est6mago: no presentd alteraciones (cuadro No. 16).

4. Duodeno: pérdida de las glandulas de Lieberkiihn (cuadro No. 17).

5. Ciego: no se observaron alteraciones (cuadro No. 18).

e B) Grupo tratado, Descripcién del rifién. higado ,estémago ciego y duodeno de ratas
Wistar tratadas con alfa asarona (50 mg/Kg de peso)

1. Rinén: degeneracién hidrépica, cilindros proteicos, presencia de pigmento dorado en
tiibulos proximales (fotograffa 2 cuadro No. 14).

2, Higado: degeneracién hidropica (cuado No. 15).
3. Estémago: cariolisis, acantosis (cuadro No. 16).
4, Duodeno: presencia de eosinofilia (cuadro No. 17)

5. Ciego: no se observaron alteraciones (cuadro No, 18),

i8



CUADRO No. 2
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Relacién de pesos corporales de ratas Wistar machos testigos y tratados utilizado en el

estudio.

No. de animal

Testigos machos

Tratados machos

{peso en gramos) (peso en gramos)
1 2550 2259
2 267.5 343
3 3175 256.0
4 3340 2582
5 3400 263.7
6 3433 2750
7 3540 2833
8 3550 2950
14 3615 3099
10 368.0 3105
11 3760 208
12 3820 3210
13 3980 3430
14 405.0 3532
Em4856.6 E =408
R= 12892 R = 3169
5 = 1045 S= 164



CUADRO No.3

Efectos en los pesos de rifiones producidos por alfa asarona en ratas Wistar machos

20

No. de animal

Testigos machos

Tratados machos

* = pérdida del drgano

(peso en gramos) (peso en gramaos)

1 0265 0970
2 0.547 0.985
3 0,655 1.044
4 1083 1213
5 1201 1219
6 1252 1229
7 1.268 1.269
8 1326 1403
9 1367 1.498
10 1411 1.4%9
1 1421 1670
2 1437 2378
13 1454 2.576
14 ’ 1.520 .

I=16216 L =18958

%o 1138 Re 1204

S = 0474 S= 05Y5



Efectos en los pesos de los higados producidos por !a alfa asarona en ratas .. istar macho.

CUADRO No. 4

21

No. de animal

Testigos machos

Tratados machos

(peso en gramos)

{peso en gramos)

* = pérdida del 6rgano

1 8431 7212
2 10.481 7.860
3 11.103 8.123
4 11.961 8258
5 12,049 8.802
6 12.249 9.697
7 12.264 10630
8 12490 10878
9 14271 11321
10 14275 11.893
1n 15044 13329
12 15.517 14.665
13 15734 15.468
14 18.097 .
Ta 18357 I 181384
R =134 X = 108
S= 241 Su 255



Efectos en los pesos de estémagos producidos por la alfa asarona en ratas Wistar macho,

CUADRO No. §

22

No. de animal

Testigos machos

Tratados machos

(peso en gramos)

(peso en gramos)

* s perdkda del érgano

1 1509 0.587
2 1718 1353
3 1.900 1.440
4 1910 1.525
S 2.005 1.546
6 2.064 1.561
7 2134 1.615
8 2143 1.634
9 2212 1.667
10 2264 L3
1 2336 1773
12 2375 1984
13 2390 2.034
14 2533 2039

T=12949 Zw2250

Ta2n T =160

s= 027 $=035



CUADRO No. 6

23

Efectos de los pesos de los intestinos delgados producidos por Ia alfa asarona en ratas Wistar

machos.

* = pérdida del 6rgano

No. de animal Testigos machos Tratados maches
(peso en gramos) (peso en gramos)
1 4129 33325
2 5218 4.507
3 7.541 5.070
4 8.102 5.676
5 8.603 6512
6 8966 7332
7 9.034 7.421
4 9374 7.463
9 9391 8.229
10 11669 8617
1 13.307 9.605
12 14.089 11211
13 14.249 12.10t
14 . 14.404
T= 12368 X = 1147
X= 883 X= 769
S= 269 §= 235



CUADRO No. 7

Efectos en los pesos de ciegos producidos por alfa asarona en ratas Wistar machos

