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' INTROD‘U:CQION? s

tuberculos:sy'M .bows (‘ urugasu-Oeu 2000)

DV Wl

Furaltadona

mudh‘o“;éhtes de ue ocurrlera el metabollsmo durante el tnempo d desarollo del huevor
(Dralsm etal 1997)




MARCO TEORICO =

on 'furazolldona y nltrofurazo ‘
s 'y subproductos que_
itar el riesgo potencial del’




. Debido al_metaboli

caraqferlgtiéas. CYR.1,.CYP 2y CYP 3 son responsables del metabollsmo de m “has drogas y

eI cbntemdo hepéatico de isoenzimas P450.

forma cerca del-70%

EI‘pat‘rényr“'reébonysable de la enzima para la generacién y disposicion de metabolitos constifuye
uno de Ios més importantes aspectos tempranos del control de la carcinogénesis quimica. El-
citbcrofnd P450-monooxigenasa dependiente, puede dar lugar a la formacién metabéiica'\ de"
“metabolitos electrofilicos. Por virtud de ser electrofilicos cada compuesto es capaz de uriir's_e, '

covalentemente a los constituyentes esenciales nucleofilicos de la céluia, incluyendo DNA RNA‘ ‘_ ‘

Bl cnocromo P450 comprende una superfamma de en imas que catahzan Ia oxndacnén de varnos»

xenobloticos mcluyendo drogas quImlcos téxncos y carcmogenos : La mayor parte del



[ 2003)

del DNA de Ia‘s células CYP1A1 se Iocalrlza"en "'I bfézo Iargo del crombsoma 15 Los polnmorfos

_del gen. CYP1A1? >

tén relacmnados con el desarrollo de serias mallgnlscenmas (Yen et al.

- El cjtocrqmo F‘450,monooxigenasa se encuentra involucrada tanto en el metabolismo endégeno
como en.el metabolismo de xenobiodticos. En insectos por ejemplo, esas actividades son
esenc:ales para la sintesis y degradacion de las hormonas esteroides para la muda y hormonas
Juvemles asi como también en el metabolismo de feromonas. Las enzimas de! CYP también
:son |mportantes para los mecanismos adaptatwos de los insectos a los quimicos téxicos

‘:"smtetlzados por Ia planta hospedera. Esta adaptacién es notable por el ‘hecho de que la
blosintesus de esas enzimas pueden ser inducidas por la presencia de toxmas en el alimento.

El mecahismo 'de,r\'eabcién es el siguiente:

Las: enz tocr
NADPH para mducnr ui
de oxigeno de acuerdo a Ia sxguuente reaccién:

50 unen a-una molécula de oxlgeno y reclbe electrones del

le oxigeno hacna el sustrato y a for 'ar agua con el otro étomo

sustrato (S) + (NADPH + HY)+ Oz
Los electrones necesarlos para esta reacmén
reductasa.
Los P450 constituyen

gran numero de'fo‘\rm

: y actlvados"(Murugasu Oen 2000)




: Cltocromo P450 es un  término genérlco para una superfamllla ‘del grupo de las’ hemopkrotelnas

quimlcos en las plantas.. Las enz

”,ox;dantes ln vivo, los cuales son

Tres famlllas principales e'CYP (CYP1 2 y 3) .son‘ responsables del metabollsmo de drogas
terapéutlcas Tabla 1) . ‘ :

Tabla 1 B ' :
Pollmorf‘smos en los genes del citocromo P450 involucrados en reaccnones adversas a las drogas
(adverse drug reactions “ADR")

- Enzima P450 ‘Alyelos Variantes y frecuencia en Caucédsicos  Ejemplos de ADRs asoclados con las variantes de los

E s alelos P450.
CYP1A2 CYP1A2"1F.(68%) Antlpsychotlcs tardive dyskinesia
CYP2C9 . CYP2C9*2 (8_ 13%), CYP2CS*3 (7_ 9%) Warfarin, haemorrhage
o R S : Phenytoin, phenytoin toxicity
S JEETaEY Tolbutamide, hypoglycaemia
CYP2C19: CYPZC19'2 (13%) CYPZC19*3 (0%) -~ Mephenytoin, toxicity

