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|| RESUMEN —"

75 ratones de la cepa NRM1 se dividleron aleatoriamente en 4
lotes. A cada lote se administrd, respectivamente, dosis de
letimida de 150 mg/kgsdia, y 50 mg/kg/dia, busulféan
2 mg/kg/dia (testigo positivo) y vehiculo (testigo negativo),
durante un periodo de 8 semanas. Finalizado tal tiempo, la
mitad de los animales fue sacrificada (37 animales) ¥y
sometida a estudios de motilidad y cuenta espermaticas asi
como a peso de testiculos, epididimo y vesicula seminal. Con
los animales no sacrificados se inicié un estudio de
reversibilidad durante otras 8 semanas, suspendiendo la
administracién de las sustancias en estudio. Al término de
esta etapa, los ratones se sacrificaron y seAevaluaron los
mismos pardmetros que en log animales del grupo anterior. A
lo large de todo el estudio de fertilidad (incluyendo el
periodo de reversibilidad), los ratones se acoplaron durante
una semana con hembras virgenes para determinar krado de
fertilidad e incidencia de dominantes letales. Los datos se
analizaron estadisticamente mediante prueba de analisis de
variancia unifactorial y t de Student, empleando un nivel de
significacion de p < 0.05. Los resultados obtenidos muestran
que no hay un efecto toxico aparente de la letimida sobre los

parametros de ferhilidad en el ratén macho.



" INTRODUCC ION ”

La letimida es un.a salicllamida basica desarrollada en Héxico
que esta considerada como candidato para ser introducida y ample&da
en el mercado del pais come un analgésico. Por tal razén, debe
someterse a una serie de estudios toxicoldgicos preclinicos con la

finalidad de conocer su seguridad.

Dentro de la vasta serie de estudios preclinicos que se
practican a un fdrmaco en desarrollo, se encuentran los de
fertilidad, en los cuales se busca saber si la sustancia no provoca
dafio a los organos responsables de los ciclos reproductivos tanto
masculinos como femeninos, y por tanto, si la fertilidad prevalece

sin alteraciones.

El presente trabajo tuvo como obJjetivo principal investigar
i la letimida producia efectos deletéreos sobre la fertilidad de

ratones macho de una cepa experimental determinada.

A fin de lograr tal objetivo, se administré la sustancia a
evaluar durando un periodo de 8 gemanas a un grupo de 48 ratoxie;
macho de cepa NRM1. Se administraron por via oral dosis de
50 mg/kgsdia -y 160mg/kg/dia. Terminada 1a administracidn, se
sacrificaron la nitad de los animales sometidos a tratamiento para
"caractefizat una serie de parimetros tales como movilidad y cuenta
espermitica, asi como determinar los pesos de organos involucrados

directamente con la funcién reproductora del animal, como lo son_los |



testiculos, el epididimo y la vesicula seminali los animales no
sacrificados pasaron por un periodo de suspension de 8 semanas en la
administracion de la letimida a fin de evidenciar reversibilidad de
un dafio eventual ocasionado por el farmaco, y al fin de tal etapa, se
llevaron a cabo examenes idénticos a los practicados sobre el primer
grupo de ratones. La duracién total del experimento fue de 16

Semanas.,

Paralelo a ias fages descritas, se llevaron a cabo una serie
de acoplamientos de los ratones con hembras virgenes, durante las
semanas ‘3, 7, 10 y 13 de tratamiento, con la finalidad de establecer
dominantes letales provocados por la letimida, y su ulterior

reversibilidad.

Para poder tener parametros de comparacion, fue necesario
‘utilizar lotes de ratones que constituyeron grupos testige, tanto
positivos (a los que sdlo se les administrs el vehiculo eppleado para
disolver el farmaco), como negativos (animales administrados con
busulfdn, una sustancia de la cual se conoce su marcado efecto sobre

la fertilidad).

Los resultados obtenidos se sometieron a los andlisis
estadisticos correspondientes (prueba  de -andlisis de variancia

unifactorial y t de Studént).



Con respecto al marco tedrico que precede a la parte
experimental de la tesis, se pretende no sole dar fundamentos que
sustenten las causas y los métodos involucrados en la realizacidn de
la misma, sino presentar un pancorama general de toda la serie de
pruebas toxicoldgicas preclinicas que se deben 1llevar a cabo para
evaluar la seguridad de una sustancia quimica, independientemente del
uso que posteriormente tenga, ya sea como farmaco o aditivo de
alimentos, entre otros. Al mismo tiempo, el marco tedrico permite
ubicar las pruebas de toxicologia de la reproduccién dentro del
contexto de los examenes preclinicos. La secuencia de los capitulos
esta disefiada partiendo de los conceptos generales del desarrollo de
fdrmacos hasta llegar a la especificidad de las funciones del aparato
reproductor del ratén macho, pasando por los conceptos basicos de
pruebas preclinicas y haciéndo especial énfasis en las pruebas de

fertilidad y reproduccidn.

Junto con lo anterior, se presentan los capitulos
correspondientes a la farmacologia de salicilatos y de salicilamidas,
ya que la letimida se considera un derivado de salicilato: Asginismo,
se presenta una seccién que describe generalidades acerca de agentes
algquilantes, principalmente del busulfén, ya que fue la sustancia

empleada en el trabajo experimental como testigo positivo.



1.~

“ OBJETIVOS "

Evaluar el posible efecto téxico de la letimida
sobre la fertilidad de ratones macho mediante la
valoracion de parametros esenciales de la funciodn

reproductora.

Presentar un panorama general de los estudios
toxicologicos preclinicos que se llevan a cabo para

establecer la seguridad de un farmaco.

Difundir los conceptos basicos de toxicologia
preclinica para inducir interés en la formacioén de

recursos humanos en esta disciplina.



I D ES A RROTLL O D E
M E DI CAMEDNNT O S

1.1 _OBTENCION DE NUEVOS EFARMACOS

El desarrollo cientifico y tecnolédgico de las Gltimas décadas
(principalmente desde el fin de la Segunda Guerra MHundial), ha
pernitido gran avance en numerosas areas de la salud, siendo notable

en la farmacéutica en lo que a desarrollo de nuevos medicamentos se

refiere.

Sin embargo, el lanzamiento de un nuevo producto farmacéutico
al mercado no es un procedimiento sencille, ya que atraviesa por
varias etapas, y a su vez, cada una requiere de un tiempo determinado

a fin de asegurar un producto de calidad.

Las etapas de desarrollo de un nuevo férmaco son las

siguientes¢24.82):
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1. Obtencidn del nuevo farmaco.
2. Evaluacldn farmacologica.

3. Evaluacion toxicoloégica.

1.1.1 Obtencidn de un nuevo fiarmaco potencial

Los nuevos farmacos pueden ser obtenidos por una de las

siguientes vias:

a) Accidental:
Cuando se manifiesta un efecto no anticipado en la
sustancia. De hecho, fue el primer camino empleado
desde la prehistoria para obtener y aplicar remedios

nedicinales.

b

-~

A partir de fuentes vegetales:

Este aspecto esta estrictamente relacionado con el
anterior, ya que del conocimiento popular de las
propiedades curativas de algunas plantas, se hizo
comin gue éstas fueran las primeras fuentes de .obtencién
de nuevos farmacos., Aun en nuestros dias, algunos de ellos

se siguen obteniendo de productos naturales.
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¢) Extraccién a partir de fuentes anjimales:

‘4

L:]

Generalmente, se obtienen por esta via reguladores

~

-

naturales, tales como hormonas y antisueros. Estas
sustancias provienen de subproductos derivados de un

determinado animal.

Descubrimiento de efectos adicionales:
Suele ocurrir que de forma accidental, o bien, por obra de
la casualidad, cuando se aplica una sustancia
para aliviar una dolencia determinada o semejante, pueden
llegar a surgir efectos adicionales al principal; edjemplo
de esto son las anfetaminas, las cuales no sdlo actuan
como estimulante del sistema nerviosc central (SNC), sinec
como depresores del apetito, de ahi que se utilicen en el

tratamiento contra la obesidad¢24’,

Identificacion empirica en relacion a un efecto
deseado:
En este caso, una sustancia, cuando se cree
que .es capaz de producir algun efecto farmacolégico
pero no se tiene informacién previa, se prueba
directamente con microorganismos o animales - inferiores

para determinar esos posibles efectos.

IPArine -1



f) Hodificacion quimica deliberada:
En  numerosas ocasiones ocurre que, conociendo 1a
estructura quimica de un farmaco, se llevan a cabo
alteraciones intencionales sobre la misma, a fin de
generar un compuesto nuevo que puede presentar las
mismas propiedades fisicoquimicas y farmacoldgicas
(isosterismo), o bien, alterarlas (geries

homélogas)<69),

Para que un farmaco pueda constituirse en medicamento, debe
cubrir clertas caracteristicas, tales como selectividad de accidén, no
presentar efectos colaterales y no ser téxico. Aungque no existe el
fdrmaco ideal, debe hacerse una discriminacién de los compuestos
obtenidos por las diversas vias descritas anteriormente, a fin de
identificar los que presenten las caracteristicas deseadas. Para
lograr tal objetivo, es necesario emplear ciertos métodos selectivos

y posteriormente someter los candidatos elegidos a biovaloracidnt¢24?,

1.1.2 Evaluacidn farmacologica

En la evaluacién farmacoldgica se emplean tanto las pruebas
de seieccién y biovaloracién como estudios cinéticos y metabdlicos.
Esto con la finalidad de establecer el comportamiento especifico del

farmaco evaluado¢247,
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a) Seleccion:

b

c

~

Se emplean un grupo especifico de
procedinientos los cuales determinan la dosis maxima
tolerada y se observa sl los efectos terapéuticos del
farmaco en cuestién se obtienen a dosis atdxicas. Se

enplean animales o métodos in vitrot24),

Biovaloracion

Mediante la bjovaloracion se determinan las relaciones
cuantitativas sobre la dosis o concentracién del farmaco y
la magnitud de la respuesta bioldgica que produce¢24?,
Tales relaciones quedan asentadas en términos tales como
Dosis efectiva, Dosis de no efecto, Indice terapéutico,

entre otros.

Estudios cinéticos y metabdlicos

Cuando un farmaco es un fuerte candidato a convertirse en
medicamento, es necesario estudiar < detalladamente los
procesos de absorcién, distribucién, ~metabolismo (o
biotransformacién) y excrecién relacionados al compuesto.
De esta manera se puede conocer la biodispohibilidad del
agente quimico, asi como la actividad y caracterizacion de

sus metabolitos y el tiempo de vida mediatsey,

Pigina - 5.



1.1.3 Evaluacion toxicoldédgica de nuevos candidatos

La finalidad que persiguen los estudios preclinicos
toxicoldgicos es la de demostrar que un farmace puede emplearse en
personas sin causar dafio y probar que puede ser eficaz en humanos

para el tratamiento de trastornos o enfermedadest¢44?,

Las pruebas prreclinicas emplean animales para
experimentacidn, tales como perros, roedores o monos, y comprenden
estudios de diversa indole. En secciones posteriores se ampliara la

informacién acerca de este punto.

1.1.4 Evaluacién clinica del nuevo compuesto

Una vez gue un firmaco ha pasado las pruebas preclinicas,
pasa a ser probadc en seres humanos directamente, con el obJjetivo de
determinar s8i el producto es eficaz para las indicaciones
terapéuticas proyectadas., Ademas, se definirdn los trastornos que

aparezcan al ser administrado el farmaco finalmente.

Es  importante mencionar que un farmaco gque va a ser probado
_en seres humanos, debe haber obtenido la aprobacién de los organisn;os
reguladores responsables para su empleo, tales como la FDA en 1los
Estados Unidos o la Secretaria de Salud en nuestro pals; de esta
ménera. no soélo se llava un control de los agentes quimicos en
desarrollo, sino que se asegura que los . individuos due participan en
los ensaydés clinicos no sufrirdn un  dafio téxico. letal o

irreversiblet44),
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2 EVALUACION
TOXICOLOGICA DE
NUEVOS FARMACOS

2.1 _GENERALIDADES

La primera nocién de toxicidad de una sustancia la dio
Paracelso al establecer que “No hay compuesto que no sea venenoso™ y
que "El grado de toxicidad depende de la dosis empleada”.

A partir de 1960, el desarrollo de la toxicologia como
ciencia ha tenido gran importancia, ya que cada dia el ser humano

estd expuesto a un numero creciente de compuestos quimicog¢8ey,

El concepto de “toxicidad de farmacos" tiene dos aspectos

diferentes entre sic¢24):

1.~ Respuesta adversa que puede aparecer en seguida
de ingerir una sobredosis de sustancia, traduciéndose

en un efecto exagerado de la accion terapéutica.

2.~ Aparicién de efectos secundarios, los cuales no estan
relacionados directamente a la accidén terapéutica del
farmaco, . y cuya ocurrencia puede limitar el uso de

los agentes que los producen.
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En cuestion de medicamentos, no se puede asegurar que un
farmaco sea totalmente seguro, y frecuentemente sucede que los que

presentan un buen efecto terapéutico son los mas toéxicos.