24

* = pérdida del 6rgano

No. de animal Testigos machos Tratados machos
(peso en gramos) . (peso en gramos)
1 1164 1.071
2 1311 1102
3 134 1104
4 1413 1120
5 1418 1134
6 1.583 1225
7 1614 1.344.
8 1.655 1350
9 1.800 1536
10 1833 1981
1 1965 2014
12 2035 2.235
13 2477 .
14 9.178 .
Z =372 I=17.222
X= 219 X= 123
S = 156 S= 045



CUADRO No.8
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Relacién de pesos corporales de ratas Wistar hembras testigos y tratadas utilizadas en el

estudio
No. de animal Testigos hembras Tratadas hembras
{peso en gramos) (peso en gramos)

1 205.4 153.1
2 2135 1842
3 270 1880
4 2280 1884
5. 2315 2050
6 2368 2140
7 2415 2182

8 2480 214
9 2525 2219
10 2530 2347
11 260.0 2353
12 261.0 2362
13 2615 300.0
14 m7
15 2730 ore
16 273.0 A
17 276.0 oo
18 2810 ere
19 3320 b

%= 500441 I=3036.42
**¢ = no hubo cjemplarcs X = 268.13 X = 21688
S= 319 5= 3387



Efectos en los pesos de higados producidos por la alfa asarona en ratas Wistar hembras

CUADRO NO. 9

26

No. de animal

Testigos hembras

Tratadas hembras

{peso en gramos)

{peso en gramos)

1 5854 0.506
2 7.142 0.617
3 1272 5.662
4 7.542 6.666
5 8,027 7.648
6 8213 8.116
7 8.228 8.280
8 8421 8.467
9 8487 9.558
10 867 11,193
1 8.780 11,605
12 9.172 12.861
13 9.290 .
14 92457 oo
15 9.762 hidd
16 10.161 hadd
17 10.792 hidd
18 10.869 hdd
19 11.866 hidd
I = 16794 £ =919
+ = pérdida del 6rgano X= 884 K= 159
*** == no hubo ejemplarcs § = 141 S= 338



Efectos en los pesas de rifones producidos por alfa asarona en ratas Wistar hembras

CUADRO No. 10

No. de animal

Testigos hembras

Tratadas hembras

(peso en gramos)

{peso en gramos)

1 0.714 0.091
2 0.732 0699
3 0.738 0.737
4 0.742 0842
5 0.744 0.851
6 0.870 0872
7 0.87% 0.882
8 oo1u 0923
9 0920 0929
10 0932 0.982
1 0.938 1.053
12 0.946 M
13 0.948 .
14 0.958 vee
15 0.964 oo
16 1.032 it
17 1.047 b
18 1.085 b
19 1.298 e
Z =17395 = 8861
* = pérdida del érgano R = 1915 X = 11241
*** = nohubo cjemplares 8§ = 140 S= 14l
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Efectos en los pesos de estémagos producidos por 1a alfa asarona en ratas Wistar hembras

CUADRO No. 11

No. de animal Testigos hembras Tratadas hembras
{peso en gramos) (peso en gramos)
1 1292 .1.024
2 1320 1336
3 1.329 1422
4 1.480 1430
5 1553 1570
6 1.556 1612
7 1.605 1.634
8 1622 1732
9 1.629 1.732
10 1.637 1948
11 1.647 1.974
12 1.666 1.986
13 1.680 .
14 1694 hAdd
15 1714 see
16 1755 b
17 1789 b
18 1823 hhdd
19 1.861 b
I =3064 I =319.40
*= pérdida del brgano X = 1613 X= 1620
*** = no hubo cjemplares S= 015 S = 0275
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CUADRO No. 12

29.-

- Efectos en los pesos de intestinos delgados producidos por alfa asarona en ratas Wistar
hembras
No. de animal Testigos hembras Tratadas hembras
(peso en gramos) {peso en gramos)
1 433 8.088-
2 4412 5.454
3 5.690 6.129
4 5720 6833
5 5829 9.673
6 5.855 9.825
7 6034 9.842
8 6.114 10.283
9 6.226 10.985
10 6330 11436
1n 6676 11.849
12 6157 12.085
13 71432 e
14 7.286 Al
15 8.088 hhdd
16 8.299 soe
17 9718 ooe
18 10974 oo
19 . yes
== 121.57 = 197.56
* = pérdida el 6rgano X= 635 Xe= 813
*** = 0o hubo cjemplarcs §= 163 §= 257



