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PROLOGO

Por Eric ). Pérez P
Comencemos desde el principio, creo que es lo mejor...

La nueva generacion - bautizada como la Generacion X, los baby busters, o la
generacion de los Internet-business-, tomara el poder en el mundo dentro de unos
cinco a diez afos y, en el 2005, |a primera cosecha tendra cuarenta afos de
edad. De esta manera un numero creciente de estos seres humanos asumiran
presidencias de gobiernos, seran directivos de organizaciones, ocuparan {ronos o
sillones de primer ministro en las principales naciones del mundo. Gente que
nacio con Internet entre el biberdn y los panales.

Los "X" crecieron en la resaca de los movimientos activistas de 1968, la
alienacion de sus padres al sistema, la renuncia de los idealistas, fa Gltima etapa
de fa guerra fria, y el desdibujamiento del mundo; asi como el crecimiento
tecnoldgico mas vertiginoso en la historia de la humanidad, el deterioro de la
misma y podriamos agregar a los medios masivos de comunicacion como lps
padres suplentes.

La generacion X es una suma de actitudes banaies y reflexiones filosdficas
extraidas de la televisién: son todos aquellos que viven en un estado
contemplativo bajo ta influencia de un vergonzoso nihilismo, sistematizado por ta
dura época de represion que les tocd vivir y los hace vegetar hacia un futuro
incierto, como alguna vez sin  saberlo lo  predijera  Borges.
Inmersos en la renunciacion los "X" se identifican en la apatia subversiva del
consumismo y la comodidad, capaz de disolver cualquier intento de
transformacion.

Los miembros de a Generacién X son la negacién de un movimiento unificador,
pues representan sélo un conglomerado de modas y actitudes dispersas entre sj,
a diferencia de los yuppies, quienes buscan el poder mediante la preparacién
especializada, el control de los medios de produccion y de los circulos politicos.

Ciertamente que ellos no van a querer repetir la falacia sin caracter cometida por
Sus padres, que recibieron una perversa tarjeta roja después de varias décadas
de leatad a la compafia para encontrar la seguridad Ilaboral.
La nueva generacién X, en vista de lo que vivieron sus padres no desea respetar
este pacto. Ya le tocé ver a sus padres estresados, tentando esconder sus
angustias con un relajante vaso de whisky. Su creciente valor por el éxito
personal y ia falta de liderazgo, les obliga a dirigir la méquina del siglo XX antes
de lo que debe y, asi, ven la muerte mimetizada al volante de peligrosas
maquinas. Al navegar en la velocidad de la informética, se olvidan de que en el
mundo real, en oposicion al de los video-juegos, una curva mal hecha mata.



De qué se reira la generacién X

- Dei organigrama de las empresas
- Del dinero en papel

* Del talonario de cheques

- De {a Internet de 1999

- Del miedo al paro

- Del empleo fijo tradicional

- De las filas en los Bancos

- De las filas en los supermercados.
- De los neumaticas pinchados.

- De carrito en el asropuerto

- Del teclado del ordenador

Los miembros de !a primera generacién X, cuyos miembros tienen ya treinta afos
de edad estan trabajando:

- En empresas coligadas a las grandes corporaciones.

- En organizaciones vinculadas a Internet.

- En estructuras desmontables, desechables, descartables y virtuales.

- En empresas del area de sistemas, comunicacion, servicios, franchising.

- Trabajan en ofros paises y manejan idiomas.

- Aceptan trabajar por proyectos y no sélo con empieo fijo. Por lo tanto, para la
actual generacion, son considerados como “inestables”.

Atributos comunes

- Necesidad: consumir y competir

- Lema: aprovechar oportunidades

- Objetivo: tener éxito econdmico

- Simbolos de éxito: casa propia, casa de veraneo, coche de marca, viajes al
extranjero.

- Placeres: comer, descansar, ver TV y conseguir tecnologias electrénicas
- Ideales: no hay banderas politicas ni creencias relevantes.

- Valores: persistencia, honestidad, abnegacion, autenticidad y belleza.

- Actitud: dificilmente transforman ideas en accién.

- Fantasma; el paro

- Informatica: herramienta de trabajo.

- Apariencia: culto a la belleza, delgadez, jovialidad y salud.

- Matrimonio: necesidad, antidoto contra la inseguridad del futuro.

- Bebidas alcohélicas: en alta. Relajan y aproximan amigos.

- Tabaco: en baja. Los fumadores son considerados poco respetuosos.

"



* Finaimente dicen que la felicidad no se compra con dinero, mientras su vecino
no gane mas,

Sin lugar a dudas que estamos frente a una sociedad de seres humanos que
sienten la necesidad de unas relaciones sociales mas profundas; anhelan
alcanzar la felicidad por medio de sus referencias de vida y acaban
transformandose en avidos consumidores de auto-ayuda.

Esta vulnerabilidad se constituird en el gran desaflo a ser enfrentado por la
generacidn X ya que cada vez mas las empresas estardn solicitando
profesionales con alta competencia emocional. El Siglo XX!, el ser humano seré
valorado en toda su plenitud y se constituird en el verdadero diferencial
competitivo de tas organizaciones.

Nusstro futuro en proceso.

¢Es acaso la historia de una generacion destinada a la vacuidad y a la lucha
constante por encontrarse en un cuarto de "chat"? ;0 intentando ltenar su
soledad dando "forward" en su correo? ;Aun estamos a tiempo de encontrar
nuestro destino? o ;acaso esta es nuevamente una falacia o algo completamente
virtual "a doc" de nuestro tiempo y lenguaje?. Lo que es un hecho: nuestra
capacidad de asombro se ha visto menguada con |a tecnologia y hemos
suplantado nuestros roles de humano por los de una maquina, evaluados de
acuerdo a |a velocidad y capacidad de procesamiento.

Seremos capaces de sacar del mercado a los modelos obsoletos para ser
reemplazados por un "equipo mejorado” o mas rapidos y permanecer impavidos
viendo a nuestros congéneres caer.

Espero, con lo mas profundo de mi esencia, que esio no ocurra y deseo
enormemente que esta tesis realizada con esmero, dedicacidon, entusiasmo
obtenga los frutos esperados: demostrar que aun somos vulnerables, que el
conocimiento no se adquiere solo frente a un monitor y que requerimos de todas
nuestras capacidades, tanto emocionales como fisicas para lograr nusstros
deseos.

Que aun somos presas de algo que no conocemas: nuestro propio entorno y que
debemos estudiarto dia a dia sin olvidar la esencia misma del estudio, ayudar a
comprender las interacciones del medio con nuestros semejantes para lograr una
mejor calidad de vida.

Por mucho destino que nos auguren, aun no estamos excentos de autoflagelarnos
creando o destruyendonos, tenemos la obligaciéon de intervenir y modificar en
nuestro destino negro o ¢ permaneceremos inertes frente al televisor esperando
ver discovery channel?
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"Hay equipos que luchan un dia

y son buenos.
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esos son los imprescindibles.”

Berthol Brecht

Toda la teoria def universo ests
dirigida infaliblemente

hacia un sclo individuo,

y ése eres TU

Wailt Whitman.
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RESUMEN

Estimacién de la dosis letal media (DL 50%) de una solucién
humectable de Trichoderma sp.

Es légico y necesariamente ético pensar que no basta con demostrar que
uha sustancia quimica o bioldégica es efectiva, también es necesario demostar
que no producira efectos nocivos, por esto se pretende detectar algun efecto
indeseable en animales y evaluarlo para predecir Ia probabilidad de su aparicién
en la aplicacion en humanos, debido principalmente a contaminacion
ocupacional que pudiera presentarse en personas que no fueron instruides

para el uso adecuado de astas sustancias.

ta DL 50% funciona como un criterio de evaluacién en el control de
agentes, dicho paramétro puede ser aplicado a quimicos individuales, mezclas
simples y complejas, algunos biclégicos y productos terminados como pesticidas
y repelentes. Para tal efecto el presente trabajo evaluara la actividad toxica in
vivo de una solucién humectable de esporas viables de tres cepas de! género
Trichoderma , que ha sido aplicado como fungicida, mediante ia estimacidn de
la dosis letai media en aplicacién aguda y subcronica {(a 80 dias) por las vias

oral y topica (dérmica).

Para los pesticidas que cuentan con agentes microbiolégicos la
seguridad y posibles riesgos en su uso puede depender del agente mismo, de su
especificidad, modo de aplicacién y de la geografia del drea de aplicacion, asi
refiiéndonos al cuadro de categorias de toxicidad usado por la EPA
{Enviromental Protection Agency) dicha solucidon se encontard dentro de la
categoria IV, las sustancias que se encuentran en esta categoria son clasificadas

con un indicador de riesgo precautorio.



Los datos obtenidos en este trabajo sevirdn como base para datos
toxicologicos requeridos en su registro como fungicida biclégico, ademas,
presentard una seguridad razonable en su uso, para minimizar los riesgos y

efectos adversos que pudieran presentarse en el hombre.



. INTRODUCCION

Ei ser humano estZ expuesto a diferentes sustancias o agentes quimicos
y biclégicos presentes en el ambiente, !a forma en la que puede ingresar al
organismo depende principalmente de la naturaleza del agente o sustancia y del
medio en el que se encuentre, pudiendo abarcar mas de una ruta de ingreso, una
vez en el organismo pueden seguir diversos caminos.

Siempre que una sustancia es usada por el hombre, las primeras
interrogantes son ¢ Sera peligroso?, ¢ Causara algun dafo?, ;Qué tan segura
es ?, ;Podra producir la muerte?, etc., en general son cuestiones acerca de la
toxicidad de tal sustancia, para lo cual se puede recurrir a datos

toxicologicos reportados.

De manera tradicional, los datos toxicoldgicos obtenidos a partir de
bicensayos con animales han sido usados para predecir los efectos adversos en
los humanos, causados por ia exposicion a los agentes quimicos y bioldgicos.
La razdn para utilizar animales de laboratorio es frecuente, los humanos no
pueden ser uillizados para determinar el potencial tdxico, ni letal de los
compuestos por razones de eética, seguridad, costo o tiempo. Inherente en ol
uso de los modelos animales estd el hecho de asumir que los datos obtenidos
son importantes para el hombre (Feron, 1990)." A pesar del significativo
avance actual de la metodologia bioldgica, es un hecho que aun estamos lejos
de tener un meétodo ideal de cernimiento , el cual debera ser simple y rapido,
ademas lo suficientemente confiable. La CICOPLAFEST (Comision
Intersecretarial para el Control del Procesoy Uso de Plaguicidas, Fertilizantes y
sustancias tdxicas) para el registro de plaguicidas microbiales requiere la
presentacion de resultados obtenidos en un primer nivel de pruebas, este nivel
abarca pruebas de toxicidad aguda via oral, dérmica y por inhalacién en dos
especies diferentes, donde al menos una sea especie roedora, para dar paso a
un segundo nivel de pruebas toxicologicas en el que se incluye toxicidad
subcrénica via oral, dérmica y por inhalacion.



Envista de las pruebas solicitadas el presente trabajo pretende estimar la
toxicidad media de una solucién humectabie de esporas de Trichoderma sp.,
utilizado como fungicida biologico en exposicion aguda y subcrénica por vias
oral y dérmica.

Debido al uso dado a la solucion de  humectable de esporas de
Trichoderma sp., se estima que la toxicidad para el hombre sea baja, es decir,
presente una DL50% por encima de 5000 ppm, son tan sdlo un riesgo para el
hombre precautorio y minimo riesgo para el medio ambiente, clasificando asi
dentro de la categoria IV segun la EPA ( Enviromental Protection Agency).



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 ASPECTOS HISTORICOS DE TOXICOLOGIA Y FARMACOLOGIA

Mucha de 1a historia de toxicologia y farmacologia ha guedado anotada
en escritos de medicina, asi como en aquellas narraciones que tratan sobre
envenenamientos, suicidios, asesinatos y ejecuciones. A pesar de este
inconveniente podemos  clasificar los escritos en tres etapas .

2.1.1. Etapa tradicional.

+ Papiro Egipcio Ebers 1500 a.C.
o Trabajos escritos por Aristoteles, Hipdcrates y Teofrastus donde se
encontraron asentados venenos conocidos en agquellas epocas 400-250 a.C.

e Nicander, toxicologia de venenos animales y antidotos para toxicos de
plantas y animales.
» Dioscorides, primer intento de clasificacién de plantas de acuerdo con
efectos terapéuticos, afio 50 d.C.
¢ Galeno (131-200d.C.})y Paracelso (1493-1541), primeros avances historicos
de toxicologia, establecimiento de la relacién dosis- respuesta.
e M.}1B. Orfila (1787-1853) relevancia de! andlisis quimico en los estudios de
toxicolégia.
e Claude Bemard (1813-1878), propone el conocimiento de mecanismos de
toxicidad.

(Hemandez, 1998)*

2.1.2. Etapa modemna.

Investigacion de los mecanismos de accién bioquimica, aspectos forenses,
industriales, bélicos y errores clinicos (1900-1945)



2.1.3. Etapa contemporanea

A partir de ahi la toxicologia empieza a desarrollarse mas
cientificamente incluyendo el estudio de mecanismos de accion, quimicos y
fisicoquimicos, intoxicaciones cronicas en poblaciones, contaminantes
ambientales, mutadgenos, enervantes, carcindégenos y teratdgenos (Hernandez,
1998) %

2.2 TOXICOLOGIA y FARMACOLOGIA
Siendo la toxicologia y farmacologia los ramos de la ciencia en donde

actuaremos, es necesario establecer sus definiciones .

2.2.1_Farmacoleqia {phdrmakon; medicamento, /ogos: estudio), es la ciencia
que estudia el perfil de la actividad logica que poseen las sustancias, asi como
todo lo relacionado a su origen o fuente, constituyentes, propiedades fisicas y
quimicas, efectos indeseables o deseables.

La farmacologia esta implicada en la mayoria de las etapas de la
investigacion y desarrollo de “medicamentos’, dando pie a la farmacologia
preclinica y clinica.