El estudio de la toxicidad de;un nuevo farmaco debe tener

_como objetivo principal detectar riesgos potenciales de la sustancia
sobre el ser humano, y debe considerar, para una evaluacién

consistente y confiable, el periodo de administracién asi como la

potencia y toxicidad de farmacos estructuralmente analogos ya

estudiadog¢14.88>, E] conocimiento de estos riesgos permite

establecer las medidas preventivas adecuadas, lo cual repercutira en

una seleccidn de fArmacos mas rigida y segura.

2.2 DISENO DE PRUEBAS EXPERIMENTAUES

La toxicologia experimental permite disefiar pruebas .que
facultan la determinacidén del potencial que un farmaco tiene para
ocaslonar daiio, y de esta manera emitir conclusiones acerca de los
niQeles minimos y méximos de exposicidén a la sustancia para prever

reacciones contrarias a las que se pretenden¢ee’,

Para diseiiar una buena prueba . toxicoldgica, deben

considerarse los giguientes pardmetros:

1. Animales: En el cuadro 1 se mnuestran las especies

animales més utilizadas¢47),
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CUADRD 1, GNINALES PARA EXPERINENTACION,

Especie % Empleado en Pruebas
Perro 27
Roedores 22
Mono 21
Otros 14
Gato 8
Cone do 4
Rana 4
Las caracteristicas ideales de un animal para

experimentacion son(47):

* Menor a 1 kg de peso.

% Facil de ser sangrado.

* Poder alimentarlo y mantenerlo en el laboratorio
sin problemas extremos.

* Faclil de ser administrado por varias rutas.

* Periodo de vida corto.

* Fisiologia semejante a la del ser humano.

Es también importante considerar, para la eleccién de un
animal de experimentacién una serie de factores que pueden
influir en la respuesta tdéxica. Estos factores comprenden
la diferencia de especies, razas, sexo y edad, condiciones
ambientales’ de - experimentacién, ritmos circadianos y ‘de
temporada, dieta y las diferentes vias de administracioén,

principalmente¢78?,
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2. Provision ante problemas: No sélo la adecuada eleccién
de un animal como modelo experimental es importante para
hacer una evaluacidén segura. Es necesario considerar y
prever los problables obstdculos que se presentarian y que
desencadenarian Juicios erréneos; entre los problemas mas
comunes que se¢ deben controlar estan los relacionados con
la pureza del farmaco, efectos sobre el peso de los

animales, farmacocinética, el g!?,ido de prediccién y los

requerimientos de las autoridades reguladoras¢76>.

Debe tenerse en cuenta que, a pesar de someter el farmace a
toda una serie de examenes toxicolégicos y haber obtenido resultades
negativos, no significa que en un momento dado no surja algin efecto
imprevisto. MHuchos de los efectos toxicos e indeseables no son
detectados sino hasta que el fdrmaco permanece tiempo considerable en

el mercado.

Previo inicio de las pruebas toxicoldgicas, es necesario

tener en mente tres premisas importantes¢8s>:
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1.- Cualquier farmaco en dosis suficientemente alta,

sera toxico.

2.~ Los datos de toxicidad obtenidos a partir de los
érganos blanco de los animales de experimentacion

pueden ser similares a los del hombre.

3.- No hay pruebas que garanticen la totalidad de

seguridad de un farmaco.

Las pruebas toxicoldgicas que se llevan a cabo para evaluar

un farmaco son las que a continuacidén se plantean:

2.3.1 TOXICIDAD AGUDA(27,44,.65.68,70)

La toxicidad aguda es aguella que se produce inmediatamente o
en corto tiempo después de la absorcion de una sola .dosis

suficientemente alta o de varias repetidas.

Involucra una expresidn cuantitativa, que es la DLso (dosis
letal cincuenta) que se define como la dosis calculada
estadisticamente, que produce la muerte a la mitad de los

animales de un lote de experimentacion.
Para determinar la DLso, es necesario administrar el farmaco

de prueBa al menos por dos vias diferentes, y una de ellas

debera ser parenteral para asegurar la absorcién del farmaco.
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Generalmente se wutilizan cuatre especies distintas de
animales de experimentacidén, siendo una de ellas un no

roedor .

Los obJjetivos principales de la DLso 8e presentan en el
cuadro 2, mientras que en el 3 se observan los objetivos que
persigue el estudio de toxicidad aguda al ser practicado en

roedores y en no roedores¢€s’,

CUADRD 2, OBJETIVOS GENERALES DE LA DLy

Comparar la toxicidad de sustancias
estructuralmente semejantes

Controlar lotes de sustancias para verificar
su elaboracidn.

Detectar diferencias en lotes para analizar
si la formulacién altera su potencia.
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CUADRD 3, DBJETIVOS ESPECIFICOS DE LA DLso.

OBJETIVO ESPECIFICO ROEDORES H0 ROEDOAES
Establecer DLso X

Establecer DLioc minima X X
Establecer dosis maxima

sin efecto X X
Observar reacciones

evidentes X

Determinar tiempo de

recuperacién X X
Determinar tiempo de

nuerte X X
Seleccionar dosis para

estudios de dosis repetida X X
Predecir reacciones téxicas

por sobredosis en el hombre X X
Determinar DLso en

animales geriatricos o

Jévenes X

Establecer cambios en

organismos con deficiencia

renal o hepatica X

Determinar potenciacioén de

toxicidad por interaccion

con otros farmacos X

Prediccion del grado de

absorcidn del farmaco X
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2.3.8 TOXICIDAD SUBAGUDA 0

En el cuadro 4 se resumen las condiciones
experimentales necesarias, mientras que en el 5 se
muestran los oblJetivos que la toxicidad subaguda (o

toxicidad con dosificacidn reiterada) persigue.

En los cuadros 6 y 7 se pueden observar,
respectivamente, las pruebas que se verifican en los
animales tratados, asi como los organos que se

colectan para estudios de patologia.

CUADRD &, OBJETIVOS DE LOS ESTUDIOS DE TOXICIDAD
€04 DOSIFICACION REITERADA,

Conocer - la naturaleza de los efectos ' toxicos
(disfuncién y probable reversibilidad).

Investigar diferencias de sensibilidad  entre
especies y sexos.

Establecer dosis respuesta y dosis maxima no
efectiva para cada especie.

Evaluar ‘la tolerancia.
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CUADRD §. CONDICIONES EXPERINENTALES PARA LOS ESTUDIOS DE
TORICIDAD CON DOSIFICACTON REITERADA.

Empleo de dos especies animales, una de ellas
roedor,

Utilizar animales macho y hembra.

Tres niveles de dosis:

Alta: Que provoque camblos en el Jd4rgano
blanco ¥y con marcados efectos
colaterales.

Media: Que produzca sélo efectos colaterales.

Baja: Asintomiatica o con efectos colaterales
ninimos.

Administracién por via propuesta para humanos.

Administracicn por periodos mayores a dos
semanas .
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CUADRD &, GBSERVACIONES Y PRUEBAS A FRACTICAR EN ANIMALES EN LOS ESTUDIOS DE TOXICIDAD COM

ADNIRISTRACION REITERADA.

Observaciones Generales

Hematologia

Quimica sanguinea

Electrolitos séricos

Orina

Pruebas especlales

Patologia

Apariencia Peso
Actividad Excretas
Consumo de alimento

Consumo de agua

Examen fisico general

Hemoglobina Reticulocitos
Globulos roJos Hematocrito
Cuerpos de Helinz Plaguetas
Glébulos blancos

Nitrégeno urico

Creatinina

Glucoga

Proteinas

Electroforesis

Fosfatasa alcalina

Transaminasa glutamico piruvica
Transaminasa glutdmico oxalacética
Lactato deshidrogenasa

Tiempo de coagulacidn

Tiempo de protrombina

Na, K, Ca, Cl, Mg

Pruebas fisicas, quimicas y
microscoplicas de sedimento

Funcién tiroidea

Tolerancia a glucosa

Acido lactico

Colesterol
17-cetoesteroides urinarios
Triglicéridos

Concentracién de farmaco en
orina y plasma

Examen macro y microscéopico de
organos post-mortem
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CUADRD 7, ORGANDS A EXAMINARSE PARA EXANENES PATOLOGICOS

Rifién

Suprarrenales
Higado

Vesicula biliar
Pancreas
Estomago
Duodeno

Ileon

Yeyuno

Colon

Nodos linfaticos
-Mesentérico
-Cervical
-Axilar

Piel

Glandula mamaria
Vediga

QOvarios

Utero

Testiculo
Vesicula seminal
Epididimo
Préstata

Nédula dsea
Tino

Corazon

Pulmodn

Aorta

Glandula salival
Tiroides
Paratiroides
Traquea

Esofago

OJo

Nervio optice
Cerebro

Pituitaria
Lesiones gruesas .
Sitios de aplicacion

2.3.3 TOXICIDAD CRONICA44.88)

Para.un. estudio de toxicidad crénica es necesario se

administre el agente gquimico durante un plazo largo,

es decir, por mids de 90 dias. La tnica diferencia con

los estudios subagudos es la dosis.

Existen dos tipos de toxicidad croénica:

a) -Toxicidad crénica “per se"

La prueba se lleva a cabo durante un periodo

largo de la vida del animal.
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b) Toxicidad crénica permanente o

carcinogenicidad

La prueba se realiza durante toda la vida del

animal.

Las caracteristicas experimentales y
objetivos generales de la toxicidad subaguda
son nuy semejantes a la de la toxicidad
crénica. La uUnica diferencia existente es 1la

dosis, que en la toxicidad crénica es menor.

2.3.4 ESTUDIOS ESPECIALES

Los estudios especiales se verifican cuando se
requiera, a partir de los datos arrojados por las
pruebas antes descritas o bien dependiendo del uso
gque se haya previsto al medicamento en prueba. Entre

los estudios especiales se encuentran:

a) Toxicologia de la reproduccidn¢14.85,68.702

Las pruebas de reproduccién estdn divididas

en tres etapas:
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* Etapa 1: Reproduccidn

Esta diseflado para determinar los efectos
de un compuesto sobre la fertilidad y el
rendimiento reproductivo en general. En la
siguiente seccidén se presentard un andlisis mds

detallado acerca de este rubro.

* Etapa 2: Teratogénesis (teratog = monstruc)

Estudia los efectos de una sustancia sobre
el embrién y el feto, ‘tras administrarla a la
madre. Las anormalidades de la progenie pueden
producirse si la sustancia se
administra en el periodo en que el desarrollo
embrionario y fetal se lleva a cabo mas
rapidamente. E1l andlisis de los productos puede
hacerse ya sea sacrificando a las madres.previo
el dia del nacimiento de sus crias o bien post-

partum.

* Etapa 3: Estudio perinatal y postnatal

Ayuda a elucidar la toxicidad que un compuesto
puede eJjercer sobre las crias durante ' las

etapas de lactancia y desarrollo.
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b)

c)

Mutagenicidad

Los estudios nutagénicos se enfocan a los

efectos de un agente quimico a nivel genético.

No existe un sistema que caracterice a todos los
mutagénicos, de ahi que sea necesario
'

hacer una gran variedad de pruebas.

Carcinogenicidad¢14.85,70?

Los trabajos de carcinogenicidad se ocupan de
evaluar sl la sustancia genera tumores
malignos tras la exposicidén a pequeilas dosis

por periodos largos de tiempo.

Weisburger y Williams¢®8> marcan dos tipos
de sustanclas oncogénicas: los = carcinégenos

de acciodn directa y los epigenéticos.

Los estudios de carcinogenicidad se
recomienda realizarlos en las slguientes

circunstancias:

a) Si el compuesto o sus metabolitos estan
egtructuralmente relacionados con un
carcindgeno conocido y s8i el. farmaco se

administrara por periodos prolongados.
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d)

b) 51 durante el desarrollo de 1las pruebas
previas se observa un numero elevado de
tumores o éstoes no son ‘iguales a los

desarrollados por los animales testigo.

c) si el farmaco presentd resultados
positivos en los estudios de nutagénesis y

teratogénesis.

d) Si durante la prueba hay un alto indice de

mortalidad.

Adicciones(¢14?

Se realizan pruebas de dependencia a la droga
cuando ésta va a influir en el sistema

nervioso.

Este es un rubro en ocasiones dificil de
evaluar, ya que las reacciones de un animal
son, en numerocsas ocasiones, diferentes ‘a las

del ser humano.