Efectos en los pesos de ciegos producidos por la alfa asarona en ratas Wistar hembras

CUADRO No. 13

No. de animal

Testigos hembras

Tratadas hembras

(peso en gramos) (peso en gramos)
1 0.889 0.805
2 0927 1024
3 9.989 1.034
4 1.028 1127
5 1.051 1.184
6 1055 1254
7 1.089 1.409
8 1.181 1547
9 1231 1.566
10 1.298 1.575
11 1316 1701
12 1317 1.989
13 1.340 .
14 137t b
15 1372 Aad
16 1.408 bl
17 1.747 ore
18 1.784 Abd
19 1.986 b
I =72438 % =16215
* = pérdida dcl 6rgano X= 128 X = 11351
*** 2 no hubo cjemplares §= 030 §= 032

30



CUADRO No. 14

31

Incidencia de las alteraciones histopatol6gicas en rifién causadas por la alfa asarona en ratas

Wistar, 34 testigos y 28 tratadas.

Alteraciones Testigos ) Tratados
alteraciones en el epitelio de los tibulos 0 2
amiloidosis 2 0
cilindros proteicos 2 7
degeneracién hialina 1 0
degeneracién hidrépica 0 2
edema 1 0
necrosis de tiibulos proximales 2 0
precipitados 1 0
pigmentos 3 4

0= ausencia de lesiones
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CUADRO No. 15

Incidencia de las alteraciones histopatoldgicas en higado causada por alfa asarona en ratas
Wistar 34 testigos y 28 tratadas

Alteraciones Testigos Tratadas
degeneraci6n hialina 0 1
degeneracion hidrépica 2 5
hepatocitos binucleados 0 2
infiltracién grasa 0 1
presencia de macréfagos 1 2
mal conservados 4 13
sin alteraciones 4 i}

0= ausencia de lesiones



CUADRO No. 16
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Incidencia de las alteraciones histopatol6gicas en estémago causadas por alfa asarona en

ratas Wistar 34 testigos y 28 tratadas

Alteraciones Testigos Tratadas
acantosis 0 1
alteraciones de las células principales 0 5
cariolisis 0 1
eosinofilia 0 2
pérdida de la estructura 0 8
alteraciones de las gldndulas distales 0 1
pérdida de las gl{md.ulas principales 0 4
mal conservadas 2 11
sin alteraciones 21 4

0= ausencia de lesiones



CUADRO No. 17*

Incidencia de lus alteraciones histopatol6gicas en intestino delgado (duodeno) causadas por
alfa asarona en ratas Wistar, 34 testigo y 28 tratadas.

Alteraciones Testigos Tratadas
cosinofilia 0 2
pérdida de la gldndulas de Lieberkiihn 6 ‘ 4]
mal conservadas 7 14
sin alteraciones 26 7

0= ausencia de lesiones

CUADRO No. 18

Incidencia de las alteraciones histopatolégicas cn ciegos causadas por alfa asarona en ratas
Wistar, 34 testigos y 28 tratadas.

Alteraciones Testigos Tratados

sin altcraciones 34 28
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Fotografia No. 1 Corte transversal de la region medular del rinon se observa congestion (A),
Grupo testipo 125X, Téenica hematoxilina-cosina

Fotogralia No, 2 Corte transversal de la region medular del rifon, Se ul}scrvnnprcclpmulm y
_cilindros en niblos (A) Grupo tratados. 30X, Téenica hematoxilina-cosina
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Fotografia No. 4 Corte transversal de higado. Se observan los hiepatocitos (A) y entre ellos
macrdfagos con pigmento fugocitado (B).Grupo tratados, 300X, Técnica hematoxilina-cosina

Fotogralia No. 3 Corte transversal de higado. Se observa b triada hepdrica normal (A) areriola
(B) conductillo biliar y (C) vénula, dentro del espacio de Kiernan o portahepitico.Grupo
testigo. 300X, Técnica henwaovilina-cosina
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DISCUSION

Se emple6 la Toxicologfa en este estudio para evaluar la aparici6n de los daiios producidos en
diferentes 6rganos y asf prever efectos colaterales indeseables o inclusive la muerte en el ser
humano.