Farmacologia preciinica es |a etapa del proceso de desarrollo de nuevas
sustancias que se realiza en animales de laboratorio y tiene como propdsito
fundamental: descubrir, evaluar y caracterizar las propiedades farmacoldgicas de
las sustancias que pueden tener significado a nivel terapéutico, asi mismo
determinan los efectos colaterales y toxicos a que puede dar lugar su
administracion {(Goodman & Gilman, 2000).%"



En general |a farmacologia abarca origen, propiedades fisicas y quimicas,
asociaciones, efectos bioquimicos y fisiologicos, mecanismos de accion,
absorcion, distribucion , biotransformacién y excrecion, usos terapéuticos o no,
también, se refiere a las propiedades y efectos de los farmacos en un sentido
general a las alteraciones de las sustancias vy sistemas vivos, ademas de

definir su actividad biolégica .

La farmacologia se divide en:
Farmacocinética: rama de la farmacologia que se ocupa de la
absorcidn, distribucion, biotransformacion y excrecion.
Farmacodinamia. rama de la farmacologia que se dedica al estudio

de los mecanismos de accion (Katzung, 1994).%

2.2.2 La toxicologia (foxictn, Jegein) estudia las interacciones dafinas entre
sustancias guimicas y sistemas bioldgicos.

La toxicologia tiene gran cantidad de campos de aplicacién, la
toxicologia descripfiva abarca el desarrolio de pruebas toxicologicas (biolégicas)
en animales para producir mayor informacion en la evaluacion del riesgo que
se pueda extrapolar en seres humanos o el impacto ecolégico, la  toxicologia
regulatoria tiene fa responsabilidad de decidir si un farmaco posee bajo
riesgo para ser comercializado o usado legalmente, al igual que el drea
ambiental en la que se estudia el destino ambiental de sustancias quimicas y
sus impactos en los ecosistemas y poblaciones humanas ( Hernandez , 1998).%

2.3 AGENTE TOXICO

Como ya se menciono tanto la farmacologia como la toxicologia

se encargan de los efectos de las sustancias extrafias sobre un organismo



{incluso los medicamentos), por lo que es pertiente establecer afgunas
definiciones:

» Xencbibtico: sustancia extrafia al ser viviente, no es producida por el
organismo, incluye sustancias benignas o malignas. (Hernéndez, 1998).%

¢ Agente toxico: o sustancia toxica aquella que tiene capacidad para producir
un efecto téxico (Rivero, 2001).%

Los términos anteriores no deben tomarse en sentido absoluto, puesto
que ° todas las sustancias pueden ser venenos, su dosificacion hace la
diferencia para que se comporte como un veneno o un remedio” (Paraceiso).

Existen diferentes criterios de clasificiacion de los agentes tdxicos, los

mas utilizados son los que consideran:

1. La dosis letal media
No téxico,
ligeramente toxico,
muy téxico, ...
2. Mecanismos de accion
unién a biomoléculas,
alteracion de la homeostasis, ...
3. Organo diana
Higado,
Rifion, ...
4.Segun su uso
Pesticida,
Aditivo de alimentos, ...
(Goodman & Gilman , 2000).%'



24 CURVA DOSIS RESPUESTA

Uno de los conceptos que es necesario establecer, es la curva dosis
respuesta, debido a su utilizacion como herramienta principal para este trabajo.

Para determinar la dosis de farmaco que se requiere para producir un
efecto de magnitud especificada en un gran numero de personas o animales
experimentales, se grafica la distribuciéon de la frecuencia acumulativa de los |
sujetos estudiados contra el logaritmo de Iz dosis, dando origen a la curva dosis
- respuesta. Puede elegirse &) efecto todo o nada, o efecto cuantal especificado
con base en la importancia clinica, o ia preservacion de la seguridad de los
sujetos del experimento o puede ser un fendémeno cuantal (suceso optativo)

inherente (por ejemplo: la muerte).

Para la mayoria de los farmacos las dosis necesarias para producir un
efecto cuantal especifico en los individuos son de distribucidn logaritmica
normal, es decir, se obtiene una curva gaussiana de variacion normal al
graficar ia distribucidn de ia frecuencia de estas respuestas contra el
logaritmo de la dosis. Al sumar estas respuestas la distribucion de la
frecuencia acumulativa resultante constituye una curva de dosis-efecto cuantal
(Katzung, 1994).%*

hiphosis

DOSIS(en escala logaritmica) DOSIS{en escala logaritmica)

Figura 1. Curvas de distribucidn de dosis —respuesta de todo o nada



Esta curva da origen a diferentes parémetros toxicologicos como, dosis
efectiva media (DE 50%), dosis toxica media (DT 50%) y dosis letal media

(DL50%), esta uitima se nombra a continuacion.

2.5 DOSIS LETAL MEDIA

La dosis tetal media (DL 50%), podemos definirla como la dosis necesaria
para producir la muerte en el 50 porciento de los animales de experimentacion,
asi la dosis necesaria para- producir un efecto toxico particular en el 50% de los
animales empleados se llama dosis toxica media (Katzung, 1994).24

Este parametro es determinado generalmente por farmacolégos y da
una idea preliminar de la toxicidad de la sustancia o téxico, se calcula en forma
experimental. La DL 50% se determina al trazar en la curva dosis respuesta
(Figura 1) una vertical desde el punto de la linea en el cual la unidad probit (UP)
es 5 del grafico de unidades de desviacién respecto a la media o probit en
funcién de la dosis logaritmica (Goodman & Gilman, 2000 ).2!

Diversos factores afectan la-DL 50%, estos incluyen la especie o la cepa
utilizada (Roman, 1990)=, ruta y sitio de exposicién, duracién y frecuencia de
expasicién, para efecto de clasificacion de las sustancias la EPA establece
categorias de toxicidad que se muestra en el cuadro 1.
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Cuadro 1. CATEGORIAS DE TOXICIDAD SEGUN LA EPA.

Indicador de 1 il 1] . v
riesgo

. DLSDoral’ § <50mg/Kg" 50-500 mg/kg  500-5000mg/kg 25000 mg/kg
CL 50:inhalacién i <0.2mg/l”  0.2-2.0 mgiL 2.0-20 mg/L >20 mg/L
DL 50 dérmica - <200 mg/kg" 200-2000 mg/kg  2000-20000 mg/kg = 20000mg/kg

Efectos oculares * cormosivo no  opacidad comeal no opacidad comeal, N iritacion
’ o reversible en  reversible en 7  iritacién reversible

Ta o T dies dias, initacion en 7 dias
T I persistente por 7

- LT dias
Efectosenlapiel.’ corosivo  severa imitacion moderada imitacién  Ligera o nula
L i en 72 hrs en72hrs irmitacion en 72
. - 8 hrs.

S resgo - | peligroso moderado precautorio Precautorio

- toxicidad . ' alta media media baja

* dosis expresada coma miligramos por kilogramo de peso corporal de los animales de prueba.

® dosis expresada como miligramos por litro de aire.
(Bhushan, 1990; Hodosh, 1930)'%%.

2.6 DURACION Y FRECUENCIA DE EXPOSICION.

Como ya se menciono en el parrafo anterior, la duracién y la frecuencia
son factores que intervienen en la exposicion afectando directamente la DL 50%,
para el estudio la duracién a que un individuo se expone a una sustancia
daterminada, se ha dividido en varias etapas para el estudio (Cuadro 2),
Cuadro 2. Etapas de exposicion
.. aguds. menor a 24 hr
‘subaguda::: menor a un mes
'aubcngnﬁ:&] 1-3 meses

.“cronica -';1 mayor de 3 meses

(Rivero, 2001).™

Asi, la exposicion aguda se produce cuando se administra la dosis una
sola vez, la crdnica seflala el contacto o0 exposicidn a pequeias cantidades de
la sustancia por largo tiempo, lo cual genera una acumulacion lenta en el
organismo, evaluando asi los efectos téxicos acumulativos, sugiriendo la

frecuencia de exposicién (Goodman and Gilman, 2000 ).%'
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En base a estos antecedentes este estudio plantea determinar ia DL 50%
de sustancias con actividad plaguicida, por lo que se hace evidente establecer

la definicion de plaguicida y su clasificacion.
2,7 PLAGUICIDAS

Son sustancias las cuales han sido diseAadas o seleccionadas en virtud

de que presentan toxicidad selectiva para ciertos organismos.

Las razones para su estudio:
* pueden ser tdxicas para el hombre por intoxicacion aguda o cronica
* pueden presentar efectos nocivos sobre organismos para los cuales no han
sido designados.
» Pueden aiterar el equilibrio ecolégico y repercutir sobre flora y fauna.
(Hemandez, 1998).2

Los plaguicidas cuyo registro se sujeta al procedimiento indicado por el
CICLOPAFEST, se clasifican en: '

A. Quimicos: organofosforados, organoclorados, etc.

8. Semiocquimicos o infoquimicos: feromonas, alomonas etc.

C. Microbiales: Bacterias, hongos, virus, nematodos protozoarios.

D. Miscelaneos: Botanicos, coadyuvantes, proteina hidrolizada y levadura

torula, jabones.

Entre los plaguicidas microbiales o microbiologicos que incluyen hongos

como agente principal, encontramos  la solucion humectable de  Trichoderma
sp., gue a continuacion se nombran sus generalidades.

12



2.8 TRICHODERMA

Cuadro 3. Clasificacion taxonomica
de Trichoderma sp.

Reino Fungi
Divisién | Deuteromycotina
Clase Hypomycetes
Orden Moniliales
Familia Moniliaceae
Género Trichoderma

El género Trichoderma estd caracterizado por micelio sumergido y aéreo
aracnoide, esterado o lanoso. La conidiacion es en forma de mechdn
expandido o pustulas compactadas de coloracién inicial blanquizca que torna a
verde olivo, gris y café . Los conidios presentan un eje principal amplio, recto o
flexible con  ramificaciones primarias levantadas en intervalos regulares
formando ramas secundarias que {ambién son ramificadas en los niveles
apicales mas altos. Las clamidosporas son abundantes en el micelio sumergido,
se encuentran intercaladas en las ramas terminales de las hifas vegetativas. Las

células conidiégenas (fidlides) usualmente estan dispuestas en verticilos

divergentes que terminan en ramas de conidiéforos (De Paz, 1998)."

TRIGHODERMA

SONINGH AUREOVIRIDE VIRIDE ATRCVIRIDF

Figura 2. Algunas secciones incluidas en el género Trichoderma
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Figura 3. Enrrollamiento de Trichodenma sp sobre una hifa de Rhizoctonia sofani,

Las especies agregadas del género son:
Trichoderma pilufiferum
. Trichoderma polysporum
. Trichoderma hamatum
Trichoderma Koningii
Trichoderma aureovinde
. Trichoderma harzianum
Trichoderma Jongibrachiatum
. Trichoderma pseudokoningii
Trichoderma viride

©® NP EWN

Estas especies para su desarrollo necesitan un alto porcentaje de
compuestos de carbonoy fuentes de nitrégeno. El carbono y los requerimientos
de energia son obtenidos de monosacéridos y disacéridos, polisacéridos
complejos, purinas y pirimidinas y aminoécidos.

Las especies del género Trichoderma son mohos verdes cosmopolitas, se
les puede encontrar en diferentes materiales rganicos y suslos de diversas
zonas, estdn adaptados a diferentes condiciones ambientales y a eso se debe
su amplia distribucién. Algunas especies prefieren localidades sacas-templadas
y otras templadas-frias. Frecuentemente Trichoderma spp se presenta como
un colonizador secundario en ef material orgdnico descompuesto, también, se
encuentra en la superficie de las raices de varias plantas y algunas veces es

14



posible encontrarlo en la corteza descompuesta, especiaimente cuando ésta,
esta dafada por otros hongos.

También, se ha determinado que influyen en el desarcllo de Trichoderma
Spp, factores fisicos y quimicos como; pH del suelo, textura, concentracion de
CO2 y HCO3, contenido de sales, materia organicay presencia o ausencia de
microorganismos en el suelo,

El género Trichoderma fue reconocido primeramente como antagonista de
hongos fitopatégenos al actuar como micoparasito, competir por espacio,
nutrientes y producir antibiticos volatiles y no volatiles, en estudios posteriores se
han reportado sus efectos antagdnicos en bacterias fitopatogenas, también se han
registrado beneficios en el area de la medicina y su complejo enzimatico es
empleado en pracesos alimenticios y de biodegradacion (De Paz., 1998)."°

2.9 Suifato de cobre.

Dentro de la clasificacion de plaguicidas quimicos encontramos at sulfato
de cobre pentahidratado, compuesto que describimos a continuacion.

Compuesto quimico, de férmula CuSQ4 * 5H20, peso molecular 24968
g/mol. La sal de cobre que cristaliza con cinco moléculas de agua, en forma de
cristales triciclicos azules.

Se obtiene disolviendo dxido cuprico en  &cido sulfirico- diluido, se
encuentra en la naturaleza como mineral.

Soluble en etanol, glicerol y agua (32/100 partes), ligeramente soluble en
metanol, punto de fusion (-5H20) 150°C, DL 50% oral en ratas 960 mg/kg.

Se usa en forma de lapiz para curar dlceras y verrugas, en solucién contra
el tracoma, como emético y como fungicida, plaguicida, bactericiday herbicida
en la agricultura (Merk Index, 1996).%'
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Los efectos que han preseniado por la exposicion a este compuesto
son irritacién e inflamacion de la piel, asi como del tracto respiratorio y ojos. Es
COrosivo  para membranas mucosas y cérnea. La ingestién produce vomito,
dolor urente en boca, esofago y estémago, dolor abdominal con tipico clico y
diarrea que en ocasiones se acomparia de sangre, cefalea, transpiracion,

debiidad, anuria, lesion hepatica y convulsiones.