No obstante, hay clertos parampetros que
pueden dar informacién, tales ~como la
euforia, la alucinacion [} desérdenes de
percepcldn,
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3 TOXICOLOGIA DE LA
REPRODUCCION

3. 1 _GENERALIDADES

La toxicologia de la reproduccién es una vertiente de 1los
estudios de aseguramiente de la inocuidad de agentes quimicos, y
éérmite evaluar los efectos que éstos pueden ocasiocnar sobre las
&iferentes etapas del ciclo reproductivo, las cuales se presentan en

el cuadro 8¢50),

CUATRD B, ETAPAS DEL CICLO REPRODUCTIVD

*

Gametogénesis

*

Copulaciodn

* Fertilizacion

* Periodo de preimplantacidn
* Implantacién‘

%* Periodo embrionario

* Periodo fetal

* Parto

*

Lactancia

* Desarrollo post-natal y pubertéd.
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Estudios de este tipo presentan gran importancia, ya que, por
un lado, la supervivencia de cualguier especie animal, incluyendo al
hombre, se fundamenta en la procreacidn, y para tal, se requiere de
un aparato reproductor integro. Por otro lado, en nuestros dias se
manejan una gran cantidad de agentes quimicos capaces de desarrollar
diferentes grados de toxicidad sistémica. Solventes, materias primas,
metales y farmacos, entre otros, son capaces de producir dafio al

aparato reproductor¢17.18>,

Desde hace ya algunos aiies, la toxicidad del aparato
reproductor se ha convertido en un asunto de salud publica, ya que
hay una alta incidencia de infertilidad¢18.363 El primer reporte de
toxicidad a nivel de aparato reproductor se da al final del siglo
XIX, con . grupo de trabajadores intoxicados con plomo¢4?. Hasta
nuestros dias, existe un vasto cumulo de informacién acerca de los
dafios ocasionados por sustancias quimicas, que comprenden, entre
otros, disminucién de la 1libido, azoospermia, oligospermia,
infertilidad, malformaciones de los productos, abortos espontaneos,

defectos en el desarrollo y diversos grados de retraso mentalt¢18,38),

La evaluacién del grado de toxicidad en el aparato
reproductor es dificil de estimar en el ser humano.‘ya que los
procesos que en 81 se desarrt;llan son compledos, indapendiehtementg
del largo tiempo que . transcurre para que el hombre alcance una

"madurez sexual completa¢i?.18),
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Sin embargo, se emplean modelos experimentales aplicados a

animales para poder comprender los mecanismos téxicos que los agentes

gquimicos producen.

Estos procedimientos se encuentran regulados por diferentes

instancias, tales como la Food and Drug Administration (FDA) de los

Estados Unidos,

y se encuentran divididos en tres segmentos,

cuales se describen en la tabla 8¢4.6.137,

TABLA @, ESTUDICS FRACTICADOS €N TORICOLOSIA DE LA REPRODUCCION

Segmento Gbjetivo
I: Proveer informacidn de
Reproduccion y la capacidad de ferti-
fertilidad lizacidn y de reproduc-
cidén.
Se centra en la funcion
gonadal, ciclo estral,
conducta de apareamien-
to, velocidad de concepcion
¥y primeras etapas de gesta-
cion.
I1 Determinar si el. agente
Teratogénesis quimico probade posee poten-
cial embriotdéxico o terato-
génico.
III Establecer los efectos del
Periodo pre agente quimico sobre las
y postnatal (ltimas etapas de gastacion
parto y lactancia.
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Los animales de experimentacion que se emplean en los
estudios de toxicologia de la  reproduccién son  roedores,

principalments.

Para evaluar la funcidén reproductiva de animales macho, se
llevan a cabo examenes funcionales, norfologicos y

biogquimicos¢17.182,

3.8.1 Parametros funcionales
1) Eficiencia de reproduccion

Fundamentalmente anpaliza la conducta sexual del
macho. Es decir, numero de montas, intromisiones y
eyaculaciones.

2) Perfil de fertilidad

~

Este tipo de perfiles es util para evaluar tanto la
funcién reproductora como los dominantes letales. El
macho se acopla durante un periodo de 7 dias con’ una
“hembra a vfin de qué ésta pueda atravesar por un

ciclo estral.
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Cuandoe ge ha finalizado el periode de acoplamiento,
se sacrifica la hembra aproximadamente al
decimotercero dia de gestacién, analizando tanto
dtero como fetos.

Haciendo acoplamientos seriados, es posible evaluar
la funcidén blologica de los espermatozoides, al
mismo tiempo que se obtiene un perfil grafico, el
cual presenta una relacidn inversamente proporcional
en cuanto al tiempo de la fase de espermatogénesis

daflada por un agente quimico.

3.8.2 ParAmetros morfoldgicos

1) Patologia gruesa

2

~

Un agente quimico puede alterar el peso o el volumen
de los érganos que componen el aparato reproductor
masculine, incluyendo glandulas como la pituitaria y
las suprarrenales. El examen patoldgico ~grueso

resalta tales alteraciones.

Histopatologia

El. examen microscopico de testiculos, présfata.
vesicula seminal, epididimo y glandulas coagulanteés
permite analizar detalladamente la ultraestructura
de egstos organos y estimar el dafio producido por-una

sustancia quimica.
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Para poder 1llevar a cabo un examen adecuado, se
verifican técnicas especlales de fijacién de drgano

y corte y tefildo de los mismos¢3s),

3) Andlisis de semen

El analisis de semen consiste en hacer una
evaluacion visual de la motilidad de
espermatozoides, asi como una cuenta de los mismos
expresada en millones por mililitro. Asimismo, se
realiza ur; estudio de la morfologia del
espefrnat.ozoide para localizar anomalias en su.

estructura¢73 - 75>,

Otro método para evaluar el semen (en especial el
del humano) es producir una fertilizacidén in vitro
con oOvulos de animales de experimentacidén {(como
hamsters); en este caso, tnicamente se observa la
capacidad de penetracidén del espermatozoide al évulo
y el grado de descondensacidn de la cabeza de 1la

célula masculina¢80?,

3.82.3 Parametros bioquimicos

1) Aspectos moleculares

La toxicologia de la reproduccién utiliza las rutas
bioquimicas realizadas por el esperma (t.a]:es como

respiracion, sintesis de  dcidos  nucléicos o
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2

3

4

~

-

~

actividad enzimatica) para poder evaluar la

toxicidad de un agente gquimico.

Funcidn de células accesorias

Tanto las células de Sertoli como las de Leydig
contribuyen a nutrir y transportar enzimas al semen.
Al evaluar la funcidén de estas células, se puede

conocer Si se ha presentado toxicidad.

Estado hormonal

Al ser el testiculo un Jrgano con funciones
hormonales y espermatogénicas, una alteracién de las
vias de sintesis de hormonas puede repercutir en el

proceso normal de espermatogénesis.

Separacion de células easpermatogénicas

Para completar un estudio detallado de fertilidad,
es importante 1dentificar el tipo de células
involucradas en la espermatogénesis con la finalidad .
de establecer las caracteristicas de cada tipo y sus
posibles modificaciones, asi como la de determinar
la afinidad de las células hacia diferentes agentes

quimicos o metales(34’,
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2.3 PRUERBAS QUIE SE PRACTICAN PARA
EVALUAR_ IL.A FUNCTION REPRODUCTIVA
EN HEMBRAS

Los examenes que se llevan a cabo para las hembras son menos

extensos que los practicado en machos, sin embargo, se consideran

parametros semejantes(17.18),

3.3.1 Pardmetros funcionales

1) Eficiencia reproductiva

2

~

En este examen se evalua la capacidad de la hembra
para concebir y desarrollar preflez, asi como 1la
capacidad tanto de la madre como de las crias de

gobrevivir.

La eficiencia reproductiva se emplea para estudiar
toxicidad cronica, generalmente. Al igual que con
los machos, pueden hacerse apareamlentos seriados
para de esta forma determinar el grado en que una
sustancia quimica puede alterar la fertilidad de 1la

hembra.

PRertilizacicdn

En' las pruebas de fertilizacidén se consideran  las
tras etapas que en ella se llevan a.cabo, es decir,
la penetracién del hueve por el espermatozoide, la
activacion del huevoe y la unidén de los nicleos de
las células. El examen puede hacerse tanto .in vivo

como in vitro.
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3.3.2 Parametros morfoldégicos

a) Patologia gruesa

b

~

De forma semejante a como se explicd para los
machos, las hembras también deben ser examinadas en
cuanto al estado general del aparato reproductor se

refiere, tanto en apariencia visual como en peso.

Histopatologia

Por diversas técnicas de microscopia se examinan
vagina, cervix, utero, trompas de Falopio, ovarios,
y glandulas pituitaria y suprarrenales, a fin de

detectar anomalias en su estructura.

3.3.3 Parametros biocquimicos

1) Aspectos moleculares

El estudio de los receptores de hormonas tanto en
nicleo o citoplasma celulares es de importancia en
los estudios de toxicologia de la reproduccidn, ya
que hay agentes quimicos gque pueﬁén competir por
estos receptores modificando el efecto normal dé las

hormonas.

También se lleva a cabo un analisis bioguimico de
los  fluidos vaginales y uterinos. 'En animales
grandes, como el perro.o el mono, se pueden realizar

examenes de fluidos foliculares del ovario para
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determinar en sus componentes si ha habido
alteracion del organo por causa de un agente

quimico.

2) Funcion de células accesorias

En este punto se evalua la funcion de las células de
la teca y de la corteza del ovario, las cuales

presentan relativa actividad hormonal.

3) Estado hormonal

Durante el cicle estral de una hembra, se producen
hérmonas en distinta cantidad, segun la etapa en la
que el ciclo se encuentre. La estimacién de los
diferentes niveles hormonales involucrados en la
manutencidén del cicle ovarico normal sirve para

determinar la actividad gonadotrépica.

3.4 DOMINANTES ILETALES
La prueba de dominantes letales puede ser utilizada  para

evaluar tanto la fertilidad de machos como la de hembras, dependiendo

del sexo del animal expuesto a un agente quimico.

Leber define a las mutaciones dominantes letales como “un&
influencia controladora la cual conlleva a la muerte debido a una
variacién heredada en una especie biolégica™, y el propésito del

estudio es la ‘deteccidén de agentes capaces de producir aberraciones
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CromoSOmicas en las células germinativas y por tanto, tener capacidad
de afectar la vida de la progenie¢36’, Esta afectacién puede
manifestarse desde la exposicion de las células germinativas
masculinas o femeninas incapacitdndolas para la fertilizacidén, hasta
la muerte de los gametos o embriones. El principlo en que esta prueba
estd basada es a nivel genético, ya que hay rompimiento de
cromosomas, lo cual comunmente produce modificaciones en la
segmentacion primaria de éstos; hay, como consecuencia, monosomia y
trisomia desencadenando la muerte temprana o tardia (respectivamente)

de los productos¢28?,

Los dominantes letales siempre se van a estudiar en hembras,
y segun Bateman, las variantes de los dominantes letales son las que

a continuacidén se describent@’:

1.- Pérdida de implantacion
El huevo fertilizado se rlerde, sin culminar su

implantacidn definitiva.

Este tipo de dominante letal sélo se puede determinar
mediante el examen microscépico de los huevos
‘preimplanéados. a fin de distinguir los no fertilizados

de los que presentan el dominante.

2.~ Deciduomas
Este término define a un tumor benigno que tiene origen
decidual. Es decir, que el huevo fertilizado induce un

desarrollo de decidua, pero no hay capacidad de producir
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un posterior crecimiento. La decidua se desarrolla hasta
un limite y posteriormente se necrosa, formando una
especie de coiagulo. Al deciduoma se le da el nombre de
“reabsorcién embrionaria”, término gque no es correcto, va
que en ningin momento se desarrollé un embrién. El
deciduoma se compone de fibrina que encapsula eritrocitos
y leucocitos. A simple vista, se aprecia Junto al

deciduoma un coagulo de sangre.

Trofoblasto sin feto

Tal dominante letal presenta como caracteristica un huevo
normalmente dividido, pero no es capaz de llevar a cabo

diferenciacidén celular.

Se aprecia como una esfera de apariencia esponJjosa,

producida por células del trofoblasto.

El trofoblasto puede ilesar a desintegrarse y fundirse
con el deciduoma formando el conjunto denominado “"muerte

temprana post-implantacion”.

Muerte fetal

En este caso, el feto presenta un tamafio muy pequeiio, a
pesar de apreciarse a simple vista como un producto
formado totalmente. Es caracteristico gque el feto
presents - un color palido o blanquecino debido a una

deficiencia eritropoyética.
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Tambiéh o5 coman encontrar fetos macerados, es decir, en
via de desintegrarse, tanto en el interior del saco
vitelino como en el exterior de éste, previa ruptura del

mismo.
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” 4 SALICILATOS “

4.1 INTRODUCCION

Los salicilatos son un grupo de drogas que tienen en comun el
radical 2-hidroxibenzoato¢84)., Se encuentran comprendidos en un gran
grupo farmacoldégico denominado agentes analgésicos, antipiréticos y
antiinflamatorios¢15.22.20,44,81) y tienen como ventada el ser del
tipo no narcético, de tal forma que ejercen su accidon farmacologica
8in necesidad de disminuir la sensibilidad o el estado de conciencia,
contrariamente a lo que producen los analgésicos narcdticos (como la

morfina), ademis de que no causan dependencia ni toleranciat¢30.51),

De una serie de sustancias que se han utilizado durante afios,
los salicilatos ocupan los primeros lugares, ya que se han empleado
desde los tiempos de Hipdcrates debido a que la quinina, la quinidina
y la corteza de quino los contienen¢15), La corteza de sauce blanco
(Salix alba vulgaris) es rico en salicina, la cual por hidrdlisis se
descompone en glucosa y alcohol salicilico. Este ultimo es capaz de
transformarse en &cido tanto por mecanismos in vivo como in
vitro¢156.22), QOtras fuentes naturales que contienen precursores de
salicilatos son la Spiralia ulmaria (pariente de la rosa), y otras
variedades del género  Splraecatit.22.44,84), Actualmente, los
. salicilatos son sintetizados, mas que extraidos de- sus fuentes

naturales.
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En la terapéutica, los salicllatos mas utilizados (Ver figura
1a) son el salicilato de sodio, las amidas y los ésteres metilicos
del dcido salicilico y el acido acetil salicilico, cominmente llamado

“aspirina"¢11.64,77),

4.2 ACTIVIDAD TERAPEUTICA Y
EARMACOLOGICA. DE LOS SALICTLATOS

Los salicilatos tienen tres efectos terapéuticos importantes:

analgésico, antipirético y antiinflamatorio.
4.2.1 Analgesia

La analgesia se define como la pérdida de sensibilidad al
dolor. El dolor es considerado un mecanismo protector del
cuerpo; suele producirse generalmente por un daflo
tisular, y obliga al individuo a reaccionar en forma -

refleja para suprinir el estimulo doloroso¢29?,

El dolor se percibe por receptores, terminales nerviosas
libres dispersas por todo el organismo; los receptores
son susceptibles a ser estimulados por tensidn o daiio
mecénico (receptor mecanosensible), calor o frio
(receptor termosensible) o bien, por sustancias quimicas
(receptor quimiomensible), tales como btadiclnina;
serotonina, histamina, iones potasio, acidos,

prostaglandinas, acetilcolina y enzimas proteoliticas.
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Es caracteristico de estos receptores no adaptarse al
estimulo recibido, si bien suelen, pasado el tiempo,
magnificar la sensacién de dolor come necanismo de

alerta.