I - Diazepam, prolonged sedation
(CYPZDG"4 (12 21 %), CYPZDS'S (4 6%) Propafenone, arrhythmias
- CYP2D6*10 (1- 2%) CYP2D6*17 (0%) Metoprolol, bradycardia

I Nortriptyline, confusion
Opioids, dependence
Phenformin, lactic acidosis
Perhexilene, hepatotoxicity
Epidophyllotoxins, treatment-related
leukaemia

CYP2D6

CYP3A4

Tomade de Pirmoha

Las dlferentes lsoformas P450 varian en su abundancia en el higado; sin embargo CYPZCQ »
- CYP2D6 y. CYP3A4 son el 60-70% de toda la fase | de biotransformacion metabohca de drogas.
La- expresxén y actividlad de muchas de las enzimas estan sujetas en buen grado a la



vanabtlldad |nter|n ‘wdu e de Ia varlablhdad es determinada amblentalmente debldo a ia

b ncorporacnén concomlta 'de dr gas y comestlbles que causan |a mduccuén e mhlblcnon de Ias

‘del metabollsmo de |os xenoblétlcos Los'
xenobidticos han sido

: metaboltsmo de

metabollsmo de droga comok/sony el paracetamol teof’llna propranolol y algunos ant|p5|cétlcos

como Ia olanzapnn y clozapina

CYP2D6 fue la
lmportante con re

mera lsoforma descubierta por ser su expresiéon polimorfica. Es mas
e to al metabollsmo de drogas que CYP1A2 porque es el responsable del
Vadamente 25% de las drogas de uso terapéutico, a pesar del hecho de
el 5% del total del contenido de CYP.

metabollsmo de ar
que suma r‘h'én'o "

La subfamllxa CYP2C cuenta con el 15-20% del contenido total de P450 en el higado y
damente 20% de todas las drogas CYP2C9 es el miembro mas grande de
nsable del metabollsmo ‘devarios compuestos |ncluyendo I‘

i metabollza prox

la subkfa,mAll
amlda entre otros

La subfamllla CYP3A comprende el 30% del contenido total de P450 y es responsable del'v
metabohs o de cerca del 50% de las drogas terapéuticas. x




e como peces reptlles yaves (Hegelund 2003)

En resumen, las enzimas ¢ del mtocromo P450 metabolizan dos tlpos de metabolitos,

estables y téxicos; si postenormente no hay destoxlf cacion, se pueden umr irreversiblemente a

macromoléculas: celulare S 'esenmales - ermat‘ por:tanto.una ox|c1dad directa o, actuando

como haptenos permmr una toxncudad |nmune médlada (Plrmohamedv 2003)

Las en2|mas CYP3A e 'tan lnvolucradas enel metabol : ran varledad de qulmlcos y

dlversas sustanma

Recuentemente Ios genes CYP3A an'sido identifi cados en espemes de vertebrados sulvestres

OBJETIVO

El objetivo de este estudio es él e\'lbarlrtrijar el efecto carcindgeno de la Fufaltadona en P. sphenops
y de su metabolito AMOZ (3-amino-5-morfolinometil-2-oxazolidinona).

HIPOTESIS

El tiempo de consumo de la FD es un factor decisivo en la formacién de lesiones (tiempo
dependiente) y ademas, los tres tratamientos son diferentes entre sl en la formacion de lesiones
(dosis dependiente). ' ) )

, ncluyendo contamlnantes amble itales, pes mdas Vdrogas_:terapéutlcas



MATERIAL Y MéToooS e

Se utilizaron 220 mollys que fueron dlstrlbmdos en 10 acuarlos (cada uno con 20 mollys) con
capacidad de 14 litros, provistos de agua- declorada por alreacu‘m para constltwr 3 grupos
experimentales con 3 réplicas cada uno dlstrlbwdos de la stgwente manera eih :

Grupo Control (no tratado).