Existen  multiples presentaciones comerciales para su UsoO COomoO

fungicida:

Blue viking Bouilie Coopertryl

Cuper Quim Phyton-27 Sulfocobre

Sulfacob-25 Calfacop Sulfato Tribasico de cobre
Sulfato Tribasico de cobre técnico Sulfato de cobre pentahidratado
Triangle Tribacu Tricobre Dragen

Comet yfo Vitacob sulfato de cobre pentahidratado

Entre tantos productos en el mercado es l6gico pensar gque la ingestidn
accidental y el contacto con alguna de estas presentaciones ha sido prosible
por 1o que el tratamiento a seguir es lavar la piel con abundante agua y jabon.
Enjuagar los ojos con agua o solucidn salina. Administar leche o agua para
diluir el toxico. Si el vomito alin no se ha presentado o no ha sido vigoroso,
realizar lavado gastrico. Posteriormente aplicar carbdn activado, en adultos 50-
100 g seguido de 2-3 vasos con agua, en nifios de 15-30 g también seguido por
la ingestién de agua. Administrar liquidos intravenosos que contengan glucosa y
electrélitos. Monitorear plasma para buscar hemdlisis ( Rivera , 2001).%

En base a su utilidad y a su DL 50% esta sustancia sera utilizada como
control positivo (+).
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ill. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 JUSTIFICACION

En vista de la gran cantidad de sustancias que se producen, de su
utilizacion en |a produccién de alimentos en especial los pesticidas, y su
extremada toxicidad, a riesgo de contaminar el medio ambients y contraer
enfermedades, es innegable la necesidad de discernimiento de los datos
toxicoldgicos de los insumos utitizados, por ello este trabajo pretende estimar de

los datos toxicoldgicos.
3.2 OBJETIVO GENERAL

Estimacion in vivo de la dosis letal media (DL 50%) en exposicién aguda
y subcrénica por via oral y dérmica, de una solucién humectable de esporas
viables de Trichoderma sp., utilizado como fungicida biolégico.

3.2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Seguir los lineamientos mencionados en el ASTM **°, para determinacion de
toxicidad.
¢ Realizar buenas précticas de laboratorio.

Los datos obtenidos servirdn como base en el registro de este fungicida

como plaguicida microbial.
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3.3 HIPOTESIS

Si |a estimacion de la DL 50% de la’ sotucién humectable de Trichoderma
Sp, es mayor de 5000 ppm, entonces asi se clasificara dentro de la categoria IV
de toxicidad de acuerdo at cuadro 1 (Bhushan, 1990; Hodosh, 1980).'9%2

3.4 ENSAYOS

Para demostrar nuestra hipdtesis y alcanzar los objetivos- recurriremos a
las siguientes pruebas:

A) Ensayo en Artemia-salina L.

B) DL 50% aguda, via oral

C)DL 50% aguda, via dérmica

D) DL 50% subcrénica, via oral

E) DL 50% subcrénica; via dérmica
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IV. ENSAYO DE Artemia salina

El empleo de ensayos biologicas consiste-en la determinaciéon det efecto
biol6gico de una sustancia sobre un organismo y constituye la estrategia mas
apropiada para ¢! ensayo de materias primas idéneas de uso farmacéutico,
alimenticio o agricola. En la literatura se describen un nimero suficientes de
técnicas de- bioensayos inespecificos- o especificos; simples o complejos- que
permiten realizar desde un examen bioldgico preliminar hasta los estudios
biodirigidos.

Entre-las evaluaciones biolégicas de caracter general destaca por su
sencillez y economia la prueba del crustdceo Artemnia salina Leach.

Los efectos biologicos y fisiologicos observados: son criticos, una de [as
respuestas biologicas simples es el monitoreo de la letalidad. Un procedimiento
general de discemimiento de toxicidad que no requiere mucha especializacion
es tomar el criteric de muerte o vida. Combinado con una refersncia de
compuestos;, el ensayo con Artemie salina es rapido, simple, poco costoso y
reproducible.

Figura4. Larva de Arfemia salinal.y adulto respectivamente. ™™
El crustdceo Ariemia safina pertenece a-la subclase Branchiopoda, orden
Anostraca, tiene una alta tolerancia a rangos de salinidad concentrada, sus
huevecillos son altamente resistentes a condiciones extremas por largos periodos
de tiempo, se reproduce oviparamente y/o viviparamente, es dependiente de

oxigeno y de luz (Teng Wah, 1993).*
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4.1 Objetivo

Determinacion de ia toxicidad de una solucién humectable de Trichoderma

sp, en Artemia salina.

4.2 Hipétesis

En el ensayo de toxicidad en Artemia safina Leach la estimacion de
DL50% de la solucién humectable de Trichoderma sp es mayor a 1000 ppm, se
establece un nivel de riesgo precautorio (categoria Ili) de acuerdo al cuadro de
criterios de toxicidad para pesticidas del cuadro 1.

4.3 Material

Lampara portatil de 60 Watts

Pipetas Pasteur con bulbo

Frascos viales y/o gerber

Balanza granataria, marca OHAUS

Matraz Ertenmeyer de 25 mL

Incubador, 25°C +/- 2°C, marca Ultratec Espafiola {10-40°C)

Huevecillos de Artemia salina, marca OHUIRA, Técnica Acuamarina.
Esporas de Trichoderma sp.

Agua destilada o purificada, distribuidor Gueeson-Velarde

Glicerina grado USP, marca Fabrica de jabén LA CORONA S.A.
Medio salino INSTAN-OCEAN, marca AQUARIUM SYSTEM, 19 Lts.
Sulfato de cobre pentahidratado, marca SULFACOB 25
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composicién % % peso

CuSQC4* 5SH20 mayor igual a 98.23
impurezas meanor igual a1.77
total 100.0g

4.4 Desarrollo experimental

s Los huevecillos del crustaceo Arternia salina L ,se incuban durante 48 horas
en un medio salino artificial, previamente oxigenado.

* Pesar 8 g de sulfato de cobre, verterio en un matraz Erlenmeyer de 25 mL, de
esta solucién se transfiere 1 mL a un matraz de 25 mL de este, transferir 2 mL a
un frasco (por friplicado).

¢ Transferir de esa misma solucidn 0.2 mL y colocario en un frasco (por
triplicado), de esta solucion tomar 5 mL y verterio en otro matraz Erlenmeyer
aforar a 25 mL.

s Tomar 1 mL aforarlo a 25 mL, tomar tres frascos y colocar en cada uno de
ellos 2.5 mL de esta ultima soilucion.

s Enotros tres frascos colocar 0.25 mL de esta ultima solucién.

* Desjar evaporar el disolvente a sequedad, a temperatura ambiente o al vacio.
Posteriomente se transfieren 10 larvas del crusticeo a cada uno de los viales, se
afora con 5 mL de medio salino.

* De esta manera se obtienen concentraciones finales del control positivo de
5120 pg/mL, 512 pg/mt, 52 ug/mi, 5.2 ug/mb .

» Para el control negative pesar 1 g de glicerina, verterlo en un matraz de 25
mL, transferir 1 mL a un frasco {por triplicado) y otro mL a un matraz de 25 mL
de ahi transferir 1.6 mL a un frasco {por triplicado) otro mL de este dltimo
matraz transferir 1 mL a otro matraz de 25 mL del cual se transferira por ultimo
otro mL a un frasco (por tiplicado), aforar con agua y seguir el paso anterior (*)

+ De esta manera se obtienen concentraciones finales de control negativo de
4000 pg/mbk, 160 pug/mi, 12.8 ng/mL.
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+ Para la solucion humectable de Trichoderma sp. pesar 625 mg de esporas,

colocartos en un matraz de 25 mL, aforar con solucion de agua-glicerina 1:1 de

esta solucién transferrir 4 mL, 2 mL, 1 mL a un frasco (por triplicado)y 5 mL a

un matraz de 25 mlL.

» De este matraz transferir 1 mL a un frasco (por triplicado) y 2.5 mL a otro

matraz de 2 SmL de este se transferira 1 mL a un frasco (por triplicado) seguir el

paso(®).

* De estamanera ias concentraciones finales de la solucidén de Trichoderma sp.

seran de 10000 pg/mb, 5000 pg/mi, 2500 pug/ml, 500 pg/mb, 50 pg/mly 2

pug/mL.

» Los frascos se mantienen con iluminacién artificial durante 24 hrs,

transcurrido e! tiempo se procede a contar el numero de  cristacsos

sobrevivientes.

» El calculo de la concentracion letal media (DL 50%) se realiza de acuerdo a la
metodologia descrita en la literatura. (Teng Wah, 1993).%

4.5 Resuitados y discusién.

En el desarrollo del método se observd que a partir de la solucién de
Trichoderma sp., correspondiente a 2500 ppm esta fue turbia y conforme
aumentaba la dosis de Trichoderma las soluciones preparadas eran mas turbias,
por 0 que el paso de la luz disminuyé considerablemente en los frascos,
recordemos que los crustaceos de Arfemia salina son dependientes de luz,
situacion semejante se observo con las soluciones del control positivo a partir
de la solucion de 5000 ppm.

En cuanto a los resultados (Cuadro 4. Resultados de Arfemia safina vs
Trichoderma sp), podemos observar que el porciento de mortalidad del control
negativo es de 30% con una dosis de 4000 ppm (Grafico 4. Control negativo
para el ensayo de Arfemia salfina L} la que se observa muy alta en comparacion
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con lo reportado en la literatura {(mayor de 125 x10* pg/mL), también se observa
Jue debio prepararse una solucién de un orden mencr a 12.8 ppm para asi poder
Comparar los datos obtenidos de las soluciones dsl control positivo y de

Trichoderma sp.

En lo referente al control positivo se observa DL 50% de 2884 mg/Kg del
grafico 2, mientras que en la literatura se reporta de 960 mg/Kg,
observandose una tendencia a la baja contraria a la observada con el control
negativoy Trichoderma, se observa la mortatidad de este contral de 55% hasta
de 5120 mg/Kg.

Siguiendo con los datos arrojados con la solucién de Trichoderma estos no
pueden ser evaluados fidedignamente a partir de 2500 ppm debido a que las
condiciones en el crecimiento de Arfemia salina después de la aplicacién de la
solucién humectable no fue el éptimo, por lo que no podemos decir que el efecto
observado (muerte) fue influido sélo por la toxicidad de la solucion de
Trichoderma, otro punto es necesario mencionar es Que con tan solo 500 ppm se
tiene mortalidad del 30%, la cual es alta a lo esperado, sin embargo de ia Figura
6. Trichoderma sp para el ensayo Artemia salina, se obtiene 1096 ppm como DL
50%.

Por lo anterior, los resultados de este experimento no son confiables, se
sugiere |a aplicacion de otro ensayo biolégico.

23



oHanw = 4iy
%0°L 08+9/9 o8 ) ¥e ) £0 4
%gEl 95+6/6 o5 6 iZ € 691 oS
%9°ZE 8T+¥Livl 82 14 14 S 89°¢ 00s
%L1 Ladd 5 14 (3] € /X4 6E'E 0052
%986 L+0L/0L ! 0L 3 8z 89t 000s
) 0+001/001 0 0

%l'6e ¥8+62/62 ¥ 8g } 62 L0 s

%l 62 E8+PEIVE £8 ¥ 14 S 4y Z5

%9'LE BS+5€/5¢ 85 St 8z L Y4 cis
1 -

"1 eufjes sy ud ofesus 9p sopeynsay 'y oipeny)

PR ju o,

'sigod

24



Grafico 1. Relacion dosis - organismos acumulados del
control negativo en Artemia salina.
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Grafico 3. Relacién dosis - organismos acumulados
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V. DL 50% aguda.
5.1 Modelos animales

En cada estudio se asume el uso de modelos animales apropiados, estos
estudios requieren especies roedoras y na roedoras. Sin embargo, los estudios
en animales presentan dos problemas; el primero es la diferencia entre
especies; el segundo concierne a las diferencias en las condiciones bajo las
cudles los xenobidticos son administrados (Melby, 1983)°. Asi un modelo
biomédico es un animal o un sistema inanimado alterno, que simula o predice

acerca de un proceso o condicion biomédica (Soriano, 1997)

Un modelo biomédico debe satisfacer los siguientes criterios:
1. Debe ser posible y reproducible o predecir procesos biomédicos o

condiciones biomédicas.

2.Debe estar disponible o al menos producible, para que el investigador
obtenga facilmente datos que puedan tener utilidad estadistica y validar la
investigacién.

3.El modelo debe ser econdmico en su obtencidn y en su desarrollo.

4. Si se utiliza un modelo inanimado este debe ser facil de manejar y de

cuidar, también de ser econdémico y con el menor equipo posible.
5.Debe contar con una amplia base de informacién que permita

establecer comparaciones de los datos nuevos que apoyen la exactitud, la
especificidad y la validez del modelo.
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De lo anterior se deriva el refinamiento de los procesos para disminuir el
estrés o el dolor a los animales y reduccién del numero de animales a
utilizarse, hasta el minimo, que servird o que tendra utilidad para el propdsito.
{Soriano, 1997)%.

Es conveniente revisar, aunque sea en forma breve, las caracteristicas
biolgicas y fisiolégicas esenciales de |a especie utilizada en el laboratorio.

Hay dos especies comunmente usadas en el laboratorio Rattus ratfus o
rata negra y la rata albina o noruega Rattus norvergicus, desarrollada a partir
de la rata siivestre Norvergica. Actualmente, existen varias cepas de ratas
consanguineas y poblaciones no consanguineas, es mas comun la utilizacién de

astas ditimas.

Cuadro 5. Taxonomia de |a rata (Baker, 1979)°

Clase Mammalia
Subclase Theria
Infraclase Eutheria
Orden Rodentia
Suborden Myornorpha
Superfamilia Muroidea
Familia Muridae
Subfamilia Murinae
Género Rattus
Especie norvergicus
Origen Asia (viejo mundo)

Los tres tipos de ratas no consanguineas mas comunmente utilizadas en

la investigacion son;
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a. Wistar (W) esta es una rata albina desarrollada en el Instituto Wistar
de Philadelphia. Tiene cabeza ancha, orejas ralativamente grandes y

comportamiento décil, la cola es mucho mas corta que el resto del cuerpo;

b. Sprague-Dawley (SD). Originatmente producida por la granja Sprague-
Dawley en Madison Wisconsin, es una rata albina més pequeia y de mas rapido
crecimiento que la Wistar. Tiene cabeza larga, fina y estrecha, su cola es del
mismo tamafio que e! resto del cuerpo; sumamente prolifica, mas sensible a

enfermedades respiratorias.