La mayorfa de los estudios toxicol6gicos se efectuan en més de una especie animal, porque la
absorcion, distribuci6n, secrecién y metabolismo pueden no ser iguales en el hombre e
inclusive varfan de un animal a otro.

La finalidad de este proyecto fué la de administrar a largo plazo el medicamento, ya que la
mayorfa de éstos no se suministran en una sola ocasién en el humano, por lo que es necesario
abservar lo que sucede con Ja administracién prolongada en los animales.

Como se ve, a pesar de los estudios toxicol6gicos siempre aparecerén por el uso de un
medicamento efectos indescables en el hombre y enlos animales, ya que influye la idiosincrasia
delindividuo y el nGmero de animales que se estudian en el estudio toxicol6gico no es suficiente
para detectar los efectos téxicos, de baja frecuencia y aquéllos que se producen después del
uso prolongado del medi ). Esto nos hace recordar, que cada vez que un médico
administra un medicamento a su paciente estd efectuando un experimento ydebers de realizar
minuciosas observaciones de los resultados de su experimento, ya que de ellasy de un reporte
adecuado de los resultados es como se forma el conocimiento de la farmacologfa de un
medicamento.

Por tal motivo se emplearon en este estudio dos lotes de animales, siendo 28 machos, de los
cuales 14 formaron el grupo testigo y 14 el grupo tratado . Asimismo 34 hembras siendo 19 del
grupo testigo y 13 del grupo tratado,

Inicialmente se pens6 realizar la prueba de x? para analizar los pesos,. y més tarde utilizamos
el andlisis de varianza, ya que este procedimiento nos permitié observar las diferencias entre
las medias de los grupos, a un nivel de significancia del 5%. Siendo el valor eritico en nuestras
condiciones de trabajo de 1.73 g, y ¢l obtenido por nosotros para los machos fué de 15.6 gy
para las hembras de 6.25 g y observando que ambos valores son superiores al critico, podemos
decir que la alfa asarona en dosis de S0 mg/Kg de peso si produce alteraciones en los pesos
corporales de nuestros animales (p < 0.05).

También inicialmente, se mencioné que se utilizarfa la prueba de "t" de Student para la
determinacién de las lesiones microscopicas, sin embargo, posteriormente se opt6 por realizar
lapruebade contingencia de 2X2 de Fisher con un nivel de significancia del 5%, siendo nuestro
valor critico de 3.84 y el obtenido fué de 5.39, y para evita errores empleamos la correcién de
Yates, con un nivel de significancia del 5%, obteniendo asf un valor de ( 4.27 > p).
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Siendo as{ que también ia alfa asarona en dosis de 50 mg/Kg de peso causa alteraciones en la
morfologfa de los 6rganos estudiados.

Se piensa que algunos de los resultados que aparecen con valores discrepantes, se debieron a
que el pesado de los 6rganos fué realizado por alrededor de 10 personas que trabajaban a la
vez asf 5¢ presume que esto provoc6 confusiones y errores en los datos. Por lo mismo, algunos
6rganos se extraviaron y no pudieron ser analizados.Por este motivo se sugiere que el estudio
se haga por una sola persona.
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CONCLUSIONES

Como la DLsg suministra escasa informacién para evaluar la peligrosidad de compuestos,
que se administran por largos periodos en los humanos. como se puede apreciar en este
estudio, y en fos que le antecedieson, las pruebas de toxicidad subaguda son necesarias
entre otras, para predecir Ja toxicidad de un compuesto cuando este pretende ser utilizado
con fines terapéuticos en ¢l humano.

La alfa asarona en dosis de 50 mg/Kg de peso produjo alteraciones en los pesos corporales
tanto de machos como de hembras.

La alfa asarona en dosis de 50 mg/Kg de peso provocd alteraciones en la morfologla de los
6rganos estudiados con excepei6n hecha del ciego , por lo que se sugiere se estudie la
morfologfa de estos drganos utilizando dosis menores det formaco.