Grupo 1 (3 réphcas) Tratado con 0.011 g de Furaltadona g allment /d(a/60 dias""




RESULTADOS ESTADISTICOS

Cuadro 1. Parametros fisicoquimicos del agua de los acuarios en las 3 réplicas de los 3
tratamientos y el grupo control)

Parametro Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Control
Temperatura (°C) 22 22 22 22
Oxigeno (ppm) 53 5.3 5.3 5.3
pH 7.2 7.2 7.2 7.2
Amoniaco (mg) 0.6 0.6 0.6 0.6
Fosfatos (mg) 3 3 3 3
Dureza (mg) 154 154 154 154
Nitritos (mg) 0.5 0.5 0.5 0.5
Cuadro 2. Mortalidades observadas a lo largo del bioensayo
T15 T30 T45 T60 Total
Grupo 1 4 6 9 9 28
Grupo 2 2 6 8 8 24
Grupo 3 5 6 8 6 25
Control 0 0 0 0 0

Hubo un total de 77 muertes, representan el 42% de los organismos al comenzar el bicensayo.

Cuadro 3. Resultados dei andlisis de Probabilidad exacta de Fisher por grupo.

Grupo 1

Esteatosis T15 | T30 T45 T60 Cuerp. Inc. Citoplas.
T15 i 0. 0.0346 T15 ‘
T30 3 0.0332 T30
T45 4 0.042 T45
T60 ; T60

Melanohistiocitomas| T15 | T30 T45 T60 Necrosis T15 I T30 T45 T60

T15 T T15 E8 0.0121 [ 0.0038 | 0.0038
T30 T30 HEH] 0.0037 | 0.0037
T45 T45
T60 T60

Fibrosis T15 | T30 T45 T60 Fibromas mj T30 T45 T60
T15 ; T15
T30 T30
T45 T45
T60 T60

Prot. Tubulo Renal

T15
IR

T30

T15

T30

T45

T60

FALLADT:

-y

1‘“0‘0 T
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Grupo 2

Esteatosis T15 | T30 T45 T60 Cuerp. Inc. Citoplas.| T15 | T30 T45 T60
T15 T15 ) 0.0032
T30 T30 0.0204
T45 T45 . o] 0.0441
T60 T60 i

Melanohistiocitomas| T15 T30 T45 T60 Necrosis Ti5 | T30 T45 T60

T15 B T15 Tl 0.0287
T30 T30 0.0262
T45 T45 0
T60 T60 i

Fibrosis [T15 | T30 | 145 [ Teo Fibromas T15| T30 | Ta5 | T80
T15 HaM 0.0372 | 0.0287 | 0.0287 T15 S 0.0372 | 0.0287 | 0.0287
T30 ' : T30 REEAR e 0.0262 ) 0.0262
T45 T45 P 2 o0
T60 T60 5

T60 S
Prot. Tubulo Renal | T15 T30 T45 T60

T15
T30
T45
T60




Esteatosis T60 Necrosis T15 T30 T45 T60
T15 0.002 e b - R & 0.0016
T30 0.0052 L T30 0.0052
T45 0.0119 i T45 o 0.0119
T60 R © . T60 :

Melanohistiocitomas| T15 | T30 T45 T60 Fibromas Ti5 T30 T45 T60
T15 115
T30 T30
T45 T45
T60 T60
Fibrosis T15 | T30 T45 T60 Lipomas
T15 T15
T30 T30
T45 T45
T60 T60

Cuerp. Inc. Intranuc.

T60

T15 T15
T30 T30
T45 T45
T60 T60

Cuerp. Inc. Citoplas.

T30

T15

T30

T45

T60




Cuadro 4. Resultados del analisis de Probabilidad exacta de Fisher por tiempo entre grupos.