¢. Long-Evans (LE) esta rata es mucho mas chica que la Wistar o la
Sprague-Dawley. Su cuerpo es blanco y estd cubierto por parches negros, su
cabeza es usualmente negra. Debido al color negro de la cabeza "capucha” a
este animal también, se le denomina rata encapuchada. Son ratas muy activas y
de comportamiento muy agresivo {Gémez, 1999; Soriano, 1997)°%

Cuadro 6. Parametros generales de la rata albina

peso macho 250-300 g
hembra 250-300 g
al nacer 56¢g
tamafo corporal +/-5 37.5cm
frecuencia respiratoria 92 (80-150) min
frecuencia cardiaca 350 (260—4.50)min
edad 10-12 sem
comportamiento de cruza poligamo 1.6
temporada todo el afio
ciclo estral paliestrico
duracién 4-5 dias
gestacion 21 (20-22) dias
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; camada 7-14 individuos
destete 21 dias, 40-50g
‘recruza inmediatamente
Frea de alojamiento <150g 150cm’

>150g 250 em’
~altura de alojamiento <1580 g 180 cm

»150 g 20cm
temperatura 12-28°C
humedad ralativa 40-70% |
_requerimiento de luz 12-14 hrs/dia ‘
consumo de agua ad libitum 2045 mL :
_consumo alimento ad libitum 12-20g '

5.2 Estimacién de dosis letal media aguda, via oral

Para tal efecto se puede elegir el efecto cuantal especificado con base
en la relevarcia clinica o la preservacién de la seguridad de los sujetos de
experimentacion, o puede ser un fendmeno inherente. Para casi todas la
sustancias las dosis que se necesitan para producir un efecto cuantal
especificado en un inividuo generalmente tiene una distribucion logaritmica
normal, asi cuando se tiene la  distribucién de la frecuencia acumulada se
puede construir una curva cuantal de dosis efecto.

La curva cuantal se caracteriza por enunciar la dosis efectiva media (DE
50%), dosis toxica media (DT 50%) , dosis letal media (DL 50%) definida en la
seccion 2.5. Asi la DL 50% funciona como un criterio de evaluacion en el
control de agentes vertebrados. Puede ser aplicado a quimicos individuales,
mezclas simples, complejas, agentes bioquimicos, agentes microbiolégicos y
productos terminados como pesticidas, repelentes.
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5.2.1 Objetivo

Estimacion de Ja toxicidad aguda, via oral (DL 50% ) en ratas.
Observacion de las alteraciones que presenten los roedores en un lapso
de 14 dias.

5.2.2 Hipétesis

Si la DL 50% de a solucién humectable de Trichoderma sp, por aplicar
€8 mayor o igual a 5000 PPM, entonces representara un nivel de riesgo
precautorio {categoria IV), de acuerdo al cuadro de criterios de toxicidad para
pesticidas. (Cuadro 1).

5.2.3 Material

Jeringas de 5 mL, marca plastipak

Balanza granataria, marca OHAUS

Marcadores de colores, marca Esterbrook

Sonda para alimentacién infantil, marca Kortex, catalogo K-731-C
Reloj con crondmetro.

Ratas albinas, cepa Wistar, aduitos iévenes machos, peso 280g -340g
Solucién de Trichoderma sp, marca LITHAN
Sulfato de cobre pemtahidratado, marca SULFACOB 25

composicion % % peso

CuS04*5H20 mayor igual a $8.23

impurezas menoriguala 1.77
total 100.0¢g

Agua destilada o purificada, distribuidor Guesson-Velarde
Glicerina grado USP, marca Fabrica de jabon LA CORONA S.A
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5.2.4 Desarrolio experimental

1. Mantener los animales en periodo de aclimatacién durante 5 dias.

2. Tomar cada rata, pesarlasy distribuirias, etiquetando cada una de ellas,

3. Caleular la dosis aplicable segun su peso (Cuadro 7).

4. Administrar Ig solucién de Trichodema Sp, via oral, con sonda esofagica.

5. Déspués de la administracién observar continuamente en intervalos de 1 hr,
durante un periodo de & hr (Adbel-Barry, 2000)>, después cada 24 hr durante 14
dias (ASTM , 1999)4¢

6. A cada intervalo de tiempo  anotar todas |a alteraciones fisicas abservables
en las ratas como incremento o decremento de Ia respiracién, hipoactividad,
ataxia, diarrea, letargia, secreciones rojas de los orificios del cuerpo y sus
contenidos.

5.2.5 Peso ¥ célculos,
Solucién de Trichoderma Sp 422x10%espimL  65.41 mg/mlL
Solucién de Trichoderma SP 3.43x10° esp/mL 531.65mg/mL

Solucién de CuS04 *S5H20 - 1000mg/mL

Cuadro 7. Relacién de pesos y volumen por administrar para DL50% aguda,
via oral.

tratamiento rata peso(g) mL admon
verde | 256.9 0.1mL/100g

verdell 2467  0.1mis100g 0.246
verdelll 2669  01mu100g 0266

rata peso(g) dosis mL admon
. Sl rojo 348 2500 ppm 22
c(--} { verdell 3684 2500 ppm 2.2
cg&i verdelll 3646 2500 ppm 22
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azul Il 3135 132200 ppm* 6.5*

negro V 250.9 8988 ppm 4.18
: cafeV 2614 8934 ppm 415
{1743 negrol 2333 1174.7ppm 5.3
{174, negoll 2311 11746ppm 419
.;—iif‘(al:_:'_'.;;i negrolV 2673  1174.0ppm 4.81
888 azul | 2497  586.74ppm 2.24
D688 azilv 2502  588.21ppm 2.25
5@; < amlv 2608 586.7ppm 2.42
28 rool 2687 292.11ppm 120
N g rojolt 2554  332.8ppm 1.14
D282 Xl roolv 2429 293.5ppm 1.0
Céicﬁlb;‘
Dosis por administrar {ppm, mg/kg); Por ejemplo S000ppm
9000mg - 1000g
X1 - peso rata (250.99)
X1 =2258.1mg

Concentracion de la soluciéon 53165 mg -1 mL
2258.1 mg - X2 =4.20 mL por administrar

5.2.6 Resultados y Discusidn.
Los resultados se muestran en el siguiente cuadro,
Cuadro 8. Resultados obtenidos de los grupos contral,
para DL 50% aguda via oral.
relacién % efecto
GRUPQ efecto toxicidad muerte efecto toxicidad muerte
#’ control (+) 313 213 31 100% | 66.67% ;| 100% '
control(-) O3 ' 03 - 03 0% 0% 0% -

—
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Los datos donde n es igual a 3 se refiere al numero de animales de
experimentacién establecidos de acuerdo a los estudios de Lorke, 19832,

Det cuadro anterior (Cuadro 8:) se observa claramente el grupo control
negativo no presenta efectos téxicos con lo que se confima que el solvente
utilizado en la preparacién de la solucién de Trichoderma no ocasiona efectos
téxicos intrinsecos, que puedan potenciar la toxicidad de las esporas de
Trichoderma. E| controt positivo (sulfato de cobre pentahidratade) si muestra
efectos toxicos de nuestro interés (letalidad) con lo que se tiene una referencia
de los efectos- que se-pueden presentar, Y de como podria presentarse, no
dejando de lado la variabilidad que se presenta entre un individuo y otro. Es
importante mencionar que- en el grupeo controt todos: los individuos de- prueba
debian morir, confirmando asi que su DL 50% es de 472 mg/kg.

Enlo referente a la solucién de Trichoderma- los datos presentados en el
cuadro 9, son resultados de DL50% aguda via oral y conforman ios gréficos 4y
S enlos cuales se observa quela curva representativa de-letalidad no cruza por
ia linea media con lo cual no se puede estimar la DL 50 sin embargo, una DL
menor (30%, 40%) podria ser estimada. De- estas mismas-figuras se puede
calcular la DES50% y DT50%. La DE50% coincide en ambos gréficos
calcuiandose en  812.83 mghkg, sin embargo-esta dosis no- cofresponde a su
eficiencia sobre agentes patégenos en plantas, el efecto minimo observado en los
animales de experimentacion fue le-piloereccion. Mientras que pare la toxicidad
se observa a los animales aletargados asi, la DT50% se calcula en el orden
de 1000 mg/Kg obssrvéndose que se-encuentra dentro de la categoria- lll de
toxicidad' con un riesgo  precautoria (Hodosh, 1980)%, recordemos que la dosis
toxica- media es aquella dosis-a la cual el 50% de los individuos presentan un
efecto téxico cualquiera que este sea. .

Un punto que es necesario mencionar es la dosis real-aplicada a una rata
del grupo de 8960 ppm, esta es de 13,200 ppm lo que indica un orden mayor
de Trichoderma sp, sin presentarse aun asi- letalidad, esto podria indicarnos un
nivel de toxicidad muy bajo, sin embargo, tendria que montarse un
experimento nuevo para su célculo exacto.
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Gréfico 4. Relacién porcentaje - dosis para DL 50%
aguda, via oral para Trichoderma sp.
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3.3 Estimaci6n de la dosis letal media aguda, via dérmica,

En este ensayo se evaluaron las caracteristicas toxicas para asignar
efectos letales y subietales de |a sustancia aplicada sobre ia piel en una sola
expasicion.

Esta prueba es requerida para productos manufacturados y formulados,
un estudio inicial puede llevarse acabo con una sola dosis, si los resultados
indican que la DL 50% en 24 hr es mayor a 20 g/kg de peso, no se requiere otro
estudio.

Sino es asi es necesaria una prueba mas formal, esta prueba puede ser
usada como estudio inicial de  toxicidad en la piel. Algunas limitaciones
practicas como el area superficial de! animal de experimentacion que es
expuesta y el tiempo de exposicién, pueden dar origen a  datos
semicuantitativos, sin embargo, los datos generados permiten una estimacion
razonable del nivel de riesgo en el humano. Por lo cual también se eligid el
efecto cuantal (ASTM, 1999)**

5.3.1.0bjetivo
Estimacion de la DL50% y DT 50% aguda, via dérmica en ratas.

Observacién de las alteraciones Que presenten los animales de prueba
en un lapso de 14 dias.

5.3.2 Hipétesis

Sila DL 50% via dérmica de la solucién humectable de Trickoderma sp.
por aplicar es mayor a 9000 ppm entonces, representara un nivel de riesgo
precautorio (categoria ill), de acuerdo al cuadro de criterios de toxicidad para
pesticidas (Cuadro 1).
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5.3.3 Material

Balanza grantaria, marca OHAUS
Marcadores de colores, marca Esterbrook
Aspersor

Reloj con cranémetro

{sopos de algodén o gasa absorbente
Rasuradora, marca Trimer ES-505
Tijeras para estilista, marca Barrilito

Ratas albinas, cepa Wistar, aduitos jovenes machos
Solucién de Trichoderma sp, marca LITHAN
Suifato de cobre pentahidratado, marca SULFACOB 25

composicion % % peso
CuSO4*5H20 mayor ifual a 98.23
impurezas menor igual a2 1.77
totat 1000g

Agua destilada o purificada, distribuidor Guesson-Vetarde
Glicerina grado USP, marca Fabrica de jabdn LA CORONA S.A.

5.3.4 Desarrollo experimental .

1. Mantener alos animales en periodo de aclimatacién durante 5 dias.

2. Tomar cadarata y pesarla, etiquetar cada una de ellas. )

3. Eliminar el pelo del dorso de la rata con la rasuradora, si s necesario tres
dias antes de la aplicacion (Un &rea aproximada de 4 x4 cm) .

4. Verificar que la piel del animal no se encuentre lesionada (irritacién, heridas,
escoriaciones, inflamacion...) y que se encuentre en estado satudable

5. Calcular la dosis aplicable segun su peso y tratamiento correspondients
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6. Administrar (a sustancia segin el tratamiento correspondiente, via dérmica
POr aspersidn, si es necesario, mediante los isopos o la gasa absorbente
Cerciorarse que toda el area de aplicacién este humedecida con Ia sustancia
Correspondiente.

7. Después de Ia aplicacion observar continuamente en intervalos de 1 hr
durante un pericdo de 6 hr (Abdel-Barry, 2000)?, posteriormente realizar
observaciones cada 24 hr durante 14 dias ( ASTM, 1999)°.

8. En cada intervalo de tiempo anotar las alteraciones fisicas observables en los
individuos.

5.3.8 Peso y calculos.
Solucién de Trichoderma  4.22x10° esp/mL  65.41 mg/mi
Solucién de Trichoderma 3.43x10° esp/mL  531.65 mg/mL

Solucién de CusS04 200 mg/mL

Cuadro 10. Relacién peso-volumen por administrar para DL 50% aguda,

via dérmica.

Tratamiento faia peso(qg) mb admon
cafe | 428 0.5g/kg 2.1

cafell  424.1 0.5g/kg 2.1
"negrolV 385 0.5g/kg 19

rata peso (g) Dosis mL admon
azul | 371.8 1000 ppm 1.8
azul i} 363.8 1000 ppm 1.8
T azul vV 367.7 1000 ppm 18
++1 rojol 351 9000 ppm 5.9
<0 90007 rojolll 3502 9000 ppm 5.9
;9?; j rojolV 3868 9000 ppm 6.5
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o cafe Ili 3834 2400 ppm 1.7
azuliv. 3915 2400 ppm 1.8
"3 rojoV 37586 2400 ppm 1.7
4 verdei 3539 1200 ppm 0.8
, verde Il 396.2 1200 ppm 0.8
1200 7 verde . 3233 1200 ppm 08
j negrol 2956 600 ppm 27

{ negro Il 3277 600 ppm 30

dnegrolll 2448 600 ppm KR

T e Al e ind

Céleulo;
Dosis por administrar (ppm, mg/kg), Por ejemplo 600 ppm
600 mg -1000 g
X1 -2956 g
X1=177.36 mg
Concentracién de la solucién 65.41 mg -1mL
17736 mg- X2=27mL

5.3.6 Resultados y discusion

Observando el cuadro 11, se verifica qQue el control negativo, no produce
efecto alguno sobre [a piel de los animales experimentales, siendo este control
ol disoivente de la solucién de Trichoderma $p, con lo que podemos decir que
no produce efectos téxicos intrinsecos Y que no potencia el efecto toxico que ia
solucion de Trichoderma pueda tener.

En relacion ai control positivo, se observa en todo el grupo de animales
experimentales que presentan efectos téxicos, como se observan en las Figuras
5y 6, sirviendo como referencia del efecto téxico y su magnitud. Si hay lesion,
el animal presenta lo siguiente:
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* piloeraccién de la piet en el drea de aplicacién,
* acumulacion de la sustancia en ef drea aplicada,
* irritacion,
" presencia de una pequefia roncha (que el mismo animal se puede rascar),
* mayor irritacién e inflamacién,
* lesionando !a piel-ocasionando pequefios sangrados que se encostran.