El estimulo doloroso, dependiendo del tipc que sea (agudo
o crénico), se transmite por diferentes vias nerviosas .
hasta llegar al tallo cerebral y al talamo, donde se
desencadena la respuesta correspondiente. El cerebro
tiene capacidad de controlar el grado de recepcién de la
sefial del dolor mediante un sistema analgésico que libera
sustancias de +tipo opidceo, tales como 8-endorfina,
metencefalina, levencefalina y dinorfina, entre

otrag¢29),

El efecto de los salicilatos en la analgesia es
probablemente debido a que inhiben 1la sintesis de
prostaglandinas; este mecanismo fue propueéto por VYane en

1971¢22,30,82)
Las prostaglandinas son sustancias enddgenas sintetizadas
y almacenadas en todo el cuerpo, y facilmente liberadas

ante estinmulos diversos.

Las prostaglandinas, dependiendo de su tipo, pueden ser

vasodilatadoras o vasoconstrictoras, y son capaces de
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sensibillzar receptores del dolor al estimular por via

mecdnica o quimica¢29.20)

El alivio del dolor es de tipo periférico, y puede

involucrar efectos sobre el SNCt¢2z2),

Los salicilatos son eficaces analgésicos contra dolores
de intensidad baJa o moderada, tales como cefaleas,
mialgias, artralgias, entre otros. Son poco efectivos en

dolor de tipo visceral<15.22,44),
4.8.B Antipiresis

La £flebre puede ser producida por anomalias en el
encéfalo, dafio tisular, inflamacidén, rechazo de injertos,
procesos malignos o por sustancias gque afectan
directamente los centros reguladores de la temperatura,

los cuales se localizan en el hipotdlamo(18.22.44),

El efecto antipirético de los salicilatos depende de la
normalizacién de las neuronas termosensibles y es de tipo
no especifico¢15.81), La caida de temperatura se debe
también a la dilatacidn de vasos sanguinéos
superficiales, permitiendo una disipacién de célor

aceleradat44?,
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4.8.3 Antiinflamaciop

Una inflamacion es una manifestacién de lesion tisular,
Al dafiarse un tejido, libera sustancias que producen
clertos camblos. Las caracteristicas de una inflamacidn
son: vasodilatacion local, aumento de la permeabilidad de
capilares, coagulacién por fibrindgeno y otras proteinas
y tumefaccidén celular. Entre las sustancias que producen
inflamacion se encuentran histamina, bradicinina,
gserotoninas, prostaglandinas, productos de reaccioén del

sistema de coagulacidn de la sangre y linfocinas(29?,

Los salicilatos son ampliamente usados en el tratamiento
de procesos reumidticos e inflamatorios, tales como la
artritis reumatoide o la fiebre reumatica, entre

otrog(1s,22,44,51)

Debido a las propiedades farmacologicas principales de
los salicilatos, se emplean para tratar padecimientos

analogos a los que estas sustancias remedian.

4.3.1 Absorcidn

La via de absorcidn mas frecuente para salicilatos es la

oral¢22), Actualmente, hay una gran variedad de formas
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farmacéuticas para salicilatos, especialmente para la

aspirinac¢e7.69),

Ya sea que el salicilato se administre por via oral en
solucién o en tabletas, la absorcién del medicamento se
lleva a cabo a través de las membranas del tracto
gastrointestinal, principalmente en el estémago y la
parte superior del intestino delgado¢22.44.851.84> debido
a que el pH estomacal favorece la forma no ionizada del
salicilato. la absorcién de salicilatos se dn. por

difusién pasiva, y es un proceso rapido¢is.®2),

Otras vias de administracién, tales como 1la rectal,
disminuyen la velocidad de absorcién. La via dermal

favorece una ripida absorcidén del salicilato.
4.3.2 Distribucidn

Una vez absorbido, el salicilato pasa al  plasma,
distribuyéndose practicamente por todo el organismo.
Tanto en plasma como en tejido es transformado. La.
aspirina, por ajemplo, es hidrolizada por estearasas,

formando acetato y salicilato<44.51>,

‘Los  salicilatos se unen fuertemente a proteinas
plasmaticas, en especial a la albimina¢18.84), La unién

involucra al grupo carboxilo del salicilato¢18>,
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4.3.3 Biotransformacidn

Los salicilatos son biotransformados en muchos telidos,
pero principalmente por el reticulo endopldsmico vy
mitocondrias hepaticas; los metabolitos principales de
los saliclilatos son el dcido salicilurico (conjugade con
glicina), éter o glucurdnido fendlico y el éster o acil
glucurénido. Otros metabolitos son el acido gentisico, el
acido 2,3-dihidroxibenzoico, y el acido 2,3,5-
trihidroxibenzolco¢22.44,64>  La figura 1b mnmuestra un
esquema propuesto por Smith¢64? para sintetizar 1la

biotransformacion de ios salicilatos.

ooy
o
ACIO0 SALECILICO.
0COCH3
OH

, KETIL SALICILATD
COOH
00CCHy
AC100 ACETIL SHLICILICO

“FIGURA 1a. SALICILATOS MAS ENPLEADOS EN LA TERAFEUTICA
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SALICILATO

100 SALICILICH
e
CRGANISHD
GLUCLRENTDOS 4100 SALICILINICD
#2100 SALICILICO - -
B RW. (RONISO CRCANISH
GLUCRONIDES ACT00 SALICILIRICD
MR & ORIWA

Figura {b, METABOLISHO DE SALICILATOS
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4.3.4 Excrecion

Los palicilatos son excretados por via urinaria, y se
eliminan a modo de metabolitos. Poco salicilato se
excreta sin ser bilotransformado. El pH de la orina
determina la cantidad de metabolito libre, Con orina
alcalina, por eJemplo, se puede excretar hasta el 85% del

salicilato en forma libre¢18.22,44,684),

4. 4 _TOXTCOLOGIA

Las manifestaciones téxicas originadas por la administracién

de salicilatos pueden dividirse en dos grupos:

a) Las originadas por consumo prolongado o crémico

En este caso, la intoxicacién toma el nombre de
salicilismo¢12,22,44,581,684,69), y presenta diversos
sintomas tales como cefaleas, mareo, zumbido en los oidos,
dificultad auditiva, visién borrosa, confusién mental,
cansancio, somnolencia, sudoracién, sed, hiperventilacién,
ndusea, vomito diarrea y en ocasiones, alteraciones al
SNC, fiebre, deshidratacién y desequilibrio 4dcido-
haset¢12.22), Otro efecto secundario de jimportancia esta
relacionado con la produccién. de disturbios en  la
cosgulacién; al inhibirse la sintesis del Tromboxano. Az,
qué " interviene en los procesos de agregacion

plaquetariati®),
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También puede desarrollarse una hipersensibilidad a los
+

salicilatos, aunque es una afeccidén poco comin¢22,84)>

b

~

Intoxicacidon aguda

La intoxicacién aguda se presenta cuando se ingieren
elevadas cantidades de zalicilatos (entre 10 y 30 gramos

por dia).

Los sintomas mas frecuentes en. la intoxicacién aguda por
salicilatos comprenden una hiperventilacién excesiva que
conlleva a una alcalosis respiratoria y posteriormente a
una acidosis respiratoria y metabdlicati2.44>, Los
sintomas descritos en el salicilismo se presentan en su
mayoria, acentudndose los disturbios en el SNC y 1la

hipertermia.

El tratamiento .para combatir tanto el salicilismo como 1la
intoxicacion aguda aparece en una serie numerosa de trabajos, y
comprenden operaciones para abatir la sintomatologia y la acidosis

metabdlica(22.44,64,60)
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| 8 LETIMIDA ]

Las salicilamidas son un grupo de sustancias derivadas del
acido acetil salicilico. La figura 2 muestra la estructura general de

una salicilamidat¢18),

Hy
OH

FIGURA 2, ESTRUCTURA DE LAS SALICILANIDAS,

Las salicilamidas presentan una acciodn terapdutica igual a la
de -su precursor.. Sin embargo, tienen actividad menor que los demas

salicilatog¢15,44,61),

Otras caracteristicas generalei de las salicilamidas ‘se

resumen en el cuadro 10¢18.81>,
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CUADRO 10. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS SALICILANIDAS,

* En el hombre se metabolizan sin ser
hidrolizadas a acido saliciliceo.

* EJercen un efecto depresor mas rapido
sobre el SKRC que los demas
salicilatos.

Son menos irritantes que el Aacido
acetil salicilico.

*

Presentan baja toxicidad aguda.

*

¥ No alcanzan niveles elevados en plas-
ma debido a que son rdpidanente
absorbidas y excretadas.

* Se eliminan por filtracion renal
mas facilmente que los salicilatos.

* Son eliminadas en gran parte como
con jugados con glucuronido y como
salicilamidas libres.

* Presentan unién débil a proteinas.

*

Generalmente son administradas combi-
nadas con otras sustancias, tales
como el acetaminofén.
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5.2 FABRMACOLOGIA BASICA DE LA LETIMIDA

5.2.1 t.a letimida como salicilamida

La letimida, o clorhidrato de 3-(2-dietilaminoetill-2H-
1,3-benzoxacina-2,4L3H]1-diona, es una salicilamida
bdsica. La figura 3 presenta la estructura de esta

sustancla.

— 9

LCH5CH,
N-CH CHaN
HCI- 27727 CH;CH,

o 0

FIBURA 3. ESTRUCTURA DE LA LETINIDA

Se pretende que el uso terapéutico principal de 1la
letimida sea como analgésico, ya. que no presenta
actividad antipirética ni antiinflamatoria franca. Sin
embargo, tiene una potencia analgésica mayor a la del

"~ dcido acetilsalicilico¢72d,

La' analgesia producida por la letimida bha sido probada
mediante. diversas técnicas en animales(71), asi como en
seres humanos bajo diferentes condioiones-de dolor, tales
como. el post-quirdrgicot¢@.42,43.46,61), c‘ancerpao‘"’ o
somAticot®ly, En  todos los  casos, 1a letimida

administrada en una o varias dosis me compard con
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farmacos ya conocidos y con placebos, dando resultados

favorables hacia una analgesia rapida y prolongada.

El efecto de la letimida puede explicarse considerando
que presenta una absorcién rapida y practicamente
cuantitativa durante la primera hora transcurrida después
de 1la administracioén lpor via oralt39,40.853; el mismo
fendmeno sSe llegé a observar en perros¢56)., [La
distribucién del farmaco también se 1llevé a cabo con
rapidez, encontrandose concentraciones elevadas en higado
y riiion¢86>, Por otro lado, la letimida al presentar
unién débil a albumina, permite que haya una
concentracién relativamente alta de farmaco 1libre,

facilitando su accidén terapéuticat7l?,

S5.2.2 Biodisponibilidad y biotransformacién

La letimida, una vez en el plasma, sufre una ruptura del
anillo formando el derivado fendlico N-[2-
dietilaminoetil] salicilamida (DEAES), ya que el pH de la
sangre favorece tal reaccién¢88>, Una vez formado el
DEAES, éste sufre una transformacién rapida, teniendo una
vida media de aproximadamente 2.38.horaa en el hombre y

de 2. horas en el perro¢3e.40),
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5.2.3 Excrecidn

En el hombre, la letimida es excretada durante las 24
horas siguientes a su administracién, principalmente por
via urinaria (83.7%), a modo de conjugado con glucurdnido
y sulfatos; poca letimida es eliminada en forma libre. En

heces la excrecidn es minima (1.7%)¢39,.40.88)

En perro, la excrecién de la salicilamida es semejante a la
del hombre, no ocurriendo lo mismo en la rata, la cual presenta una
excrecion en heces relativamente alta, tal vez debido a una absorcion
no cuantitativa, Asimismo, en rata se ha encontrado eliminacién de

letimida a través de la respiracidén, a modo de COz¢88?,

5.3 TOXTCOLOGIA
35.3.1 Toxicidad aguda

Estudios realizados en ratones, ratas, ouyos y perros
muestran que la letimida es toxica para el SNC,
observindose temblores y convulsiones como sintomas
generales. La tabla 11 muestra los valores de DLso

calculados para los animales tratados ‘5‘?.
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TABLA 11, Dlao DE LETIMIDA PARA ANIKALES DE EIPERIKENTACION

Animal Dosis
(mg /kg)

Ratén 810
Rata 660
Cuyo 120
Perro . 316

5.3.28 Toxicidad Subaguda

Los estudios de toxicidad subaguda practicados en ratas
arrojan resultados negativos de toxicidad  al no
presentarse patologia en tejidos de diversos Jrganos.
Tampoco se indican alteraciones en _dates

hematolégicos (832,

3.3.3 Genotoxicidad

Estudios realizados en ratones y en linfocitos humanos
indican que la letimida no es genotdxica, al no
incrementarse la frecuencia de aberraciones cromosdmicas
ni de intercambio de cromatidas hermanas. Tampoco se

. .encontrd presencia de micronucleos.
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Se llegé a apreciar una ligera citotoxicidad en lo que a
proliferacidn celular se refiere, sin embargo, al hacerse
tal observacion en un experimento JIn vitro, no se

considerd significativec¢i® - 212,

5.5;4 Toxicidad en reproduccidn

En estudios de fertilidad, reproduccién y desarrollo
embrionario verificados en ratas, no aparece la letimida

como un agente toxice.