Esteatosis T15 {Grupo 1| Grupo2 | Grupo 3 Esteatosis T30 |Grupo 1] Grupo 2 | Grupo 3
Grupo 1 0.0379 0.0481 Grupo 1 ) ] 0.0276 0.0218
Grupo 2 T 0.0927 Grupo 2 0.0875
Grupo 3 - Grupo 3

Melanohistio. T15 |Grupo 1] Grupo2 | Grupo 3 Melanohistio. T30 |Grupo 1| Grupo 2 | Grupo 3
Grupo 1 Y 0.0077 | 0.0058 Grupo 1 S 0.0052 | 0.0024
Grupo 2 ‘ Tt 0,049 Grupo 2 : i | 0.0546
Grupo 3 - sl Grupo 3 !

Fibrosis T15  |Grupo 1| Grupo2 | Grupo 3 Fibrosis T30  {Grupo 1| Grupo 2 | Grupo 3
Grupo 1 ' 0.0055 Grupo 1
Grupo 2 0.049 Grupo 2
Grupo 3 Shen i Grupo 3
Prot. Tub. Ren T15|Grupo 1] Grupo 2 | Grupo 3 Prot. Tub. Ren T30|Grupo 1] Grupo 2 | Grupo 3
Grupo 1 & 0.0908 Grupo 1 R 0.1198 0.0686
Grupo 2 g Grupo 2 Sy
Grupo 3 B Grupo 3 | BB
Cuerp. inc .Cit. T15|Grupo 1[ Grupo 2 | Grupo 3 Cuerp. Inc .Cit. T30|Grupo 1[ Grupo 2 | Grupo 3
Grupo 1 #59| 0.0122 | 0.0076 Grupo 1 #55H 0.0052 | 0.0019
Grupo 2 femnaels Grupo 2 e
Grupo 3 2k Grupo 3
Necrosis T15  [Grupo 1| Grupo2 | Grupo 3 Necrosis T30 |Grupo 1] Grupo 2 | Grupo 3
Grupo 1 A Grupo 1 B 0.0039 | 0.0024
Grupo 2 Grupo 2 {|_0.0686
Grupo 3 Grupo 3 i :

Fibromas T15 Grupo 2 | Grupo 3 Fibromas T30 Grupo 2 | Grupo 3
Grupo 1 0.0077 | 0.0055 Grupo 1 7| 0.0038 | 0.0024
Grupo 2 2 0.049 Grupo 2 - 0.0686
Grupo 3 Grupo 3 g




Esteatosis T45 |Grupo 1] Grupo2 | Grupo 3 Esteatosis T60 [Grupo1 Grupo 2 | Grupo 3
Grupo 1 0.0049 Grupo 1 T 1 0.062 0.0073
Grupo 2 0.0072 Grupo 2 : 0.0074
Grupo 3 Grupo 3

Melanohistio. T45 Grupo 2 | Grupo 3 Melanohistio. T60 [Grupo 1 | Grupo 2 | Grupo 3
Grupo 1 0.0769 Grupo 1 R 0.062 0.0632
Grupo 2 0.0441 Grupo 2 ) 0.0641
Grupo 3 L Grupo 3 D

Fibrosis T45 Grupo 3 Fibrosis T60 Grupo 2 | Grupo 3
Grupo 1 0.0049 Grupo 1 0.062 0.0073
Grupo 2 0.0072 Grupo 2 e 0.0074
Grupo 3 Lk Grupo 3
Prot. Tub. Ren T45 Grubo 1) Grupo2 { Grupo 3 Prot. Tub. Ren T60 Grupo 2 | Grupo 3
Grupo 1 i 0.0071 Grupo 1 t 0.0071 | 0.0073
Grupo 2 0.0072 Grupo 2 ; 0.0119
Grupo 3 Grupo 3 ks
Cuerp. Inc .Cit. T45|Grupo ﬂ Grupo2 | Grupo 3 Cuerp. Inc .Cit. T60, Grupo 3
Grupo 1 N’sﬁ% 0.0778_| 0.0778 Grupo 1 5 0.005
Grupo 2 : ;- Grupo 2 0.0074
Grupo 3 Grupo 3 SR
Necrosis T45  |Grupo 1| Grupo 2 | Grupo 3 Necrosis T60  |Grupo 1 | Grupo 2 | Grupo 3
Grupo 1 0.0071 Grupo 1
Grupo 2 0.0072 Grupo 2
Grupo 3 i Grupo 3