Se recomicnda emplear el alimento comercial que se suminstra alos animales 1anto testigos
como tratados, en forma de pellets y no molido, ya que de esta manera es diffcil saber la
cantidad consumida, y ademds, se cambia la forma natural de ingestién, lo que repercute
en lus actividades de los sisternas enzimdticos de los diferentes tejidos.
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APENDICE

ELABORACION DE UNA TABLA DE CONTINGENC!A DE 2X2
PARA LA PRUEBA EXACTA DE FISHER (28)

{Poblaciones o categorias de 1na variable
C1 c2 Total

F a b F1

F2 c d F2

Total C1 c2 Gran total

Regla de decision:

1. Si la discrepancia obtenida como x2 calculada es mayor o igual
al valor de x2 de tabla, se considera que s hay diferencia
estadisticamente significativa y se rechaza la hipétesis de
nulidad (Ho).

p<0.056 p< 0.0t
2. Si la discrepancia obtenida como x2 calculada es menor al
vaior de x2 de tablas, esto nos indica que hay poca discre-
pancia cntre los valores cbservados y los valores esperados,
sa considera que no hay diferencia estadisticamente signifi-
cativa y no se rechaza la hipotesis de nulidad.

p<0.05
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PRUEBA DE FISHER

Grupos de estudio

B TOTAL

Tratados

13 32

Tastigos

21, .30

Totales

28

34 63

x2=

x2=

Xx2=

n{ad-bc]
{a+c){b+d)(a+b){c+d)

62 [(19.21)-(13.9)j]2
(28)(34)(32)(30)

62((399-117))2
913920

5.3949

x2 tabla 0.05 = 3.84
x2 calculada = 5.3949

81 x2 calculada es mayor que x2 de tablas hay discrapancia
entre los valores observados y 10s valores esperados,

Hay diferencla estadisticamente significativa para el

nivel de 0.05, por lo tanto se rechaza la hipétasis

de nulidad.

Conclusion:

La alfa asarona st altera la morfologia de los érganos

estudiados



CORRECCION DE YATES

Grupos de Estudi A B Total
Tratados 19 13 32
Testigos 9 21 30
Totales 28 34 621
x2 corregida = nf{(ad-bc) ~5n) } 2

(a+c))(b+d){a+b)(c+d)
X2 corregida = 62 [(19.21-19.9) -5(62)] 2

(19+9)(13+21)(19+13)(9+21)
x2 corregida = 62 [ (399-117)-310 )2

(28)(34)(32)(30)
x2 corregida = 62 (282-310) 2

913920

x2 corregida = 62(784)/913920
x2 corregida = 48608/913920 = 0.053
x2 corregida = 0.0 0.053 X2 tablas = 3.84
calculada 0.05

Si la x2 calcuiada es menor al valor de x2 de tablas, hay
poca discrepancia entre los valores observados y los
esperados, no hay diferencia estadisticamente significativa

y no se rechaza la hipétesis de nulidad (Ho).
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PRUEBA DE "t* APARAEADA PARA LA COMPARACION
DE DOS MUESTRAS AELACIONADAS (26)

PAREJA | VALOR DE | VALOR DE |DIFERENCIA] (D-D) (D-D)2
X X-¥Y=D
1 Xt Y1 X1-Y1=D1 D1-D [(D1-D)2
2 X2 Y2 X2-Y2=D2 D2-D [{D2-D)2
N Xn Yn Xn-YnDn Dn-D {On-D)2
-
SIGMA Xn Yn Xn-Yn=Dn On-D__| (Dn-D)2
Nimero de pares N
Promedio de las diferencias D
Error estandar: Sd/RN
Férmula Tecal=D/E.E.

Regla de Decisidn:

1. Sila Tcal es mayor o igual a 1a Ttab, se consldam
que si hay fa estadisti iva entre
los promedios de muestras en el nivel de slgmﬁcancna

escogida, y se rechaza la hipdtesis de nulidad (Ho).

2 Sila Tcal es menor que fa Ttab se considera qus no hay
entre los
promedios de musstras, y no se rechaza la hipétesis de
nulidad (Ho).