De lo anterior decimos que el efecto minimo presentado es piioereccion
de la piel en el 4rea aplicada, y el efecto toxico-es; imritacién, inflamacién y
formacién de la costra. En cuanto a magnitud los resultados arrojan que la
roncha se presenta alrededor del tercer dia, mientras que la irritacién e
inflamacién al cuarto dia y la costra aparecera en promedio al sexto dia,
teniendo una duracién hasta el noveno dia come minimo.

En lo referente a la solucién de Trichoderma sp, en los gréficos 6y 7, se
ven resultados semejantes para et efecto minimo presentado, puesto que todos
tos animales lo manifestaron, sin embargo no se hace referencia sifue al mismo
intervalo- de tiempo en cuanto a magnitud. La- letalidad no se presenta- en
ningun grupo tratado por o cual, la curva permanece en el origen, sugiriendo asi
la observacion dela curva de toxicidad, estasi se eleva para interpolar y
calcular una DT 50%, sin embargo, el efecto de toxicidad no es de igual
magnitud que el observado para el control positivo; aqui sélo se observa ia
presencia de una pequefia roncha, que no evoluciona a una lesién mayor
{(Figuras 7y 8).

Asi-la DT 50% para la solucidn de Trichoderma sp, podria mostrarse
como un intervalo de dosis, debido a que se observan dos partes de esta curva,
en la primera conforme la dosis aumenta el efecto también aumenta; hasta
liegar aun efecto maximo, después de este punto aunque aumente la dosis
administrada, el efecto disminuye e incluso no se presenta (Figuras: 9 y 10),
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originando asi curvas de efecto bifasico, motivo por el cual el intervalo de dosis
en el que se presentara efecto es 1035 mg/Kg a 1429 mg/Kg (Gréaficos 6y 7),
en base a esto Ja DT 50% que tomaremos sera de 1035 mg/Kg.
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. Gréfico 6. Relacién porcentaje - dosis para DL 50% |
| aguda, via dérmica para Trichoderma sp. |
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Figura 5. Efecto causado por el control positivo sobre Rattus
norvergicus, exposicion aguda via dérmica (1000 ppm)

Figura 6. Efecto causado por e! control positivo sobre Rattus
norvergicus, exposicion aguda via dérmica (1000 ppm)
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Figura 7. Efecto causado por Trichoderma sp sobre Rattus

norvergicus, exposicion aguda (1200 ppm) via dérmica.

Figura 8. Efecto causado por Trichoderma sp sobre Rattus

norvergicus, exposicion aguda (1200 ppm) via dérmica.
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Figura 9. Efecto causado por Trichoderma sp sobre Rattus
norvergicus, exposicion aguda (9000 ppm) via dérmica, no

se observa lesion.

Figura 10. Efecto causado por Trichoderma sp sobre Rattus
norvergicus, exposicion aguda (9000 ppm) via dérmica, no

se observa lesion.
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VI. DL 50% , subcrénica

6.1 Estimacién de dosis letal media subcrénica, via oral.

Este método trata del estudio a plazo semilargo (90 dias) para
determinar los efectos de una sustancia sobre especies mamiferas como la rata
siguiendo una exposicion repetida y prolongada. Bajo las condiciones de prueba
de toxicidad los efectos que requieren un periddo de latencia largo o las
manifestaciones por acumulacién pueden presentarse, también pueden
presentarse los efectos adversos como resultado de la exposicion diaria a
dieta, agua y sustancia de prueba controlada de especies mamiferas por
periodo de 90 dias.

Este método debe generar datos para identificar a la mayoria de los
efectos subcrénicos y debe de se Util para definir la relacién dosis-respuesta en
un largo periodo (1 afic). En adicion la prueba debe permitir la deteccion de
efectos toxicos generales y proveer informacion de dafio en érganos y posible
acumulacién y puede ser usado para establecer criterios de seguridad de
exposicion en humanos, asi como proveer informacion del potencial de

seguridad para una exposicion repetida por largos periodos de tiempo.

Por el contrario si la dosis letal no es determinada vy la dosis
administrada en |a dieta es mayor a 1000 mg/ Kg entonces las dosis por
debajo de este valor son consideradas como no téxicas (ASTM, 1999).

6.1.1 Objetivo

Estimacién de |a dosis fetal media, subcrénica via oral en ratas.

Estimacion de dosis téxica media subcronica via oral en ratas.
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Observacidn de las alteraciones y /o efectos que se presenten en los
roedores enun lapso de 90 dias.

6.1.2 Hipdtesis

- 8i la estimacién de DL50% presentada por la solucion humectable de
Trichoderma sp, es mayor a 5000 mg/kg, entoncas representara un nivel de
riesgo precautorio {categoria V), de acuerdo al cuadro de criterios de toxicidad

para pesticidas {cuadro 1).

6.1.3. Material

Jeringas de 5 mL, marca plastipak
Balanza grantaria, marca OHAUS
Marcadores de colores, marca Esterbrook
Reloj con cronémetro

Ratas albinas, cepa Wistar, adultos jovenes machos peso 280 g -340g
Solucién de Trichoderma sp, marca LITHAN

Agua destilada ¢ purificada, distribuidor Guesson-Velarde

Glicerina grado USP, marca Fabrica de jabon LA CORONA S A,
Sulfato de cobre pentahidratado, marca SULFACOB 25

compaosicion % % peso

CuS04 *sH20 mayor igual a 98.23
Impurezas menor igual a .77
fotal 100.00 g

6.1.4, Desarrollo experimental.

1. Tomar cada rata y etiquetarla
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2. Mantener los animales en periodo de aclimatacién durante 5 dias.

3. Pesar diariamente a cada individuo durante la semana de aclimatacién,
anctar la cantidad de alimento de ingesta por dia (eﬁtre 15-20g), el agua debe
ser administrada ad libitum.

4.Verificar que cada rata se encuentre “saludable”

5.Establecer al azar grupos de 3 animales para realizar 3 niveles de dosis

que se estableceran de acuerdo a la DL50% aguda oral {> 9000 ma/kg).

Cuadro 12. Niveles de dosis para DL 50% subcronica, via oral

Baja 0.25X 2250 mgl kg
Media 0.5X 4500 mg/kg
Alta 1X 9000 ma/kg
Control {-) solvente 0.1 m/100¢g
Control (+) CuS04 *5H20 {2500 mg/kg

6. La administracion de la sustancia de prueba sera incorporado al alimento
mediante la siguiente ecuacion:
X=100K/G donde:

X= % de la sustancia prueba en la dieta expresada en g sustancia
00 g alimento por dia.

K= dosis de la sustancia que se desea en g sustancia / kg de peso
por dia.

G = consumo medio alimenticio por dia en una semana expresado
en g de comida/ kg peso por dia.

(ASTM, 1999)°.

7. Pasada la semana de aclimatacion administrar la dosis asignada a cada
grupo, incorporada en el alimento y administrar agua ad libitum.
8. De ahi en adelante preparar las mezclas de acuerdo a los pesos corporales
medios y consumo registrados en la 1® semana .
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9. Registrar estas observaciones al menos una vez al dia, incluir signos de
toxicidad (por grupo de dosis), incluir grado, tiempo y duracidn, los cambios
pueden ser en la piel, cjos, membranas mucosas, frecuencia cardiaca,
frecuencia respiratoria, pelaje, actividad somatomotor y convulsiones.
10. Administrar la sustancia activa 5 dias a la semana, por un periddo de
exposicidn de al menos 12 semanas.
11. Pesar a los animales al menos una vez aia semana o el mismo dia cada
semana vy registrar los pesos.

Si la variacién de peso registrada es significativa, se debe cambiar la
dieta del individuo.
12. Al cabo del periédo de exposicién sacrificar a los “sobrevivientes”, realizar
necropsia, incluir examinacién extemna de la superficie del cuerpo, orificios y
sus contenidos.

6.1.5 Peso y calculos

Solucién de Trichoderma sp. 3.43x10° esp/ mL 531.65 mg/mL
Solucion de Trichoderma sp. 4.45x10° esp/ mL 689.7 mg/mL
Solucién de CuSQ4*5H20 320 mg/mL

Cuadro 13. Relacién peso-volumen por adminstrar para DL 50% subcrénica,
via oral, para 12 sem,
Tratamiento Rata Peso (g) mL admon/100 g

R1 237 1 mL /kg 1.3

R2 265 1 mL kg 1.5

R3 281 1mL kg 16
Rata Peso(g) Dosis(mg/kg) mL admon/100 g
Vi1 267 2500 11.9

V2 288 2500 12.9

v3 227 2500 11.9
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279 2250 6.7

288 2250 6.9
285 2250 8.9
233 4500 111
266 4500 13.0
227 4500 11.3
265 9000 25.6
278 9000 26.9
254 2000 245

Calculos:

Dosis por administrar 2250 mg/Kg; 2.25 gfkg

Peso rata, por ejemplo 279g; 0.279%g

Peso promedio de alimento ingeride 17.5 g

Solucién de esporas a concentracién de 531 mg/mL; 0.531 g/ mL

Utilizando la ecuacién del punto nimero 6 tenemos:;

X=(100*2.25g/kg) / (17.59/ 0.279 kg)
= 225/62.72 = 3.58g esporas /100 g de alimento

0.531 g —-1mL
3.58g——X =6.74 mL de soluciéon /100 g de alimento

Los célculos de las siguientes semanas se realizaron de manera semejante,
tomando en cuenta el peso reportado en esa semana. Cuando la solucién de
Trichoderma a la concentracion 531.65 mg/mL se termind se utlizé ta solucidn
de 689.7 mg/mL.
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6.1.6 Resultados y discusion

De los datos contenidos en el cuadro 14, se observa que el grupo de
animales del control negativo no presenta efectos téxicos, mucho menos
letalidad, confirmandose que dicha sustancia no presenta toxicidad intrinseca y
no potencia efectos tdxicos que puedan presentarse con la sustancia de
prueba.

En el grupc de animales del control positivo si se observan efectos toxicos
y moralidad de 33.33%, baja en comparacién con lo observado en el ensayo
agudo por via oral (seccion 5.2), adn cuando se utilizd la misma dosis, pero
recordemos que en este ensayo la aplicacion se realizé incorporando Ia
sustancia al alimento consumido en todo el dia y con acceso de agua ad
libitum, més no con sonda como en el ensayo agudo, a pesar de esto Ultimo la
mortalidad se presento, confirmando su toxicidad en un solo animal.

Respecto a la sustancia de prueba (solucion de esporas Trichoderma sp.)
encontramos, que solo en el grupo de dosis baja se presenta la muerte 33.33%,
mientras que la toxicidad se presenta en el grupo de dosis 2250 y 4500 ppm,
entre tanto para la dosis 9000 no se observa efecto algunc en este ensayo de
aplicacion subcrénica, contrastandc con el ensayo de aplicacién aguda (seccion
5.2) en el cual se presentaron efectos toxicos para la dosis 9000ppm, diferencia
ocasionada puesto que !a aplicacion también se realizé mediante la
incorporacion de la sustancia en el alimento de todo el dia y acceso al agua ad
libitum, efecto semejante mencionado para el control positivo, lo anterior se
confirma al observar los gréficos 8 y 9, donde la curva bifasica de ofecto se
encuentra recorrida hacia la derecha del eje, ahora bien !a curva de letalidad
en ningun momento ha cruzado por el limite de control de 50% o en su defecto
por 5 unidades de probabilidad, confirmando no se puede estimar la DL50% al
igual que en la seccién 5.2, para este ensayo tampoco es posible determinar la
DT 50% puesto que la curva representativa tampoco cruza por la linea media,
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de la DE50% no hacemos ninguna observacién puesto que para la sustancia
prueba debido a su uso se determina en plantas.

6.1.6.1 Resultados patolégicos

* Los resultados se encuentran en las hojas foliadas de acuerdo al
siguiente orden;
Folio BOI-690 corresponde al grupo de tratamiento Trichoderma sp, dosis baja .
Folio BOI-691 corresponde al grupo de tratamiento Trichoderma sp, dosis media.
Folio BOI-692 corresponde al grupo de tratamiento Trichoderma sp, dosis alta .
Folio BOI-693 corresponde al grupo de tratamiento control negativo.
Folio BO1-694 corresponde al grupo de tratamiento control positivo.
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Gréafico 8. Relacion porcentaje - dosis para DL50%

0 subcronica, via oral para Trichoderma sp.
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Departamento de Patologia

Resuliado de estudlo hislopato.légieo

11 de Septiembre del 2001,
RESULTADO No. B01-6%0

Expediente clinico: . Especie: Roedor
Raza: Wistar Sexo: Macho
Edad: Adulto

Remitente: Facultad de Quimica

Propietario: .

DESCRIPCION MACROSCOPICA:

Se recibe varias porciones de tejido que corresponden a higado, estémago, intestino delgado,
nifién y piel.
DESCRIPCION MICROSCOPICA:
Piel: Presenta hiperqueratosis ortoqueratdsica moderada difusa.
Estémago: La mucosa presenta pequeiios agregados de linfocitos.
Intestino delgado: En algunas secciones las vellosidades se observan comprimidas y con infiltrado
inflamatorio compuesto principalmente por linfocitos, células plasmaticas y escasos eosinofiles,
Higado; Presenta proliferacion moderada de conductos biliares, asi como congestion moderada difusa,
Rifién: Presenta congestion moderada difusa.