Las pruebas fueron realizadas tanto en ratas macho como

hembra¢eo?,
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6 APARATO REPRODUCTOR DEL
RATON MACHO

6.1 GENERALIDADES

El ratén macho, al ser un nmamifero, presenta como
constituyentes de su aparato reproductor dSrganos sexuales primarios,
glandulas sexuales accesorias y genitales externos. La tabla 12

resume las caracteristicas ds estos organos¢47’.

TABLA 12 ORGANOS CONSTITUYENTES DEL APARATO REPRODUCTOR DEL RATON HACHO

Constituyente Organo Medidas del Funcion
organo ¢*?

-Organos sexuales

primarios Testiculo 6 x 4 Produccidn
de esperma-
tozoides
Gléndulas sexuales
secundarias Préstata 4 x4 Produccion
Vesicula e
seminal 13 x 4 f£luidos
. Gléndula seminales
bulbouretral 3 x2
Sistema tubular Epididimo N.M, C==2 Transporte
Ducto deferente N.M de f£luidos
Uretra N.M. seminales

Genitales externos - Pene
. Escroto

NOTAS: § Medidas expresadas en as,
#1 Grgano no medido,
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En las figuras 4 y § estan ilustrados los esquemas generales

de los organos internos y externos del ratén macho.
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FIGURA &, ORGANDS EXTERNGS DE APARATO REPRODUCTOR.
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6.2 ANATOMIA ¥ FISTOLOGIA DEL APARATO
REPRODUCTOR DEL: RATON MACHO

4.B.1 TESTICULOS

Los testiculos son una masa que puede tener forma ovalada
o bien de pera, y son capaces de aumentar su tamafio en

estados pubertarios, (47,

El ratén posee un par de testiculos 1los cuales se
encuentran cubiertos por la tunica albuginea, formada por
tejido conectivo f£ibroso. La tunica se proyecta hacia el
interior del testiculo formando septos que dividen al
organo en lébulos, Estos lébulos contienen a los tubules
seminiferos donde se producen las células germinativas
(espermatozoides) gracias a que poseen un epitelio
seninifero (o espermatogénico) sustentado por una
membrana basal rodeada por tejido conectivo fibroso;
unidos a la membrana basal se encuentran las células de
Sertoli, que cumplen la funcidn de nutrir a las célula;
germinativas, ademas de fungir importante actividad
durante la espermatogénesis; de esta se tratarad -

posteriormente.
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Entre un tubulo y otro hay estroma intersticial, el cual
se compone de linfa, sangre y células de Leydig, las

cuales son responsables de la sintesis de testogterona.

La anatomia vascular del testiculo estid comprendida por
la arteria espermatica interna, la arteria testicular y
por la red venosa asociada a ellas. La arteria testicular
penetra el testiculo en su parte superior y se ranifica
formando arterias testiculares. Estas, a su vez, sufren
maltiples ramificaciones hasta formar capilares que
irrigan todo el testiculo. Las venas correspondientes
forman, al final, la vena testicular, la cual sale por la

parte superior del érgano.

La figura 6 muestra un diagrama esquematico del testiculo

del ratén.
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6.2,2 SISTEMA TUBULAR

El sistema tubular del aparato reproductor del ratén se
compone del rete testis, ducto eferente, epididimo y
ducto aferente. Todas estas estructuras son remanentes
funcionales del sistema excretor embrionario, y se

encuentran pareados¢8.472,

a) Rete testis
El rete testis es una estructura conformada por las
porciones terminales de los tubos seminiferos, y en &1,

estos tubos vacian su contenido.

El rete testis presenta en se parte superior una camara

colectora, la cual se abre hacla los ductos eferentes.

b) Ductos eferentes

Los ductos eferentes se componen de dos partes:. la
primera-es corta y convolucionada, y se encuentra rodeada
de tejido graso. La segunda presenta mayor nimero de
circunvoluciones y estid rodeada de una cipsula de tejido

conectivo(47),

c) Epididimo

El epididimo se compone de tres secciones  importantes:
cabeza, cuerpo y cola. La cabeza esta compuesta por. la
parte terminal de los tubos eferentes, unidos entre si

por células epiteliales 'columnares, afianzadas. a una
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membrana de basamento. Asimismo, la cabeza del epididimo
se encuentra dividida en 7 u 8 lébulos., En su parte final
presenta un lumen estrecho, el cual se ensancha a través

del cuerpo y la cola del drgano.

d) Ductos deferentes

Los ductos deferentes son una prolongacidn de la cola del
epididimo y =s#e encuentra sustentado por células
epiteliales. Presenta una capa mucosa y nuscular,
rodeando toda la estructura tejido conectivo. El ducto
deferente desemboca en una ampula y posteriormente a la

uretra.

6.2.3 GLANDULAS ACCESORIAS

Las glandulas accesorias no intervienen directamente con
la formacion de espermatozoides, sino que aportan
sustancias que permiten que le célula germinativa

presente funcidén y transporte adecuados.

a) Vesiculas seminales

El ratén macho presenta un par de vesiculas seminales.
Estas son 1largas y lobuladas, curvas en sus puntés
laterales y colocadas carca del primer par de las

glandulas prostéticas, sobre la veJjigat¢s.47),
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Las vesiculas seminales tienen un lumen compuesto de
protuberancias 1lobulares, asi comoA de epitelio columnar
secretor de material mucoso que contiene £ructesa en
abundancia, asi como hormonas (prostaglandinas) vy
fibrindgeno. Al haber una eyaculacidén, cada vesicula

vacla su contenido en el conducto eyaculador.

b) Glandulas coagulantes
Estas sgon el primero de +tres pares de glandulas
prostaticas, y secretan una sustancia que al mezclarse

con otras secreciones, forma un coagulo.

Las glandulas coagulantes se componen de una membrana
mucosa que Sse proyecta varias veces hacia el lumen.
Presentan dos ductos alineados por células epiteliales

cuboidales.

c) Glandulas ampulares
Se localizan alrededor de la base de los ductos
deferentes y se abren hacia el vestibulo de la ampula.

Presentan células cuboidales epiteliales.
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d) Glandulas bulbouretrales (Cowper)

Son un par de glandulas grandes y muy cercanas al pene,
en la seccidén externa de la pared.del cuerpo; pueden ser
tubulares o alveolares, y se encuentran rodeadas de

misculo estriado, alineadas por epitelio columnar¢47?.

e) Glandulas prostaticas dorsales y ventrales

Se localizan por debajo de la veliga. Tanto gléndulas
dorsales como ventrales tienen gran cantidad de ductos
que penetran a la uretra, ya sea de forma‘ lateral o

ventral, respectivamente. Presentan secrecidén densa.

f£) Glandulas prepuciales
Estas glandulas presentan secrecion semejante a la de las

glandulas sebaceas.

g) Prostata
La préstata secreta un ligquido alecalino claro, de aspecto

lechoso que contiene diversas sustancias.

La caracteristica alcalina esencial del .liquido
prostético puede ser importante. para una. buena
fertilizacién del huevo, pues el liguido del conducto
deferente se relativamente acido debido a la presencia de
productos terminales del metabolismo de los
espermatozoides, y, en consecuencla, inhibe la fertilidad

de éstos.
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El esperma no logra su mayor motilidad hasta gque el pH de
los liquidos se eleva., Por tanto, es probable que el
liquido prostatico neutralice la acidez de los demis
fluidos después de la eyaculacidn y aumente la motilidad

y fertilidad de los espermatozoides¢2€.47),

En la tabla 13 se resumen todas las glandulas sexuales

accesorias del ratén macho(¢47?,
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TABLA 13, GLANDULAS SEXUALES ACCESORTAS.

Glandula Epitelio

Propiedades de la secrecidén

Ampular Columnar simple
o cuboidal

Seninal Columnar simple
o pseudoestrati-
ficado

Prostdtica Colunnar simple
o pseudoestrati-
ficado

Bulbouretrales Columnar simple

Uretrales Cuboidal simple
Prepuciales Escamoso estrati-
ficado

Ligquido amarillento. Contiene
ergotianeina, fructosa, acido
silicico y fosforo.

Fluido blanco, amarillento o
azulado de aspecto gelatinoso
Contiene fructosa, proteinas,
dcido citrico y acido ascor-
bico.

Liquido incoloro, conteniendo
fibrinolisina, fibrinogenasa,
diastasa, anhidrasa carbdnica
amilasa, vesiculasa, fructosa
dcido citrico aminoédcidos 1li-
bres y cinc.

Fluido viscoso con sialopro-
teina.

Fluido claro, acuoso. Contie-
ne mucop;oteinas.

Contiene 7-dehidrocolesterol.
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b.2.4 Uretra

La préstata y sus glandulas vacian sus contenidos en la
uretra, la cual constituye la ultima etapa de unidén entre
el testiculo y el exterior. Se encuentra provista de moco
producido por las glandulas uretrales y

bulbouretrales¢s.47),

4.2.5 Peane

Este organo transfiere el semen del macho a la hembra. Se
compone de tres cuerpos cavernosos eréctiles, uno
delgado y dos mas gruesos. El cuerpo mis delgado es una
extension de la uretra; el lumen de ésta se expande
formando un par de diverticulos laterales. Este cuerpo
cavernoso se rodea por un tunica albuginea, dentro de la

cual encuentran £ibras de musculo liso.

Los dos cuerpos gruesos también estian rodeados por la
tdinica, que los separa entre si en su seccidén proximal y

casi los une en la distal.

El pene presenta un pequefio hueso que puede encontrarse
en el septo fibrosos entre los cuerpos cavernosos gruesos

¥y se proyecta hacia el orificio del pene.
Las glandulas del pene se cubren con el prepucio, y la

raiz del érgano se une al hueso pubico por el final de

los cuerpos cavernosos.
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6.3 ESPERMATOGENESTS
El término “"espermatogénesis” tiene un significado sencillo,

siendo éste el de "formacidn de esperma”.

La espermatogénesis es un proceso que conlleva una serie de
etapas que, una vez iniciadas, se llevan a cabo ininterrumpidamente

durante la mayor parte de la vida del animal.

En el ratén macho, la espermatogénesis presenta el

procedimiento gque se sumariza en la figura T7¢(34?,

Espermatogonia ()

| Mitosis
Espermatocitos Prisarics ()
Primera division melotica

Espersatocitos Secundarios (n)

Segunda division meiotica

Espermat idea (n)

Espernatoznides

FIBURA 7, ESPERMATDBENESIS EN EL RATON
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Otro modelo esquematico de la espermatogénesis es el que
presenta Roosen-Runge (1962) en uno de sus trabajos (figura 8). Este
modelo muestra la espermatogénesis a modo de un relod, en el cual se
avanza siguiendo el movimiento normal de las manecillas y en forma
concéntrica, permitiendo tener una visién més precisa de todos los

eventos que se suceden durante todo el ciclot¢88?,
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FIGURA B, MODELD DE RELDS DE ESPERMATOGENESIS DEL RATON
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El proceso de espermatogénesis inicia desde la etapa
embrionaria, ya que a partir del octave dia de gestacién del ratén,
las células germinativas masculinas aparecen, siendo éstas las uUnicas
precursoras de los espermatozoides que se generaran en la pubertad
del animal. Inicialmente, solo se producen cerca de 100 células, mas
a los 12 dias de gestacidn se han multiplicado a 5,000 gracias a un
proceso nmitosico que se suspende antes del nacimiento del ratén y se

mantiene latente. Estas células son las llamadas espermatogonias¢58?,

Las espermatogonias se clasifican en tres tipos:
espermatogonias tipo A, espermatogonias intermedias y espermatogonias
tipo B. Las espermatogonias de tipo A son células grandes y presentan
una cromatina muy fragmentada. Cada célula es capaz de dividirse en
dos, y estas a su vez vuelven a sufrir divisién. De las cuatro
células formadas, tres se dividen por tercera vez, mientras que la
cuarta no; las células obtenidas de la tercera divisién celular son
las espermatogonias intermedias; estas originan las espermatogonias
de tipo B, que son de nenor tamafio que las de tipo A, ademas de que
presentan una cromatina mas filamentosa que la de sus

predecesorag (867,

Las espermatogonias de tipo B dan origen a los espermatocitos
primarios. Dentro de la espermatogénesis, la etapa de espermatocito
primario es una de las mas largas y mas importantes, debido a que en
ésta se da la sintesis premeidtica de DNA, atravesando por varias
‘fases,  tales como leptdéteno, cigdteno, pagquiteno, dipléteno . y .
diaquinesis, Al término de la duplicacisn de DNA, 1los espermatocitos

primarios poseen un nimero tetraploide de cromosomag¢88?,
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Una vez llevada a cabo la primera meiosis, los espermatocitos
Vprimarios dan origen a los espermatocitos secundarios, ya sea por una
divisidn cuantitativa mitotica (sin alterar las caracteristicas
adquiridas) o bilen por una divisién reduccional meidtica (separando
alelos). Independientemente la divisién que se siga, los
espermatocitos secundarlos resultantes presentan un numero haploide

de cromosomas.