PRUEBA DE “t* APAREADA PARA COMPARAR DOS MUESTHAS
RELACIONADAS EN RATAS WISTAR MACHOS:

No. de Valor Valor X-Y=0 {D-D) {D-D)2
animat de X deY ;
1 255 225 29.1 -28.6 ) 818
2 267.5 234.3 33.2 ~24.5 600.25
3 317.5 256 61.5 -3.8 14.44
4 334 258.2 75.8 18.1 327.61
5 340 263.7 76.3 186 346
6 343 275 68 10.3 106.1
7 354 283.3 70.7 13 169
8 ass 295 60 23 5.3
9 351.5 309.9 51.6 -5.1 37.21
10 368 3105 §7.5 -0.2 0.04
" 376 320.8 55.2 ~2.5 6.26
12 382.6 321 61.6 39 15.21
13 298 343 55 ~2.7 7.3
14 405 353.2 51.8 -5.9 34.81
sigma 4857.10 4049.8 807.3 7.1 2487.5
X 346.9 289.3 57.7

520=2487.5/14-1

52d= 191.35

sd=R191.35=13.83

E.E. = 13.83/R14 = 13.83/3.742 =3,70

Tcal,= 57.7/3.70= 15.8

T.95=1.7709

Ho = 1.7709 menor t H1 =t mayor 1.7709

Conclusién: Sf hay diferencia estadisticamente significativa
entre los promedios de las muestras. y se rechaza ia hipélesis
de nulidad.




PEBE

¥
£STA m\s 3 it

shuR BE

PRUEBA DE "1" APAREADA PARA COMPARAR DOS MUESTRAS
RELACIONADAS EN RATAS WISTAR HEMBRAS.

No. de animal | Valorde X | Valorde Y | X-Y=D {D-D) (D-D)2
1 205.40 153.10 52.30 27.70 767.30
2 213.50 184.20 29.30 4.70 22.10
3 227.00 188.00 39.00 14.40 207.40 B
4 226.00 188.40 39.60 15.00 225.00 E
5 231.50 205.00 26.50 1.90 3.61 :
6 236.80 214.00 22.80 -1.80 3.24
7 241.50 218.20 23.30 -1.30 1.69
8 248,00 221.40 26.60 2.00 4.00
9 252.50 221,90 30.60 6.00 36.00
10 253.00 234.70 18.30 -6.30 39.70 ¢
1 260.00 235.30 24.70 -0.10 0.01 i
12 261.00 236.20 24.80 0.20 0.04
13 261.50 300.00 ~38.50 -63.10 | 3981.60
14 271.70 ‘an na can
15 273.00 “ee sen cen
16 273.00 veu wee
17 276.00 van “ae ase
18 281.00 Y aea
19 332.00 cee cne aan
SIGMA 4826.40 2801.40 319.30 -3.70 | 5291.70
Xu 254.02 215.50 24.60
§2d = 5291.7/18-1

$2d = 293.98

sd = R 293.98 = 17.147/4.359

E.E. = 17.146/ R 14 = 17.146/4.359
E.E. =3.934

T cal = 24,6/3.934 = 6.253

T.95 = 1.7341

Ho = 1.7341 menor t H1 =t mayor 1,7341
Conclusion: sf hay diferencia estadisticamente significativa

entre los promedios de las muestras y se rechaza la hip6tesis
de nulidad.



REPOHTE PATOLOGICO

FROYECTO Mo, | ARIIAL [ sexo

FECHA DE AUTOPSIA

DO 8IS

!

Na

GRUPO ZOENTIFICARION MOERTE | < 1Hr | 3-SHrs] > B Wrs
ESPECIE ] C\;) MUERTET. [mosRTE M. JMuERIE T,

[PerosarBITAL

PERIODO DE PRUEBA (MESES)

PESG

[EABORATORIO OE TaXICOLOGIA

TECHICA (810}

HISTORIAGLINICA

LEGIONES MACROSCOPICAS

LESIONES MICROSCOPICAS

PROSECIOR
3 PESO DE LOS ORGANGS |
ORGAND| PESOD(q) |ORGANO| DESO(g) |ORGANO] PESO(g) |OReANO| PESolg)
Adrandd o Bpididimo,, Tisoldesy) fnlen '
x | 5 Cisgo
Rifen  p Tastisulen Pulmone Timo
2 3 Coraxdn Prostatal
Ovario p Hipefisis Sazo Utere
z Panaruagyl
Higado Gatomagd T.delgad
PESADO FECHA PESACO FECHA
BUPERVISOR FECHA

{ Fuente: PAUET G.E. and THOMSON R.: Standard oparatin procedures in patholeay
Univarsity ParK Press . Baltimore 1833 )

50



	Portada
	Índice
	Resumen
	Hipótesis    Objetivos
	Introducción
	Material y Métodos
	Resultados Macroscopicos
	Discusión
	Conclusiones
	Literatura Citada
	Apéndice