DIAGNOSTICOS MORFOLOGICOS:

1. Hiperqueratois ortoqueratésica moderada difusa.

2. Gastritis linfocitica discreta zonal

3. Enteritis linfoplasmocitaria y eosinofilica moderada muitifocal
4. Proliferacion ligera de conductos biliares- Higado

COMENTARIO: Para proximas ocasiones se recornienda remitir los érganos fijados en formol al 10%

y el aparato gastrpintestinal abierto y sin contenido alimenticio
ATENT

MVZ. Felix $éinchez Godoy

&

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 58
" Apartado Posial 21-083 C.P. 04510, Coyoacdn . Tel/Fax. 622-58-88 y 616-10-60
N México, D.F,



Departamento de Patologia

Resultado de estudio histopatologico

RESULTADO No. B01-691

Expediente clinico: Especie: Roedor

Raza: Wistar Sexo: Mache

Edad: Adulto

Remitente: Facultad de Quimica

Propietario: '

DESCRIPCION MACROSCOPICA:

Se recibe varias porciones de tejido que corresponden a higado, estomago, intestino delgado,

rifién y piel,
DESCRIPCION MICROSCOPICA:
Piel: Presenta hiperqueratosis ortoqueratdsica moderada difusa.
Intestino delgado: En algunas secciones las vellosidades se observan comprimidas y con infiltrado
inflamatorioc compuesto principalmente por linfocitos, células plasmaticas y escasos eosinofilos.
Higado: Presenta proliferacion moderada de conductos biliares, asi como congestion moderada
multifocal,
Rindn: Presenta congestion moderada difusa

DIAGNOSTICOS MORFOLOGICOS:

1. Hiperqueratois ortoqueratésica moderada difusa.

2. Enteritis linfoplasmocitaria y eosinofilica moderada multifocal
3. Proliferacidn ligera de conductos biliares- Higado

COMENTARIO: Para proximas ocasiones se recomienda remitir los drganos fijados en formol al 10%
r el aparato gastrointestinal abierto y sin contenido alimenticio.

ATENTAME
MVZ. Eﬁ&)doy

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Apanado Postal 21-085 C.P. 045310, Cuyoacdn . Tel/Fax, 622-58-88 y 616-10-60
México. D.F.
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Departamento de Patologia

Resultado de estudio hislopato.légico

11 de Septiembre del 2001,
RESULTADO No. B01-692

Expediente clinico: Especie: Roedor
Raza: . Sexo:

Edad;

Remitente; Facultad de Quimica

Propietario:

DESCRIPCION MACROSCOPICA:
Se recibe vanas porciones de tejido que corresponden a higado, estomago, intestino delgado,
rifion y piel.
DESCRIPCION MICROSCOPICA:
Piel; Presenta hiperqueratosis ortoqueratdsica moderada difusa

Estémago: La submucosa presenta pequeiios agregados de eosindfilos.
Intestino delgado: En algunas secciones las vellosidades se observan comprimidas y con infiltrado

inflamatorio compuesto principaimente por linfocitos, células plasmaticas y escasos eosinofilos.
Higado: Presenta congestion moderada difusa.
Riiion: Presenta congestién moderada difusa.

DIAGNOSTICOS MORFOLOGICOS:

I. Hiperqueratois ortoqueratésica moderada difusa.

2. Gastritis eosinofilica ligera multifocal

3. Enteritis linfoplasmocitaria y eosinofilica mederada multifocal

COMENTARIO: Para proxiraas ~casiones se recomienda remitir fos érganos fijados en formol al 10%
y el aparato gastrointestinal abio y sin contenido alimenticio

ATENTAME

— = :
MVZ. Wdoy

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Apanado Postal 21-083 C.P. 04510, Coyoacén . Tel/Fax. 622-58-88 y 616-10-60
México, D.F.
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Departamento de Patologia

Resultado de estudio histopatoligico

11 de Septiembre del 2001.
RESULTADQ No. B01-693

Expediente clinico: Especie: Roedor
Raza: Wistar Sexo: Macho
Edad: Aduito
Remitente: Facultad de Quimica
Propietario:
DESCRIPCION MACROSCOPICA:

Se recibe varias porciones de tejido que corresponden a higado, estdmago, intestino delgado,
rfion y piel.
DESCRIPCION MICROSCOPICA:
Piel: Presenta hiperqueratosis ortoqueratésica moderada difusa, asi como pequefios agregados de
linfocitos alrededor de vasos sanguineos.
Estomago: La submucosa y la muscular presenta pequefios agregados de eosinofilos.
Intestino delgado: En algunas secciones las vellosidades se observan comprimidas y con infiltrado
inflamatorio compuesto principalmente por linfocitos, células plasmaticas y escasos eosindfilos.
Higado: Presenta proliferacion moderada de conductos biliares, asi como congestion moderada
multifocal,
Rifion: Presenta pequefios agregados de células inflamatorias compuestas por linfocitos en la pelvis
renal, asi como congestién moderada difusa.

DIAGNOSTICOS MORFOLOGICOS:

1. Dermatitis perivascular linfocitaria ligera multifocal con hiperqueratois ortoqueratésica
moderada difusa.

Gastritis eosinofilica ligera multifocal

Enteritis linfoplasmocitaria y eosinofilica moderada multifocal

Proliferacion ligera de conductos biliares- Higado

5. Pielonefritis linfocitaria ligera zonal

COMENTARIO: Para proximas ocasiones se recomienda remitir los 6rganos fijados en formoi al 10%
/ el aparato gastrointestinal abierto y sin contenido alimenticio

e W T
LI

ATENTAMENTE

MVZ. Felix Sanchez Godoy
Vo. Bo.

Jr. Gilberto Chavez Gris

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnisa 61
Apariado Postal 21-085 C.P. 04510, Coyoacén . Tel/Fax. 622-58-88 ¥ 616-10-60
México, LF.




Departamento de Patologia

Resultado de estudlo histopatologico

11 de Septiembre del 2001,
RESULTADO No. B01-6%4

Expediente clinico: Especie: Roedor
Raza: Wistar Sexo: Macho
Edad: Adulto .
Remitente: Facultad de Quimica
Propietario:
DESCRIPCION MACROSCOPICA:

Se recibe varias porciones de tejido que corresponden a higado, estomago intestino delgado,
nifidn y piel.
DESCRIPCION MICROSCOPICA:
Piel: Presenta hiperqueratosis ortoqueratdsica moderada difisa,
Estémago: La submucosa presenta pequefios agregados de ecsindfilos,
Intestino delgado: En algunas secciones las vellosidades se observan comprimidas y con irfiltrado
inflamatorio compuesto principalmente por linfocitos, células plasmaticas y escasos eosindfilos.
Higado; Presenta proliferacion moderada de conductos biliares, asi como congestidon moderada
multifocal,
Rifdn: Presenta pequefios agregados de células inflamatorias compuestas por linfocitos en el intersticio
renal, asi como un material granular intensamente bascfilico en tubulos renales (nefrocalcinosis),

DIAGNOSTICOS MORFOLOGICOS:

1. Hiperqueratois ortoqueratdsica moderada difusa.

2. Gastritis eosinofilica ligera multifocal

3. Enteritis linfoplasmocitaria y eosinofilica moderada multifocal -
6. Proliferacién ligera de conductos biliares- Higado

7. Nefritis linfocitaria ligera multifocal con focos de nefrocalcinosis

COMENTARIO: Para proximas ocasiones se recomienda remitir los érganos ﬁjados en formol al 10%
astrointestinal abierto y sin contenide alimenticio.

W
MVZ, anchez Godoy

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

: 1 Apariado Posial 21-083 C.P. 04510, Coyoacin . Tel/Fax, 622-58-88 ¥ 616-10-60

NS México, D.F.
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6.2 Estimacion de la dosis letal media subcrénica, via démica.

Este método describe un procedimiento experimental para la asignacion
y evaluacion de caracteristicas toxicas, de aplicacion diaria en la piel de
animales experimentales durante 90 dias, al contrario, no es aplicable para
determinar efectos que tiene un periodo de latencia largo (por ejempio;
carcinogenicidad) o corto.

Este método también, proveé informacién sobre riesgos de salud e
informacién necesaria para establecer criterios de seguridad para expaosicidon
humana, pero sin dejar de lado la deteccion de signos de toxicidad y otros
diferentes de letalidad, informacion sobre drganos blanco y posibles efectos
acumulativos, que pueden ser un parametro de referencia de seleccion de dosis
para estudios crénicos (ASTM,1999)°.

6.2.1 Objetivo
Estimacion de la DL 50% y DT 50% subcrénica, via dérmica en ratas.
Observacién de las alteraciones y/o efectos que presenten los
animales en un lapso de 90 dias.
6.2.2 Hipotesis.
Si la estimacién de DL50% presentada por fa solucidn humectable
de Trichoderma sp, es mayor a 1200 mg/kg, entonces representara un nivel de

riesgo moderado (categoria Il), de acuerdo al cuadro de criterios de toxicidad
para pesticidas (cuadro 1).
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6.2.3 Material.

Balanza grantaria, marca OHAUS
Marcadores de colores, marca Esterbrook
Aspersor

Reloj con cronémetro

Isopos de algodén o gasa absorbente
Rasuradora, marca Trimer ES-505

Tijeras para estilista, marca Barrilito

Ratas aibinas, cepa Wistar, adultos jovenes machos

Solucién de Trichoderma sp, marca LITHAN

Agua destilada o purificada, distribuidor Guesson-Velarde
Glicerina grado USP, marca Fabrica de jabon LA CORONA S .A.
Sulfato de cobre pentahidratade, marca SULFACOB 25

composicién % % peso

CuS04 *5H20 mayor igual a 98.23
Impurezas menor igual a .77
total 100.00 g

6.2.4 Desarrollo experimental

1. Tomar cada una de las ratas y etiquetaria.

2. Mantener a los animales en aclimatacién durante 5 dias

3. Pesar diariamente a cada individuo durante |a semana de adaptacion, anotar
la cantidad de alimento de ingesta por dia (entre 15-20g), e! agua debe ser
administrada ad libitum

4. Establecer al azar grupos de 3 animales para realizar 3 niveles de dosis

que se daran de acuerdo a DT 50% aguda dérmica ( 1200 mgrkg)
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Cuadro 15. Niveles de dosis para DL 50% subcrénica, via dérmica

baja 0.25X 300 mg/ kg

media 0.5X 600 mg/kg
alta 11X 1200 mg/kg
control (-} solvente 0.5miL/ 1009
controi {+) { CuSO *5H O | 1000 mg/ kg

5. Cortar el pelo del area dorsal del tronco aproximadamente antes de la
prueba o afeitar si es necesario.

Cortar el pelo del animal semanalmente, tener cuidado pues puede
afectar la permeabilidad de la piel.
6 .Pasada |la semana de adaptaciéon administrar ia dosis asignada a cada
grupo, por aspersion y con la ayuda de una gasa porosa si s necesario,
proporcionar agua y alimento ad libitum.
7. De ahi en adelante preparar las mezclas de acuerdo a los pesos corporales
medios.
8. Registrar las observaciones al menos una vez al dia, incluir signos de
toxicidad (por grupo de dosis), incluir grado, tiempo y duracién, pueden ser
cambios en la piel, cjos, membranas y mucosas, frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, pelaje, actividad somatomotora y convulsiones.
9. Administrar la sustancia activa 5 dias a la semana, por un periodo de
exposicion de al menos 12 semanas.
10. Si existe acumulacién de la sustancia de prueba se puede limpiar el dorso
del animal con un lienzo hiumedo con agua para remover la sustancia de
prueba, secar el dorso con un pafio suave.
11. Pesar a los animales al menos una vez ala semana o el misme dia cada
semana y registrar los pesos.

Si la variacién de peso registrada es significativa, se debe cambiar la
dieta del individuo.
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12. Al cabo del periodo de exposicidn sacrificar a los “sobrevivientes”, realizar
necropsia, incluir examinacion externa de la superficie del cuerpo, orificios y

sus contenidos.

6.2.5 Peso y célculos

Solucién de Trichoderma sp. 4.22 x10° esp/ mL 65.41 mg/mL

Solucién de Trichoderma sp. 3.43 x10° esp/ mL 531.65 mg/mL
Solucidn de Trichoderma sp. 4.45 x10° esp/ mL 689.7 mg/mL
Solucién de CuS04°5H20 320 mg/mL

Cuadro 16. Relacién peso- volumen por adminstrar para DL 50% subcrénica,
via dérmica, 1° semana.
Tratamiento Rata Peso (g) mbi admon
RS 344 0.5 mL /100g 1.72
Vi1 328 0.5 mL 100g 1.6
V3 355 0.5 mL /100g 1.7

Rata Peso (g) Dosis mL admon
V4 394 1000 1.2
V5 380 1000 1.2
C1 377 1000 1.2
N1 411 300 1.8
N2 339 300 1.5
N3 353 300 1.6
N4 360 600 a3
NS5 356 600 32
R1 341 600 3.1
R2 363 1200 0.8
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393 1200 0.8

351 1200 0.7
Célculos
Dosis 300 mg/kg
Peso rata por ejemplo 4349

Solucién de Trichoderma utilizada 65.41 mg/mL
300 mg — 1000 g
X' —— 434g X'=130.2mg

6541 mg-—1mL
130.2 mg — X2 X? = 1.9 mL por administrar diario

Los célculos para las siguientes semanas se realizaron de manera semejante.
Cuando la solucién de Trichoderma a la concentracién 531.65 mg/mL se
termind se utliz6 la solucién de 689.7 mg/imL, tomando en cuenta el peso

promedio utilizado en esa semana.
6.2.6 Resuitados y discusién

Los resultados asentados en el cuadro 17, confirman que la sustancia
control negativo no presenta efectos toxicos intrinsecos o - potencia los que
presenta la sustancia problema, al igual que en los tres ensayos anteriores
(secciones 5.2,5.3,6.1).

Del grupo de tratamiento con el control positivo se observan efectos
toxicos semejantes a los de la seccién 5.3, al ser la misma dosis aplicada y
puesto que no se presenta un efecto mayor o diferente sugiere que estos son
efectos agudos debido a la administracion diaria, esto se observa en las figuras
11, 12 y 13. La presencia de los efectos dérmicos se da alrededor del cuarto dia
de aplicacion, para la irritacion e inflamacién esta se presentd alrededor del
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quinto dia, vy la lesi6n alrededor del sexto dia presenta tendencia semejante al
ensayo agudo (seccién 5.3), es importante mencionar que tan solo uno de los
animales experimentales hasta el dia de término presentaba iesiones, sin
embargo en los ofros animales dejaron de presentar lesiones alrededor de 5

dias antes del término, se puede pensar en ‘tolerancia” a la sustancia.