Ya formados los espermatocitos sSecundarios, estos daran
origen a las espermatidas. Cada espermatocito secundario es capaz de
dividirse en cuatro espermatidas. Una espermatida posee una serie de
organelos tales como mltocondrias, ribosomas, reticulo endoplasmico,
aparato de Golgi y numerosos cuerpos vesiculares y granulosos que
pueden dar origen al espermatozolde o bien durante la formacién de

éste pueden desaparecer¢8®),

En la transformacion de la espermatida a espermatozoide se
. suceden una serie de eventos. El citoplasma de la espermitida empleza
a ser extraido de la célula Junto con algunos de sus organelos, que
"una vez fuera de la espermatida toman el nombre de cuerpos
residuales., Tales cuerpos sufren alteraciones, que a continuacién se

enumperan:

1.- Liberacion de granulos por ruptura de.cueypos

nultigranulares,
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2.~ Secuestro de granulos, ribosomas y reticulo por las
vacuolas de doble membrana de la lamela del aparato de

Golgi..
3.- Aparicidn de vacuolas citoplasmaticas.
4.~ Fragmentacidn.

5.~ Migracioén periférica de fragmentos hacia paredes
tubulares y posterior fagocitosis por las células de

Sertoli.

Mientras estos fendmenos se suceden, el material nuclear
pierde su identidad y se aloja en el incipiente acrosoma formado por
el aparato de Golgi; el RNA es eliminado Junto con los cuerpos
residuales. La membrana celular de la espermatida en transformacién
se elonga cubriendo la totalidad del espermatozolde, mientras que las
mitocondrias y lqé centriolos se colocan debajo del acrosoma para

conformar la cola.

Cuando el espermatozoide se ha formado,  la membrana celular
se separa liberandolo. Tanto mnembrana como citoplasma remanente

sufren fagociéosis por las célﬁlas de Ssrtoli.

Todas las células participantes en el proceso espermatogénico
han sido estudiadas ampliamente- e identificadas por Lam, Furrer y
Bruce (1970) mediante = técnicas cinédticas de . velocidad de

sedimentaciont®4?,
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El espermatozoide del ratén (Figura 9) varia en longitud,
ancho y forma, dependiendo de la especie del animal, sin embargo,
presenta caracteristicas comunes, tales cono una cabeza - de
aproximadamente 0.0080 mm de longitud, con un extremo en gancho, una
seccién media y una cola que en promedic tiene 0.1226 mm de longitud.
El movimiento caracteristico de la cola (movimiento flagelar) esta
promovido por mecanismos enzimdticos de las mitocondrias y auxiliade

por el centriolo de la porcidn central.

ACEOHA

Ry
e e GKIXIION CENTNAL

FIGURA 9, ESPERMATOLOISE OE RATON
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Dentro del proceso de espermatogénesis, 1las células de
Sertoli cumplen un papel muy importante, ya que son las responsables
de nutrir y sustentar a las espermatidas durante su transformacion a
espermatozoides. Segun Roosen-Runge (1962), cada célula de Sertoli es
capaz de nutrir alrededor de nueve espermatidas. Inclusive, una
espermatida puede estar nutrida por dos células de Sertoli a través

de un puente citoplasmatico¢88>,

Durante la espermatogénesis, no todas las espermatogonias son
capaces de finalizar el ciclo satisfactoriamente._ ya que muchas
células mueren antes de convertirse en espermatézoide debido a
factores tanto internos como externos, incluvendo los ambientales.
(radiaciones o agentes quimicos). Asimismo, una célula germinativa

puede morir en cualquier etapa del ciclo.

Al ser la espermatogénesis un proceso continuo, se puede
. hablar de una "oleada espermatica". Este término fue introducido por
Von Ebner en 1871 para explicar satisfactoriamente la constante
produccion de células sexuales masculinas y. la relacién existente
entre las setapas del <ciclo espermatogénico.  Esta “oleada
espermdtica”, al darse en el tubulo seminifero, presenta en el ratdn
una extension de 18 mm, considerando todas las &reas testiculares

ocupadas por una secuencia de etapas del ciclo¢se>,

Como ocurre en cualquier mamifero, la espernatogénesis en el
raton se inicia cuando el animal ha llegado a la pubertad, y el
organismo es capaz de liberar hormonas. No obstante, la formacidn de

respermatozoidas no se inicia en forma abrupta; Albert y Roussell
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(1983, 1984) demostraron que el cambio en la concentracién, motilidad
y morfologia de los espermatozoides durante la pubertad del ratén
eran diferentes a los del mismo animal al alcanzar la madurez sexual
completa, ¥y que inclusive, estos parametros también varian con 1la
cepa de ratén, principalmente en edades piberes¢1.2), Krzanowska
(1981) llegé a establecer que durante la pubertad de los animales hay
un gran numero de espermatozoides deformes, pero talea anomalias

disminuyen notoriamente cuando se alcanza madurez sexual ¢33),

Aunado a lo anterior, la espermatogénesis puede verse
influida por la alimentacién del animal. Investigaciones de Blank y
Desjarding (1984) y de Komatsu et al (1982) demostraron que 1la
restriccion alimenticia prolongada puede afectar severamente el

ciclo, induciendo oligospermia y azoospermiat4?,

6.4 INDUCCTON DE ANOMALIAS IEN
ESPERMATOZOTIDES. AGENTES
ALQUILANTES.

No sélo factores internos como la cepa, la edad del animal o
la alimentacién pueden influir en ls espermatogénesis y en la
morfologia y motilidad del espermatozoide. Existen también agentes
externos tales como sustancias quimicas o radiaciones que alteran
estos parametros. Wyrobek (197.5, 1983), entre otros investigadores,
ha demostrado la capacidad de gran cantidad de agentes quimicos de
induqir anomalias en espermatozoides. Se ha llegado a encontrar que

la mayor parte de las sustancias clamsificadas como ‘carcindgenas,
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mutdgenas y teratogenas pueden inducir anomalias espermdtlcas¢73

763,

Dentro de este grupo de sustancias, se encuentran los agentes
alquilantes o radiomiméticos, entre los cuales se incluye al
busulfan. Estos poseen uno o mas grupos activos capaces de reaccionar
por alquilacién y presentan un mecanismo de accidn semelante al de
las radiaciones ionizantes, de ahi que tengan un uso amplio en
quimioterapia contra diversos tipos de cancer (incluyendo 1la

leucemia)¢t.B8),

En general, los agentes alquilantes se constituyen de uno o
mas grupos funcionales, y un grupo transportador. De esta nanera, 1la
foérmula general de un agente alquilante sera (A)n-R, donde A es el
grupo funcional, n el nimero de ellos y R el grupo transportador.
Dependiendo del valor de n, los agentes algquilantes se dividen en

monofuncionales o polifuncionales.

Desde el punto de vista quimico, los agentes alquilantes se
dividen en cinco series: serie de los 2-halogenalquil sulfuros, serie
de las 2-halogenalquilaminas, serie de las etilenaminas, serie de los
epoxidos y serie de los sulfoniloxialcanos (a este ultimo grupo

pertenece ei bugulfdn)¢ser,

Los efectos bioldgicos de los agentes alquilantes son
variados, tales como alteracién de la morfologia de los cromosomas
(en especial los de las células en . nmitosis), 'inhibicién de 1la

divisidén celular, efecto mutagénico .y efecto carcindgeno, ocasionado
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por la inhibicidén directa de la sintesis de DNA o bien mediante la

alteracién de esta moléculati8.4e,58)

El busulfan, o 1,4-dimetansulfoniloxibutano es uno de los
agentes algquilantes mas empleados. Constituye el principio activo de
la forma farmacéutica de Myleran (Laboratorios Welcome. Londres). La

figura 10 muestra la estructura de este agente alquilante.

i 1

CH3 - § -~ 0 ~ CHz ~ CHz -~ CHz - CHz2 ~ 0 - S - CHs
[ ]
0 o}

FIBURA 10 ESTRUCTURA DEL BUSULFAK

El busulfan posee las propiedades generales de un agente
alquilante, ya que es capaz de alterar la‘ morfologia de los
cromogomas (Moutschen 1959, 1860; Lee y Dixon, 1972; Viguier-Martinez
et al, 1884) e inhibe el desarrollo celular principalmente de teJjidos
hematopoyéticos, vempleéndose. por tanto, en el tratamiento de la

leucemia mieloide croénica¢37.48.49,72,23),

De las propiedades radiomiméticas del busulfan, dos son de
considerable importancia: la accidn sobre el sistema eritropoyédtico y
la capacidad del farmaco de inducir esterilidad; con respecto a este
ultimo punto, se ha demostrado (Kenis, 1956) que en el hombre el
busulfdn provoca una ausencia de espermutogénesis y esclerosis de la
membrana. basal del tibule seminifero, mientras que en la mujer

{(Galton, 1958) se induce amenorrea¢.S58?,
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El busulfan es capaz de producir efectos adversos contra la
fertilidad y el desarrollo normal de fetos. Pinto Machado (1868)
demostrd que la sustancia induce malformaciones y crecimiento anormal
en ratones, y que inclusive se altera considerablemente la morfologia
tanto de ovarios como de testiculos en productos cuyas madres fueron

tratadas con busulfan¢i.72),

Albert (1985) establece el efecto que eJerce el busulfan
sobre loa espermatozoides epididimarios de ratones puberes,
corroborando el efecto adverso de la sustancia sobre los parametros
de motilidad, cuenta y morfologia espermatica, redundando lo anterior
en un nimero elevado de dominantes letalss¢1), Previamente, Viguier-
Martinez (1984) demostro que el busulféan administrado a ratas hembra
gestantes produce disminucién de los niveles de testosterona en crias
macho, asi como una baja en el ndmero de células de Leydig ¥y

Sertolic72,
Lo anterior repercute en una deficiente retroalimentacion

hormonal del edje hipotalamo-pituitario, obligando a éste a producir

un exceso de gonadotropinat¢72),
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ir : 7 DISENO EXPERIMENTAL "

Z.1 MATERIALES
7.1.1 MATERIAL BIOLOBICO
Se emplearon ratones macho cepa NRM1 de 9 semanas de
edad y ratones hembra entre 7 y 3 semanas de edad.
7.1.82 MATERIAL DE TRABAJO
1) Acondicionamiento y estancia de los animales

* Los animales se alojaron en Jaulas individuales
de acero inoxidable y se mantuvieron en un local
con temperatura de 23 + 1 °C, humedad relativa del
50% y ciclos de luz/obscuridad de 12 horas ‘cada
uno, iniciando el periodo de luz a las 8:00

horas.

¥ Los ratones tuvieron 1libre acceso a agua vy

alimento convencional para roedores.
* Solucidén alcohdlica de acido pierice.

* Hisopos de algododn.
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2) Administracion

* Canula curva para administracién.

% Jeringuillas desechables de plastico de 1 ml
{especiales para insulina).

* Agua destilada.

* Letimida (proporcionada por el Dr. Enrique Hong
del Departamento de Farmacclogia y Toxicologia

del CINVESTAV)
* Busulfan

3) Sacrificio de ratones macho y hembra

~

* Tabla de madera
* Pinzas y tideras de disecciodn
* Pinzas y tijeras de microcirugia

Vidrios de reled de 7.5 cm de didmetro

*

*

Jeringa desechable de plastico de 10 ml

* Aguja para insulina con punta recortada
* Pipetas Pasteur (3 para cada ratén macho)
* Portaobjetos

* Cubreobjetos

* Cajas de Petri

*

Pipetas seroldgicas de 1 ml

Cimara de cuenta de eritrocitos (Neubauer)

*

*

Solucidén salina 0.8%

Solucién Ringer - Formol

*

* Solucidén etanol - dcido acético 10:1
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* Solucién de sulfuro de amonio al 20%

* Bstereomicroscopio

* Microscopio con fuente de luz integrada
*¥ Filtro para contraste

* Parrilla eléctrica de calentamiento regulable

Antes de exponer detalladamente cada fase del experimento, es
pertinente hacer una serie de congsideraciones a fin de que el

desarrollo del método se comprenda en su totalidad.

Bn el diagranma de flujo de la figura 11 se muestra el
experimento completo. Como se aprecia, éste se encuentra dividido en

dos etapas principales:

1.- Tratamiento de los ratones macho, en donde se evalia si
el farmaco probado produce algin efecto sobre  la

fertilidad de los animales.

2.~ Estudio de reversibilidad, en el cual se observa si la
suspensién en la administracién del medicamento permite
que la fisiologia y anatomia eventualmente alteradas se

reestablezcan,
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Una seccidon que aparece tanto en la primera como en la
segunda etapa del experimento es la gque involucra los acoplamientos
con ratones hembra y el posterior estudioc que se hace sobre ellas;
esta seccion es conocida como estudio de dominantes letales, y se
aplica a las pruebas de fertilidad como una fase complementaria a

modo de indice de fertilidad.

7.28.1 Recepcién, distribucion y acondicionamiento
de animales
75 ratones macho de la cepa NRM1 con 6 semanas de edad
y un peso promedio de 27 gramos en el momento de
recibirse, se distribuyeron aleatoriamente en cuatro
grupos. A dos de ellos se les administré por via oral
letimida a dosis de 50 y 150 - mg/kg/dia,
respectivamente; un tercer lote constituyé el testigo
negativo, al que se le administré agua y el restante,
testigo positivo que recibié busulfan en =suspensiodn,

preparado a partir de tabletas de Myleran (Laboratorios

Wellcome) en dosis de 2 mg/kg/dia

Los animales se marcaron con una solucién alcohélica de
dcido picrico, aplicado mediante un hisopo de algoddn.
Esto con la finalidad de realizar adecuadamente la
distribucién aleatoria de los animales, asi como para

llevar posteriormente un meJjor control de los Vmismovs.
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Cada animal se colocdé en una Jaula de acero inoxidable,
la cual estaba dotada de una charola con cama de
aserrin estéril y adaptada a una bateria. Previo el
experimento y durante 81, los animales estuvieron en un
local con temperatura de 23 *C + 1 °*C, humedad relativa
del 50% y cicles de luz/oscuridad de 12 horas cada uno,

iniciandose el periodo de luz a las 8:00 horas.

Los ratones tuvieron acceso a alimento convencional y

agua ad libitum.

El aserrin les fue cambiado al menos una vez por
semana; también una vez por semana se renovd el
alimento y se lavaron los bebederos con agua corriente
y escobillén; los tapones se hirvieron durante 20

minutos.

7.2.B Administracian

Durante 8 semanas los ratones  macho fueron
administrados diariamente con la dosis de letimida,

busulfan o vehiculo.

La letimidae disolvié en agua destilada como vehiculo;
el busulfdn se preparé mediante la pulverizacién de una
tableta de Myleran . (Laboratorios Hellcome) 'y £fue

suspendida también en agua destilada.
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La administracidon se realizé por via oral, empleando
una canula curva y una Jeringuilla desechable de 1 nl.
A cada animal se le administrd un volumen constante. Se
registrd el aumento ponderal y, para la administraciodn

se tomé en cuenta el peso semanal de los animales.

7.2.3 Acoplamientus y sacrificio de hembras

Transcurridas 4 y 7 semanas de tratamiento, los ratones
macho se sometieron a un primer y segundo acoplamiento

respectivamente con una hembra virgen para cada macho.

Cada hembra tenia de 7 a 9 semanas de edad, y peso

promedio de 30.4 gramos.

Los animales se aparearon durante una semana;
transcurrido ese .tiempo, las hembras se separaron de
sus parejas, colocandose en Jjaulas aparte. Después de
16 dias de iniciado el acoplamiento, y consjiderando el
primer dia de comenzado éste como dia 0 de gestacidnm,
las hembras fueron sacrificadas por dislocacion

cervical.

Una vez sacrificadas las hembras se procedid a extraer

ovarios y Gteros. Los ovarios se limpiaron de tedido y
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grasa, colocandose en una caja de Petri para su

estudio.

El dutero fue también limpiado y posteriormente se
procedié a hacer un corte longitudinal del érgano, de
punta a punta para poder exponer a los productos e
implantaciones. Una vez hecho esto, se llevd a cabo la
cuenta de 4implantaciones vivas y muertas bajo 1los

siguientes criterios:

a) Implantaciones vivas

Productc completo en cuanto a anatomia gruesa ¥y
con un saco amniético bien definido y turgente. Se

rnuestra una irrigacién abundant&.

b

~

Implantaciones nuertas

Producto mal irrigado, de color blanquecino, mal
formado o comenzandose a reabsorber. Saco
ampnidtico poco turgente. También se considera
implantaciéon muerta una reabsorcién total d;nde
s6lo se aprecia una mancha en el lugar de ila_

implantacidn.
Las implantaciones vivas .y muertas se contaron

separadamente, tanto para la parte derecha como para la

izquierda.del utero. Para hacer una cuenta adecuada, se
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separaron cuidadosanente los productos normales de las

implantaciones, retirandolos con la placenta.

Para el recuento de las implantaciones el utero se
sumergio durante 5 o 7 minutos en una solucidén acuosa
de sulfuro de amonio al 10%. Pasado este tiempo, se
extendié el ttero sobre una hoja de papel bond blanca,
para “"revelar" y contar las implantaciones verdaderas,
considerando también las reabsorciones y las que

presentaron productos muertos.

Los ovarios, previo a su estudio y para conservar su
humedad se colocaron en cajas de Petri con gotas de
solucién salina acuosa al - 0.9%, conservando su
colocacién en el animal (izquierda, derecha). La calja
de Petri se colocd bajo un~ estereomicroscopio y con -
ayuda de pinzas de microcirugia se procedid¢ a la cuenta
y separacion de cuerpos liteos, que se aprecian como

protuberancias bien definidas, de color rosa o roJjize.

.. 7.82.4 Sacrificio de machos

Una vez concluidos los acoplamientos con las hembras,
se sacrificaron la mitad de los ratones de cada uno de
los cuatro lotes. Para cada animal se  hicieron las:

siguientes determinaciones:
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1.~

Evaluacion de motilidad espermatica y frotis de
cabeza de epididimo.

Cada ratén fue sacrificado por dislocacién
cervical; posteriormente se disecté el epididimo
derecho y se procedio a hacer un corte en la cabeza
del mismo, haciéndose un frotis de esta seccidn
sobre un portaobjetos. Bajo el estereomicroscopio
se colocé la parte restante del epididimo y con
unas tijeras de microcirugia se hizo un corte en la
parte media del  érgano, Justo  sobre las
circunvoluciones que dividen el cuerpo de la cola
del epididimo. El corte se hizo siguiendo 1la
trayectoria del vaso sanguineo que irriga esa zona,
y una vez separada la cola, se colocé en un vidrio
de reloJ conteniendo 0.5 nl de solucién salina
0.9%., Por medio de una aguja insulinica con punta
recortada, y montada en una Jeringa de pléstico
desechable de 10 ml, se perfundio 6.5 nl de
solucién salina a través del epididimo, ensartando
la aguja por el extremo terminal de la cola del

drgano.

Gracias al volumen de aire inyectado al. mismo

tiempo que la solucidn salina, los espermatozoides

. son extraidos de la cola del epididimo hacia el

vidrio de reloJ.
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Terminada la perfusién, en el vidrio de reloj se
encontraban Jlos espermatozoides disueltos en un

volumen total de 1 ml de solucién salina.

El vidrio de reloj se colocod en una parrilla a 37
*C para favorecer la homogeneizacién de los
espermatozoides (y nantener las condiciones
fisiologicas). Con una pipeta Pasteur y una perilla
se tomd una mues;tra de la solucidn y se colocd una
gota sobre un portacbjetos.

Tras cubrirla con un cubreobjetos, se observé la
totalidad del campo bajo microscopio de contraste
con ohjetivo de 10X en numero de espermatozoides
vivos (movimiento &gil y cruzando el campo) y de
espermatozoides muertos (sin movimiento alguno);
por diferencia se obtuvieron los espermatozoides

con motilidad disminuida (movimiento in situ).

lias observaciones se expresaron en porcentalje.

Frotis de cola de epididimo

Una vez evaluado el potcentaje de motilidad, se
tomdé con una pipeta Pasteur otra muestra de la
suspensién de espermatozoides y se colocéy enb un
portaobjetos. Con ayuda de otro, se extendié la .
gota y se coloco sobre la pﬂrriia hasta que se

secara.
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Tanto frotis de cola como de cabeza de epididimo se
colocaron en un estuche porta preparaciones, esto
con la finalidad de conservar muestras para un
estudio mas detallado en caso de encontrarse un

dafio provocado por la letimida.

Diseccidén y peso de organo de aparato reproductor

El testiculo derecho fue limpiado de grasa vy
tejidos ajenos al organo. Se colocd sobre un papel
aluminio pesado previamente. Se repitié la
operacién con el testiculo, el epididimo ¥y la

vesicula seminal izquierdos.

Cuenta de espermatozoides en camara de

eritrocitos (Cimara de Neubauer)

Con una pipeta serolégica de 1 ml se tomaron 0.2 ml
de la suspension de espermatozoides indicados en el
inciso 1) y se colocaron en un vidrio de reléJ 5

temperatura ambiente.

Con una segunda pipeta seroldgica se tomaron 0.2 ml
de solucién Ringer - Formol y se homogenizd con la
muestra tomada previamente, por medio de una pipeta

Pasteur. Con eata misma pipeta se tomd una muestira
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¥y Se. colocaron un par de gotas en la cdamara de

Neubauver

La camara se colocd en el microscopio y se hizo la
cuenta correspondiente para posteriormente calcular

el numero de espermatozoides, mediante la formula:

¥ x 1,000 x 2

Donde: N = Promedio del numero de espermatozoides
contados en cada camara

1,000 =
2 = Nimero de camaras contadas

0.02 = Alicuota de muestra tomada

El resultado obtenido se expresd en millones/ml.

7.2.5 Estudio de reversibilidad

Los ratones macho gque no fueron sacrificados, se
sometieron al estudio de reversibilidad. Para tal
efecto, la administracién de letimida, busulfan y agua
destilada se suspendié en su totalidad, y se repitieron
dos apareamientos con hembras, esta vez a la 10 y 13
semanas de iniciado el tratamiento original y bajo las
mismas condiciones de los apaieamiantoa anteriores. Se
llevaron a cabo jidénticas técnicas de sacrificio para

hembras y machos descritas previamente.
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7.2.6 Analisis estadistico de datos

Se empleé el Andlisis de Variancia Unifactorial con
prueba de contraste de medias de Neuman -~ Keuls. El
nivel de significacidn establecido fue de P<0.05 para
determinar diferencias entre tratamientos. Con el fin
de establecer la reversibilidad del +tratamiento con
letimida, se empeld t de Student entre los datos del

primer y segundo sacrificio.
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ii 8 RESULTADOS Y DISCUS ION "

Los resultados obtenidos con respecto a la evaluacidn de la
motilidad espermatica tante en el primer como en el segundo

sacrificio se muestran en la Tabla 14.

TASLA 14 HOTIL1DAD ESPERMATICA

| % Vivos {% Muertos |[% Deficientes
Primer }Vehiculo 80.0 + 25.4]11.8 + 13.4] 12.3 *+ 16.22
Sacri- mtatantatatal bl Rl ot --
ficio |Busulfan 2 mg/kg [10.2+2.23**{82.8 + B8.2] 2.1+ 1.6
(9 Se- |Letimida 60 mg/kg |{76.7 + 12.3{27.8 + 12.1} 27.8 + 37.5
manas) bl Rttt Stetab ittt
Letimida 150 mgskeg [51.3:+33.9+%137.3 + 34.0] 19.6 + 22.2
Segundo|Vehiculo 89.54+ 6.3 6.1+ 2.8) 2.2+ 2.0
Sacri- ittt aebel bttt --=

ficio {Busulfan 2 mg/kg 2.1+ 2,73 [486.

(14 Se-{Letimida 50 mg/kg |47.5+ 3.B+"]33.
nanas) |-----c—-crmcccoa—ooo - --
Letimida 150 mg/kg {80.8 + 6.8 |10.

17.0 & 26.3
+ 4.7) 8.0+ 3.8

Lo = R
+
w
-
(=]

KK

* P .01 para comparacion entre tratamientos
. we p 0

0.05 <
0.06 < 0.01 para comparacidén entre sacrificlos

p < 4 .G
p < y 9

Con respecto al porcentaje de espermatozoides vivos eh’el
primer sacrificio se observa una diferencia significativa en la dosis
de 150 ng/kg/dia de letimida (dosis alta) con respecto al vehiculo y
con respecto a la misma dosis en el segundo sacrificio; esta

diferencia se atribuye a un. error en =1 manejo de las muestras de

espermatozoides ocasionado por fallas en la regﬁlacién automatica de
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la temperatura de la parrila eléctrica. No se considera determinante
de una relacidén dosis-respuesta debido al peso obtenido de los

testiculos, como se observa mas adelante (12).

El error de la parrilla se corrigid mediante regulacion
nanual de la temperatura y con observacidén continua con un termdmetro

de wercurio.