Estos datos sugieren al igual que para el control positivo, con la solucién
de Tnchoderma sp., el efecto y la letalidad tienen tendencias semejantas que
en ia seccién 5.3, siendo el efecto minimo presentado la piloereccidén, mientras
que la DL50% y DT50% no es posible calcularlas puesto que las curvas
representativas no cruzan la linea media, sin embargo con una DT por debajo de
30% si seria posible calcularla aunque no es significativa toxicologicamente
hablando, este efecto es posible observarlo en las figuras 14,15 y 16, y al igual
que en la seccion 5.3 el efecto tdxico observado no es de igual magnitud que
para el control positivo pues no evoluciona a una lesién mayor.

6.2.6.1 Resultados patolégicos

Los resultados se encuentran en las hojas foliadas de acuerdo al siguiente
orden;

Folio BOI-695 corresponde al grupo de tratamiento control positivo.

Folio BOI-696 corresponde al grupo de tratamiento control negativo.

Folio BOI-697 corresponde al grupo de tratamiento Trichoderma sp, dosis baja.
Folio BOI-698 corresponde al grupo de tratamiento Trichoderma sp, dosis media.
Folio BOI-699 comesponde al grupo de tratamiento Trichoderma sp, dosis alta.
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Gréfico 10. Relacion porcentaje - dosis para
DL50% subcrénica, via dérmica para Trichoderma

. sp.
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Figura 11. Efecto causado por el control positivo (1000 ppm) sobre
Rattus norvergicus, exposicidn subcrénica (30 dias ), via dérmica.

Figura 12. Efecto causado por el control positivo (1000 ppm) sobre

Rattus norvergicus, exposicién subcronica (60 dias ), via dérmica.
—

(. .

Figura 13. Efecto causado por el control positivo (1000 ppm) sobre
Rattus norvergicus, exposicion subcrdnica (90 dias ), via dérmica.
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Figura 14. Efecto causado por Trichoderma sp (1200 ppm) sobre
Rattus norvergicus, exposicion subcrénica (30 dias), via dérmica.
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igura 15. Efecto causado por Trichoderma sp (1200 ppm) sobre

Rattus norvergicus, exposicion subcronica (60 dias), via démmica.

Figura 16. Efecto causado por Trichoderma sp (1200 ppm) sobre
Rattus norvergicus, exposicion subcrénica (90 dias), via dérmica.
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Departamento de Patologia

LN Ay
M"d Resultado de estudio histopatolégico

11 de Septiembre del 2001,
RESULTADO No. B01-695

Expediente clinico: Especie: Roedor
Raza: Wistar Sexo: Macho
Edad: Adulto
Remitente: Facultad de Quimica
Propietario;
DESCRIPCION MACROSCOPICA:

Se recibe varias porciones de tejido que corresponden a higado, estdmago, intestine delgado,
rifion y piel.
DESCRIPCION MICROSCOPICA:
Piel: Presenta hiperqueratosis ortoqueratdsica moderada difusa.
Estomago: La submucosa y la muscular presenta pequefios agregados de eosindfilos.
Intestino delgado: En algunas secciones las vellosidades se observan comprimidas y con infiltrado
inflamatorio compuesto principalmente por linfocitos, células plasmaticas y escasos eosinofilos.
Higado: Presenta proliferacién moderada de conductos biliares que en algunas ocasiones presentan
escasos linfocitos alrededor de ellos, asi como congestion moderada multifocal,
Rifign: Presenta congestion moderada difusa.

DIAGNOSTICOS MORFOLOGICOS:

1. Hiperqueratois ortoqueratdsica moderada difusa.

2. Gastritis eosinofilica ligera multifocal

3. Enteritis linfoplasmocitaria y eosinofilica moderada multifocal
4. Proliferacion ligera de conductos biliares- Higado

COMENTARIO: Para préximas ocasiones se recomienda remitir los drganos fijados en formol al 10%

y el aparato gastrointestinal abierto y sin contenido alimenticio.
ATENTAMENTE

MVz Eelicsénchez Godoy

Universidad Nacional Auténoma de México 73
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Apartado Postal 21-083 C.P. 04510. Coyoacdn . Tel/Fax. 622-58-88 v 616-10-60
Mexico, DLF.




i Departamento de Patologia
d Resultado de estudio histopatolégico

11 de Septiembre del 2001.
RESULTADO No. B01-696

Expediente clinico: Especie: Roedor
Raza: Wistar . Sexo: Macho
Edad: Adulto

Remitente: Facultad de Quimica

Propietario:

DESCRIPCION MACROSCOPICA:
3e recibe varias porciones de tejido que corresponden a higado, estdmago, intestino delgado,
rifién y piel.
DESCRIPCION MICROSCOPICA:
Piel: Presenta hiperqueratosis ortoqueratdsica moderada difusa,
Intestine delgado: En algunas secciones las vellosidades se observan comprimidas y con infiltrado
inflamatoric compuesto principalmente por linfocitos, células plasmaticas y escasos eosindfilas.
Higado: Presenta congestién moderada multifocal,
Rifidn: Presenta congestion moderada difusa.
Estomago: Sin cambios patologicos significativos
DIAGNOSTICOS MORFOLOGICOS:
1. Hiperqueratois ortoqueratdsica moderada difusa.
2. Enteritis linfoplasmocitaria y eosinofilica moderada multifocal

COMENTARIQ: Para proximas ocasiones se recomienda remitir los organos fijados en formol al 10%
y el aparato gastrointestinal abierto y sin contenido alimenticio

ATENTAMENTE

MVZ. Eelix* €z Godoy

Universidad Nacional Auténoma de México 74
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Apartado Postal 21-085 C.P. 04510, Coyoacdn . Tel/Fax. 622-58-88 v 6161 0-60
México. D.F.




Depcrtamento de Patologia

Resultado de estudio histopatoléagico

11 de Septiembre del 2001.
RESULTADO No. B61-697

Expediente clinico: . Especie: Roedor
Raza: Wistar Sexo: Macho
Edad: Adulto
Remitente: Facultad de Quimica
Propietario:
DESCRIPCION MACROSCOPICA:

Se recibe varias porciones de tejido que corresponden a higado, estomago intestine delgado,
rfion y piel.
DESCRIPCION MICROSCOPICA:
Piel: Presenta hiperqueratosis ortoqueratdsica moderada difisa,
Estomago: Sin cambios patoldgicos significativos.
Intestino deigado: En algunas secciones las vellosidades se observan comprimidas y con infiltrado
inflamatorio compuesto principalmente por linfocitos, células plasmaticas y escasos eosindfilos.
Higado: Presenta congestién moderada multifocal,
Riiién: Presenta congestion moderada difusa.

DIAGNOSTICOS MORFOLOGICOS:
1. Hiperqueratois ortoqueratésica moderada difusa.
2. Enteritis linfoplasmocitaria y eosinofilica mederada multifocal

COMENTARIO: Para proximas ocasiones se recomienda remitir los organos fijados en formol al 10%
y el aparato gastrointestinal abierto y sin contenido alimenticio.

ATENTAMENTE

MVZW Godoy

S80S Universidad Nacional Auténoma de México

i AL / Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 75

! ‘ ! Apartado Postal 21-085 C.P. 04510, Coyoacan . Tel/Fax. 622-58-88 v 616-10-60
N m México, D.F.



Departamento de Patologia

S -
&"‘{’“ Resultado de estudio histopatolégico

11 de Septiembre del 2001.
RESULTADO No. B01-698

Expediente clinico: Especie: Roedor
Raza: Wistar Sexo: Macho
Edad: Adulte
Remitente: Facultad de Quimica
Propietario:
DESCRIPCION MACROSCOPICA:

Se recibe varias porciones de tejido que corresponden a higado, estomago, intestino delgado,
riion y piel. ’
DESCRIPCION MICROSCOPICA:;
Piel: Presenta hiperqueratosis ortoqueratdsica moderada difusa.
Estémago: Sin cambios patoldgicos significativos.
Intestino delgado: En algunas secciones las vellosidades se observan comprimidas y con infiltrado
inflamatorio compuesto principalmente por linfocitos, células plasmaticas y escasos eosinofilos.
Higado: Presenta proliferacion moderada de conductos biliares asi como congestion moderada
multifocal,
Rifién: Presenta congestion moderada difusa.

DIAGNOSTICOS MORFOLOGICOS:

L. Hiperqueratois ortoqueratosica moderada difusa.

2. Enteritis linfoplasmocitaria y eosinofilica moderada multifocal
3. Proliferacion ligera de conductos biliares- Higado

COMENTARIQ: Para proximas ocasiones se recomienda remitir los drganos fijados en formol al 10%
y el aparato gastrointestinal abierto y sin contenido alimenticio.

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 76
Aparnado Postal 21-083 C.P. 04510, Coyoacdn . Tel/Fax. 622-58-88 ¥ 616-10-60
México, D.F.



Departamento de Patologia

&?‘—*“ Resultado de estudio histopatolagico

11 de Septiembre del 2001.
RESULTADO No. B0t-699
Expediente clinico: Especic: Roedor
Raza: Wistar Sexo: Macho
Edad: Adulto ,
Remitente: Facultad de Quimica
Propietano:
DESCRIPCION MACROSCOPICA:
Se recibe varias porciones de tejido que corresponden a higado, estémago, intesting Jefgado,
rifion y piel. :
DESCRIPCION MICROSCOPICA:
Piel: Presenta hiperqueratosis ortoqueratdsica moderada difusa
Estémago: La submucosa y la muscular presenta pequefios agregados de eosinofilos.
Intestino delgado: En algunas secciones las vellosidades se observan comprimidas y con infiltrado
inflamatorio compuesto principalmente por linfocitos, células plasmaticas y escasos eosinofilos.
Higado: Presenta proliferacion moderada de conductos biliares que en algunas ocasiones presentan
escasos eosinofilos airededor de ellos, asi como congestién moderada multifocal,
Rifon: Presenta congestion moderada difusa.

DIAGNOSTICOS MORFOLOGICOS:

1. Hiperqueratois ortoqueratésica moderada difusa.

2. Gastritis eosinofilica ligera multifocal

3. Eateritis linfoplasmocitaria y eosinofilica mederada multifocal

4. Hepatitis eosinofilica discreta zonal con proliferacion ligera de conductos biliares

COMENTARIO: Para proximas ocasiones se recomienda remitir los organos fijados en formol al 10%

y el apardto gastrgintestinal abierto y sin contenido alimenticio
g ATENTAMENTE

wz.cf@%@doy

Universidad Nacional Auténoma de México 77
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Apanado Postal 21-085 C.P. 04510, Coyoacin. Tel/Fax. 622-58-88 ¥ 616-10-60
México, D.F.
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VIl. RESULTADOS GENERALES Y CONCLUSIONES
7.1 Resultados

Los resultados generales concentrados en el cuadro 18, muestran las
DT50% calculadas y las DL50% estimadas de los diferentes ensayos
reatizados.

Se ha dicho que DES0% es la dosis a la que la sustancia de prueba
produce un efecto en el 50% de la poblaciéon (para nuestro caso no corresponde
a su efectividad sobre agentes patdgenos en plantas). Cuando este efecto es
téxico (muerte para nuestro caso), DL50% se torna el parametro mas importante
para ios toxicologos. Algunos compuestos tienerm otra curva intermedia que se
conoce como curva de efectos toxicos (DT); esta describe los efectos que no son
deseablss ni letales (Rivero, 2001)®. Tomando en cuenta lo anterior y en vista
que las curvas de letalidad no cruzaban la linea horizontal al 50%, se opto por
el calculo de DT en ios ensayos que fue posible, sin embargo, tomando en
cuenta la dosis maxima probada o aplicada en cada ensayo y observando que
no producia efectos téxicos se puede decir que la letalidad se encuentra por
encima de esta dltima dosis, estos resuitados concuerdan con los resultados
patologicos que se realizaron ( Cuadro 19, y secciones 6.1.6.1 y6.2.6.1), debido
principaimente a que to reportado  se enuncia como difuso, ligefo 0 moderado |
puesto que al ser realizado por una terceria como estudic ciego (FVZ, UNAM. ) y
no tener el parametro exacto de- porcentaje- o cantidad de tejido- afectado
puede omitirse, respaldado también debido a que no se observaron dafios a
simple- vista (macroscopicos), con tan solo una excepcion, correspondiente a
tejido de piel del control negativo , para el ensayo DL50% subcrénica dérmica.

Haciendo un breve recordatorio, la gastritiss es una inflamacién de la
mucosa gastrica, puede ser superficial por o que no es peligrosa, esto se pudo
presentar por el método de sacrificio, este serealizé mediante camara
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de eter, recordemos que esta sustancia es irritante y lesiona mucosas por lo que
es probable las patologia presentada se debiera a su uso. Ahora bien la
enteritis que se presenta es moderada, recordemos que esta definida como
infeccion del intestino causado por virus, bacterias y hongos, estado normal at
ingerir Ja gran cantidad de microorganismos, para arrastar a los agentes hacia
el ano y expulsarlos.

En lo que se refiere ala hiperqueratosis, se puede relacionar por el
constante corte de pelo en el animal, por el continuo frote con tijeras y
rasuradora, estado esperado por la metodologia aplicada.

Pasando a la nefritis presentada por el contro! positivo subcrénica, via
oral, es de esperarse recordemos que la sustancia apiicada es sulfato de cobre
pentahidratado, siendc este un metal causa lesién renal, concordando con el
sujeto en tratamiento.

La pielonefritis s una lesién del intersticio renal causada por
infeccién bacteriana, sin embargo el sujeto que lo presento correspondia a
control negativo por lo que el contacto con el hongo no pudo ser el causante de
esta patologia, al igual que la dermatitis presentada por este mismo sujeto. Para
la hepatitis discreta zonal, presentada por un sujeto del grupo de tratamiento
1200 ppm, subcrénica via dérmica, no es congruente puesto que esta patologia
se define como infeccion viral de los hepatocitos. La dltima patologia que
queda por mencionar es la preoliferacion de conductos biliares — higado,
recodando que la bilis es secretada en los hepatocitos, hacia los caniculos
biliares localizados entre las células hepdticas, donde se vacian hacia los
conductos biliares terminales y de alli a los conductos biliares mas anchos, hasta
alcanzar el conducto hepatico y el colédoco, del cual la bilis va directamente
hacia el duodeno o se desvia para entrar al vesicuta bitiar, la bilis es requerida
para la digestion de grasas principalmente, y debido que la glicerina (sustancia
control negativo) es obtenida como un subproducte en 1a produccién de &cidos
grasos, este pueda contener gran cantidad de elflos y por o tante requerir su
digestién, por lo que la proliferacion de conductos biliares- higado se presentd
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sin embargo no representa un signo de toxicidad, ademas no es ocasionado por

el principio activo esporas de Trichoderma sp.