En el segundo sacrificio s8e observa una diferencia
significativa en la dosis de letinmida de 50 mg/kg/dia, ocasionada por
la utilizacién accidental de pipetas Pasteur conteniendc residuos de
mezcla de alcohol dcido. No se atribuye a algun efecto de la letimida
el no presentarse significacion entre sacrificios, asi como por el

peso de los érganos obtenidos de los animales tratados.

El busulfan por ser el testigo positivo empleado en el
experimento, determindé una diferencia altamente. significativa en

relacién a las demas sustancias.

En relacién al porcentaje de espermatozoides muertos, la
unica diferencia significativa la presentd el testigo positivo. La
motilidad disminuida (espermatozoides in aitu) no nostré

significacidn en ninguna de las sustancias empleadas (13).
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FURCENTAJE DE MOTILIDAD

MICIIE BE MOTILIDAD

FIGURA 12, MOTILIDAD ESPERHATICA. X ESPERMATOLOIDES VIVOS
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8.2 CUENTA ESPERMATICA

La Tabla 15 resume los valores de cuenta espermitica en

millones/mililitro, mientras que la Figura 14 muestra graficamente

los datos.
TRELA 13, CUERTA ESPERMATICA (aillones/al)
Primer Sacrificio Segundo sacrificioc

(9 Semanas) (14 Semanas)
Vehiculo 9.9+ 3.8 7.1+ 1.7
Busulfdn 2 mg/kg/dia 2.1+ 1.6%~ 1.1 & 1.3**
Letimida 50 mg/kg/dia 9.5 + 3.2 7.7+ 2.3
Letimida 150 mg/kg/dia 8.8 £ 4.5 8.4+ 2.4

NOTA: * p < 0.05 *x p ¢ 0.01 entre tratamientos

FIGURA 14, CUENTA ESPERMATICA (sillones/a})
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Como se¢ puede observar, no se presenta ninguna diferencia
significativa de las dosis de letimida con respecto al testigo
negativo, por lo que se asume gque la letimida no afecta este

parametro.

8.3 PESO DE ORGANQS

Durante el andlisis estadistico y para facilidad de maneJjo de
los datos del peso de los drganos disectados de los ratones macho,
las cantidades obtenidas se refirleron a peso relativo, es decir,
transformando el peso del organo al peso que tendria si el rétén

pesara 100 gramos.
Las Tablas 16, 17, 18 nmuestran los datos generales
encontrados para los diferentes drganos obtenidos: testiculos

(derecho e izguierdo), vesicula seminal y epididimo, respectivamente.

TABLA 16 PESQ RELATIVO DE ORBANDS (g/100g)

| Testicule Derecho{Testiculo Izquierdo

Primer| Vehiculo 0.287 + 0.029 0.283 +£ 0.032
Siote | Busarzan 2 mesvaaia | 0.127 & 0082w | 0.18.1 % 0.085%"
(9 Se-| Letimida 50 mg/ka/dia | ©0.326 + 20415 |  0.390 + 0.246
S | etimida 150 ng/kg/dia| 0.322 % 0.032 |  0.312 % 0.037
Segun-| Vehiculo 0.301 £ 0.032 0.266 + 0.038
Socrs | Bosuizan 2 meskasaia | 0.191 £ 0.084m | 0.181 £ 0.084m"
edo | imida 50 ma/ka/aia | 0.312 1 0.012 0.292 + 0.010
manas) “Let 150 mg/kg/dia 0.309 £ 0.018 |  0.285 £ 0.039

* p < 0.05 *%x p< 0.01
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Como se puede observar, no se presenta diferencia
significativa en el peso de los testiculos de los animales tratados
con letimida. Esto es un indicio de que el farmaco aparentemente no
afecta la morfologia del drgano. Los resultados anteriores constatan
la no significacidn mediante sus respectivos grificos de barras

(Figura 15 y 18) y de datos experimentales(figuras 16, 17, 19, 20).

FIGURA 15, PESO RELATIVO DEL TESTICULO DERECHD

FESO RILATIN (g/100g)
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TESO RILATIVG (g/100¢)

PESD RDATIU (5/100g)

FIGUAA $6. PESO RELATIVO DEL TESTICULD DERECHD, PRINER SACRIFICIO
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YESD FELATIVO (gs106p3

PESO MILATIUS (g/109g)

0.428

FIGURA 18, PESD RELATIVO TESTICULD [I0UIERDD
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FIGURA 19, PESO RELATIVD TESTICULO II0UIERDD, PRINER SACRIFICID
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FIGURA 20, PESD RELATIVO TESTICULD TI0UIERDO, SEBUNDD SACRIFICID
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Es pertinente aclarar el contenido de los griaficos de puntos
experimentales, a fin de poder interpretar adecuadamente los

anteriores y los que posteriormente se presentaran.

Primeramente, en el eJje de las abscisas, como se puede
obgservar, aparece como referencia "Numerc de observacidén", atendiendo
a un orden ascendente en los pesos de los ratones de cada lote y al
numero de los mismos en cada uno (por ejemplo, en el lote del testigo
negativo se utilizaron 11 animales), Cabe recordar que el tratamiento

estadistico se llevé a cabo empleando pesos relativos.

Como también se puede observar, los datos correspondientes al

testigo negativo se sometieron a. una regresion lineal, a -fin de.
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establecer un parametro de referencia para poder determinar el grado
de desviacion de los datos respecto a una serie de pesos teoricos. El
llevar a cabo tal regresioén lineal permitié detectar dos
observaciones importantes: primero, todos los graficos presentan \.ma
pendiente negativa, es decir, que animales con menor peso real
presentan valeores de peso relativo mas elevado., Esto es ocasionade
por los valores de peso relativo, ya gque guardan proporcidn inversa
con el peso real del raton. Cualquier drgano, independientemente del
animal que se trate (incluyendo al ser humano, y bado copdicionea
adecuadas de salud y alimentacidn) presenta una distribucién normal
de peso con su desviacién standard correspondiente. Entonces, un
animal obeso tendra, en proporcidn, un drgano més pequefio que un
animal de bajo peso, mas esto no significa que fisicamente el érgano
pese menos. Segundo, el valor de las pendientes obtenidas es muy
pequefio, asi como los coeficientes de correlacion. Estadisticamente,
se puede asumir a partir de las caracteristicas de las rectas de
regresion que no existe entonces relacidén alguna entre el peso del
animal y el del drgano; no obstante, con valores muy pequefios de
pendiente se debe llevar a cabo un analisis de variancia especial
para la regresidén lineal a fin de constatar la correlacién entre los
“datos que se estan analizando. Tal andlisis de variancia se llevo a
cabo, obteniéndose valores de p ¢ 0.01 y ratificando gque,
efectivamente, existe relacidn entre el peso del raton y el peso del

dérgano tratado.

En el caso de los graficos concernientes al peso de los

testiculos, se observa que no hay dispersién significativa de -los
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datos de letimida con respecto a la recta teérica. Los unicos datos

que se desvian de la normalidad son los del testigo positivo.
El segundc de los érganos disectados de los animales tratados

durante el desarrollo del presente experimento es el epididimo. La 17

resume loa resultados obtenidos.

TABLA 17, PESO RELATIVD DE EPIDIDING

Primer Sacrificio | Segundo Sacrificio

( 9 Semanas) (14 Semanas)
Vehiculo 0.158 *+ 0.050 0.133 + 0.025
Busulfan 2 mg/kg/dia 0.135 + 0.07.::1“_ 0.122 + 0.00-9-
Letimida 50 mg/kg/c-:l-j-.;- 0.135 + 0.126 0.126 + 0.009
Lotimida 150 mg/kgsdia| 0.134 ¢ 0.011 | 0.134 + 0.161

Las figuras 21, 22 y 23 ilustran el comportamiento de 1los

datos de la tabla anterior.
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SO RRATIV (g/100p)

FIGURA 21, PESO RELATIVD OE EP1DIOIND
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FIBURA 22, PESO RELATIVO DE EPIDIDING, PRINER SACRIFICID
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FIGURA 23, PESC RELATIVD DE EPIDIDING, SEGUNDD SACRIFICID
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Tanto en el grafico de barras como en los de datos
experimentales se observa que no sSe presenta ninguna diferencia
significativa en cuanto a peso de epididimo se refiere. En este
organo tampoco Se observa alguna afectacidn producida por el
busulfdn, ya que esta sustancia afecta directamente el testiculo,.

como se menciond en un capitulo anterior.

El altimo oérgano disectado de los ratones macho fue la

vesicula seminal. La tabla 18 muestra los pesos relativos obtenidos.
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FIGURA 18, PESOS RELATIVOS DE VESICULA SEMINAL

Primer Sacrificio | Segundo Sacrificio

(9 Semanas) (14 Semanas)

Vehiculo 0.224 + 0.074 0.297 + 0.074
Busulfin 2 mg/ke/dia | 0.262 + 0.084 | 0.280 £ 0.047
Letinida 50 mg/kg/dia | 0.273 & 0.086 | 0.281 £ 0.033
Letinida 150 mg/kg/dia |  0.227 & 0.067 | 0.286 + 0.051

Como puede observarse, no sSe presenta ninguna diferencia
significativa en los pesos de este organc. Las figuras 24, 25 y 26
constatan lo anterior, especialmente las dos ultimas graficas, al
mostrar una dispersioén muy variada de los datos de todos los lotes

utilizados en el experimento.

FIGURA 24, PESO RELATIVO DE VESICULA SENINAL
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PESD RIIATIVO (grie0y)

FIGURA 25, PESO RELATIVO DE VESITULA SENINAL, PRIMER SACRIFICIO
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FIGURA 26, PESD RELATIVO VESICULA SEMINAL, SEGUNDG SACRIFICIO
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8.4 DOMINANTES LETALES

Para poder establecer finalmente si la letimida afecta 1la
fertilidad, se 1llevé a cabo la prueba de dominantes letales en
hembras, evaluando el nimero de cuerpos liteos, implantaciones
totales y de productos vivos y muertos encontrados tras el sacrificip
de las hembras. La tabla 19 muestra los resultados globales
cbtenidos, los cuales no presentan diferencias significativaé entre
los animales tratados con letimida con respecto a los testigos. Como:
se puede observar, el testigo positive fue la unlca sustancia que
presenta gignificacion evidente, por lo que la letinida no afecta los

parametros de fertilidad evaluados con los dominantes letales.-

Pagina - 10b



Las figuras 27, 28, 29 y 30 ilustran los datos obtenidos,

corroborando la no significacidn,

TABLA 19.

DOMINANTES LETALES

| Acoplam | VEHICULO | BUS 2 | LET 50 | LET 150
1o 10.60£4.79 | 8.60+6.55 | 9.11+6.23 | 9.41#5.51
) 20 6.80+6.35 | 3.25¢5.09 { 6.93:+5.94 | 9.19+5.82
C.LUTEOS
3a 12,09+3.05 |0.6745.89** | 11.5 +5.89 |13,43+2.51
40 13.45+1.29 |2.00£4.90%* | 13.16+1.17 [8.1.00£1.41
1g 8.55£5.38 | B8.06+6.06 | 9.82£5.72 | 9.39+5.38
20 6.40£6.19 | 3.00+4.86% | 6.2046.07 | 9.00+5.73
1.TOTAL
30, 9.45+4.48 [0.5041.22%* | 10.50+5.24 | 11.57+5.62
49 13.09+1.8.1( 0.40+0.89%| 13.17+1.17 | 12.43%4.39
10 8.85+5.51 | 6.47+5.34 | 9.35+5.50 | 8.00+5.28
20 5,8045.72 |2.25¢4.09* | 5,20£5.09 | B8.44+5.63
I.VIVA
30 9.09+4.18 |0.33+0.82* | 8.83+4.71 |10.86+£2.04
4o 11.45+2.01 |0.33:0.82% | 13.1741.17 [10.57+4.96
1o 0.6040.868 { 1.80£1.86 | 0.47+0.62 | 1.12+1.65
20 0.60+1.04 | 0.81£1.47 | 1.00+1.16 | 0.56+1.31
1.MUERTA
3¢, 0.40%0.7 0.1740.41 | 1.87+#1.21 [ 0.71+0.76
40 1.54+1.51 0 0 1.4242.06
NOTA: * p < 0.05 %k p < 0.01.
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FIGURA 27, DOWINANTES LETALES. CUERPDS LUTEOS.
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MMIRE BE INPLANTACIDNES YIURS

TUNED D PLANTACIONES MUERTAS

FIGURA 29, DOMINANTES LETALES, INPLANTACIONES VIVAS
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CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

La 1letimida aparentemente no presenta +toxicidad hacia el
aparato reproductor del ratdn macho de la cepa NRM1, porque no
modificé los pardmetros evaluados, que comprendieron motilidad vy
cuenta espermatica, asi como peso de drganos clave en el ciclo fértil

del animal, tales como testiculo, epididimo y vesicula seminal.

Al mismo tiempo, se demostrd indirectamente fue la letimida
no yprovoca efectos adversos hacia la fertilidad mediante -la
evaluacidén con  dominantes letales, gque arrojaron resultados

negativos.

Es recomendable la realizacidn de un estudio de fertilidad en
hembra con el objeto de estudiar 1la influencia del sexo en el

conmportaniento de la letimida.
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