7.2 Conclusiones

* Sobre la base de la informacion presentada y analizada, el cuadro de
resuitados generales (cuadro 18) sefiata la informacién toxicoldgia de la solucién
humectable de esporas de Trichoderma sp en una especie roedora, para su
registro como fungicida bioldgico.

“Dentro det contexto de este mismo cuadro y del criterio de toxicidad
para plaguicidas, la sofucién humectable de esporas de Trichoderma sp , se
encuentra  clasificada en la categoria IV para pruebas orales y dentro de la
categoria Il para pruebas dérmicas, lo que sugiere un riesgo precautorio y
toxicidad media para ia poblacién.

* Es innegable que toda sustancia puede producir un efecto o la presencia
de una patologia, en mayor o menor grado enun organismo (como ya lo habia
mencionado Faracelso ), para fortuna nuestra  la solucidén humectable de
Trchoderma sp. evaluada parece no iniciar alguna patologia grave, sin
embargo esto no debe ser tomado en terminos absolutos puesto gue aun no
se descarta en su totalidad de las patologias presentadas, aun cuando se
trato de establecer la posible causa.

* Ante la presencia de cualgier efecto o patologia es necesario pensar gue
los factores ambientales tienen  gran influencia por lo que no hay que
despreciarlos, ademas de las variaciones entre individuos, pues no todos los
organismos respondenden de la misma manera a los estimulos y el grado en
que todo esto afecte, por lo anteiror un efecto no se le puede adjudicar a una

solo causa en su totalidad.
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“ Ain con los datos obtenidos es necesario el uso de medidas
precautorias y de seguridad, como equipo de trabajo adecuado para el mansjo
de plaguicidas.

*Es importante el conocimiento de la peligrosidad de cualquier sustancia,
cualquiera que sea su uso, en especial si se tiene conocimiento del contacto
con la poblacién (campesinos, jornaleros y sus familias para el caso de los
plaguicidas), nosotros como profesionales de la quimica tenemos la gran
encomienda del discemimiento de las sustancias como beneficas o peligrosas,

teniendo en cuenta el costo - beneficio en materia de salud.

* Una investigacion toxicologica de este tipo implica trabajo arduo, pero
sobre todo recursos, sin embargo, es recomendable el seguimientc de esta
investigacion para la determinacién de DT50%. El inicio de este tipo de
investigaciones para muchas de las sustancias que se encuentran en uso en la

industria, reduciria notablemente los riesgos en salud en un pais como México.
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IX. GLOSARIO
AGENTE. Lo que tiene poder para producir un efecto.

ANTAGON!STA. Guarda una relacién estructural con el toxico y compite con éste
por el sitio activo del receptor donde actia, modificando asi |a respuesta de las
celulas efectoras.

ANTIDOTO. Es un compuesto quimico capaz de combinarse con el téxico y

eriginar una nueva molécula , en general inerte, polar y facil de eliminar.
ASPERSION. Asperjar, rociar
AMPOLLA. Vejiga formada por la elevacién de la epidermis.

ASTM. American Society fro testing and Materials. Sociedad americana para
pruebas y materiales. Agencia que se encarga de evaluar los procedimientos

de pruebas y experimentos,

BIOACTIVACION. Biotransformacién del xenobiotico durante la cuat se forman
metabolitos mas téxicos que el compuesto madre.

BIOTRANSFORMACION. Proceso en el que intervienen diversas enzimas y
cofactores localizados en érganos especificos, para convertir compuestos
lipdfilos en metabolitos hidréfilos.

CEPA. Tronco u origen de una familia. Linea de individuos que comparten las

mismas caracteristicas, conjunto de caracteristicas genotipicas y fenctipicas que

se obtienen y conservan después de veinte cruzas consanguineas.
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CICLOPLAFEST. Comisidn Intersecratarial para el control del Proceso vy Uso de
Plaguicidas, Fertilizantes y sustancias téxicas. E$ un drgano de coordinacion
entre diferentes secretarias (SECOFI, SAGAR, SEMARNAP Y S8A) que
responde a ta politica nacional de simplificacién administrativa con el objetivo de
realizar actividades coordinadas de regulacion y control, asi como de aguilizar la
expedicién de registros y autorizaciones de importacion respecto a plaguicidas,

fertilizantes y ssutancias tdxicas.
CONVULSIONES. Contraccion muscutar espasmodica, violenta y repetida.

DOSIS. Cantidad de sustancia aplicada por unidad tratada o aplicada en un

organismo,

DOSIS DE REFERENCIA. (RfD) Consumo méximo diario recomendado para un

compuesto determinado.

DOSIS DIARIA PROMEDIO DE POR VIDA. (LADD) Se obtiene mediante la
concentracion del toxicégeno en el medio por la frecuencia de contacto por la
fraccidn de contacto por la duracién de la exposicién todo esto entre el peso

corporal por el tiempo de vida.

DOSIS EFECTIVA MEDIA (DES0%) Dosis de la sustancia que produce un efecto
en la mitad de la pobiacion.

ed. Abreviatura de editor

EFICIENCIA. Depende de la potencia (CES0), eficacia maxima, cepacidad para
llegar alos receptores pertinentes, puede depender de la via de administracian,
absorcidn, distribucion en el organismo.
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EPA. Enviromental Protection agency. Agencia que se encarga de regular y
aprobar las sustancias utilizadas como pesticidas, asi como de dar las
directrices de pruebas para la seguridad de los usuarios.

ESCORIACIONES. Escoriar, excoriar, gastar o arrancar la piel de una parte del
cuerpo,

ERADICACION. Completa eliminacién de una plaga en cierta drea.

EXPOSICION. Medida de la cantidad de sustancia que ha ingresado al
organismo.

FUMIGANTE. Sustancia quimica en forma gaseosa utilizada para matar o
inhibir ung plaga.

INCUBAR . Encobar, empoltar, producir crias.

INDICE TEREPEUTICO. (Tl) Proporcién de la dosis requerida para producir un
efecto téxico, y la dosis, con frecuencia mediana, necesaria para obtener una
respuesta terapéutica deseable. Ti= DL50/ DE 50. Es una relacion de Ia
medicion relaciona la dosis que se requiere para producir un efecto deseado de
la que produce un efecto no deseado, sefialando el grado de selectividad.

INFLAMACION. Proceso de reacciones en un tejido al contacto con agentes
patdgenos, se caracteriza por enrojecimiento, calor, tumefaccion y dolor.

PPM. Abreviatura de unidades partes por millén, tiene equivalencias tales como
Mg/ Kg. mUKg, ngig, pg/mL
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PLAGA. Organismo existente que bajo ciertas circunstancias puede causar

desastres.

PLAGUICIDA. Conjunto de compuestos quimicos concebidas y fabricados para
exterminar insectos y otros organismos que causan enfermedades en el hombre

o reducen et volumen y la calidad de las cosechas agricolas.

PELIGRO. Capacidad de ias sustancias de causar efectos dafinos, es una
medida de la toxicidad inherente que plantea la sustancia, en caso de no
carcinégenos se expresa como dosis de referencia {RfD) y como factor de
unidad de riesgo (q1*) para los carcinogenos.

PERIODO DE ACLIMATACION O ADAPTACION. Tiempo necesario para un

animal de ajuste en el [aboratorio.

POTENCIA. Se refiere a la concentracion (CE 50%) o dosis (DE 50%) de un
farmaco que se requiere para producir el 50% del efecto maximo de esa
sustancia, depsnde an gran parte de la afinidad de los receptores para enlazarse
con la sustancia y en parte a la eficiencia con la cual ia interaccién sustancia -
receptor se acopla a la respuesta. La potencia de una sustancia se expresa en
unidades de dostficacion por lo general en términos de un objetivo terapéutico
especifico (vgr. 50 mg para sedacién leve).

POTENCIA RELATIVA. Es ta relacion de las dosis que producen un mismo

efecto, puede servir en la comparacién de una sustancia con otra.
RIESGO. Posibilidad de la poblacidn al entrar en contacto (exponerse) con las

sustancias peligrosas de que alguna produzca esos efectos en una situacion

determinada.

92



RIP. Abreviacién de muerto.

RONCHA. Bultilto que se eleva en el cuerpo del animal, ampolla,

SUSTANCIA. Cada una de las distintas clases de rmateria que se distinguen

entre si por un conjunto de propiedades.

TIEMPO DE EXPOSICION. Tiempo durante el cual un organismo esta en

contacto con una sustancia, esta influenciado por |a duracion y frecuencia.

TOLERANCIA. Es un fenémeno caractrerizado por la necesidad de aumentar la
cantidad de sustancia para obtener el mismo efecto. La tendencia de las
sustancias para inducir tolerancia es muy variable, los ejemplos mas claros
son los alcoloides de! opio. Si bien es un fendémeno muy estudiado, e |

mecanismo por el que se produce es auin desconocido.

TOXICIDAD. Poder de una sustancia de causar dafio, es una propiedad
intrinseca de la misma y depende de varios factores como dosis y exposicién.

TOXICIDAD DERMICA. Efecto toxico en un organismeo resultado del contacto con
un pesticida sobre la piel.

TOXICOGENOS. Sustancias guimicas utilizadas en el comercio, que incluyen
aditivos para alimentos, farmacos terapéuticos y quimicos industriales.

TOXICOLOGIA . Ciencia que se ocupa de los efectos adversos que ejercen las

sustancias guimicas en los érganos vivos.

TOXINAS. Sustancias quimicas que producen las especies animales, en
particular insectos, reptiles y microorganismos.
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UP. Probability units, unidades probit, unidad de probabilidad. Unidad que
senala fa desviacion con respecto a la mediana, cada unidad prabit es iguai a
una desviacion estandar, por lo que la unidad probit 4 es igual a 16 % y la
unida d probit 6 es igual a 86%.

URENTE. Que sucede, ardiente.

XENOBIOTICO. Toda sustancia extrada al ser viviente, incluye sustancias

benignas o dafinas.
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ANEXO

Anexo 1. MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

* Temperatura de mantenimiento: 26.3°C promedio
* Cicle luz - oscuridad: 12 hrs promedio
* Marca comercial : Nutri - cubos
* Distribuidor: Ralston Rations
* Importado por; Purina S.A. de C.V.

Reg SARH A -0207-246
* Leyendas: Para animales de laboratorio
Recomendada para la alimentacion de roedores pequefios de laboratorio como
ratas, ratones vy hamsters. Su formula contiene el balance dptimo de
aminoédcidos, vitaminas y minerales, asi como otros nutrientes esenciales para
cubrir ias necesidades de los roedores en cualquier stapa de su vida, no esta
disenado para maximizar la produccién en colonias de reproductores.

Nutricubos ofrece una dieta expertamente balanceada para un excelente
desemperio de los roedores en los experimentos a largo plazo, minimizando los
efectos de las variabies nutricionales.

Su forma se adecua mejor al comedero evitando desperdicios vy
aumentando el rendimiento del alimento. Su empaque evita la contaminacion del
producto y hace mds facil su manejo.

* Instrucciones de uso: administrese a libre acceso a roedores, se debe tener
agua limpia y fresca disponible todo el tiempo. RATAS aduitas comeran 12 y 15
gramos por dia. RATONES adultos comerén de 4 a 5 gramos por dia, aunque
estirpes grandes pueden llegar a comer hasia 8 gramos por dia. HAMTERS
adultos comeran entre 10 y 14 gramos por dia.

* Composicion: Humedad méax. 12.0%

95



Proteina min. 23.0%
Grasa min.  3.0%
Fibra max. 6.0%
Cenizas méax. 7.0%
E.L.N. (por DIF) 450%
Calcio max. 1.0%
Fosforo min.  0.6%

* Presentacion: Bulto 20 kg
* Advertencia: Consérvese en un lugar fresco ¥ seco. No lo sirva si cambia de

apariencia o se enlama.
Anexo 2. PREPARACION DE SOLUCIONES

- Medio salino. Pesar 37.75 gr de medio salino Instan ocean por cada litro de

agua.

- Solucién agua - glicerina 1:1 peso/ peso. Pesar un gramo de glicerina por cada
gramo de agua pesada,

-Sulfato de cobre.

Solucion 200 mg/ mL. Pesar 5 gramos de CuSO4*5H20, llevario a un
matraz de 25 mL, aforarlo con agua.

Solucién 320 mg /mL. Pesar 8.14 gramos | de CuSO&'SHzo, llevarlo a
unmatraz de 25 mL, aforario con agua.

96



97

epIuLIop

18|20

sejeusaalonsed| ofad|

uoiorndsal| sesey| ojuewe enbe

sajgiaush]

[etauab] vig/H] YHO3S

EHIBIA

UOREB}IL

sojuaiunacu|

I

mnsabul]  esabul

SOJUBIUNADL

opejsa ]

TITRAW
[* = T VIR AN
TYNROIYN AVIISIAING,

vivy
$I1SOQ
OLNIIWVLYHL
vIA

vanNov %0s 1a

OdiWYD 30 SYIrOH '€ oxauy

1H1YN

WO s I 2O sk IMTE B 30
WO LINTO WM OO [YNOTVY




1]

B seobiq B|0D guay| Jenoo|epiuopl seieunsenonset|{Bas gi ua)| seoey [()] (qw) sejeleuad| [eJaue via| vHO3d

osad ojad eampiexucioeiun|  ebia SojusIWIAOW| ruOlEdSas [ TEETHI enbe| souaiunaow| opeise
BIOUSNIaN oIleWep Blouanaal) eisebul] esebu

T Gany
B 4 B 5t ] —
TYRCIOVN “w.aw..._u\,&.,nws.-vﬁ W(FM.M.M — wd 4 z

T QLNIINYLYHL
. i YiA POOMWPHIN SOPIHYDNS 30

YOINQHOANS %0S 10
OdWVD 3Q SYIrOH 'S 0xauy

WO A2 MW 328 O LG CYMOMNY ¥