Fibromas T45 Grupo 3 Fibromas T60 |Grupo 1 | Grupo 2 | Grupo 3
Grupo 1 0.0071 Grupo 1 4 0.062 | 0.0073
Grupo 2 Grupo 2
Grupo 3 Grupo 3

corresponden a datos estadisticamente significativos.

2 # 9 :
*T16= 15 dias; T30= 30 dias; T45 45 dias y T60= 60 dias. Los numeros en Negrltas

Como se puede ver en los resultados estadisticos, existen diferencias significativas durante el

bioensayo (60 dias) en cada uno de los grupos; ademas los hay también entre tratamientos en

cada uno de los periodos, por lo tanto son aceptadas las Hipétesis alternas.

FAL

TESIS CON
LA DE ORIGEN

13



RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS = oo i

Las lesiones encontradas se localizan en intestin

afectado por los diversos tratamientos.

de proteina en'la .

ran . acumulacion;c tein:
el ‘epitelio de los-

En rifién hubo presencia de abscesos en tdbulos renales; an:acumulacic
Jdescamacién d

luz de los tabulos renales, necrosis, melaﬁbhistidpitdma
tibulos renales. R e

En el higado se identificaron lesiones del 'tipa"‘:défr'ﬁévla
inclusion citoplasmaticos e intranucleares y esteatosis . -

En intestino se observaron tumores en el tejido conjuntivo del intestino.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |
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Figura 3. Fibrosis peribiliar en Grupo 1 a los 30 d
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Figura 4. Cuerpos de Inclusion Citoplasmaticos (agregosomas) en el higado de un organismo
del Grupo 1 a 60 dias (400x).
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Figura 5. Absceso en un tubulo renal de un individuo de 45 dias, Grupo 2 (a: absceso, tr: tabulo
renal, gl: glomérulo, 400x).
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Figura 6. Necrosis en riidon de un organismo Grupo 2 a 45 dias (tr: tubulo renal, g: glomérulo,
400x).

Figura 7. Melanohistiocitomas en un organismo del Grupo 2 a los 15 di gado, i: intestino,

400x).
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Figura 9. Melanohistiocitoma en hlgado Grupo 2 con 45 dlas (100x) .
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Figura 10. Melanochistiocitoma en higado, Grupo 2 con 45 d
melanohistiocitoma, cic: cuerpos de inclusion citoplasmaéticos, 400x).

AN

ma de un organisnTo déIAGrpohz a los 45 dias ‘('e:keste.atosis, cic:
cuerpo de inclusién citoplasmatico, m: melanohistiocitoma, 400x).

. esteatosis,
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Figura 12. Lipoma en higado de un organismo del Grupo 3 a 60 dias (400x).
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Figura 13. Tumor en el intestino de un organismo del Grup eas, i
intestino, 400x).

- -

20




-

S N
T W

© R

. . S " el -
Figura 14. Melanohistiocitoma en rifion de un organismo del Grupo 3 a 30 dias (400x).

’ f‘.“ » -" i
. - : L AN L0 "h\.‘ ﬁ‘u - s . T oA,
Figura 15. Cuerpos de Inclusién Citoplasmaticos (cic) e Intranucleares (cii) de un organismo del
Grupo 3 a 45 dias (1000x).
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Figura 16 Cuerpos de inclusién cntoplasmatncos (cic) e intranucleares (cu) de un organlsmo del

Grupo 3 a 60 dias (1000x).
DISCUSION Y CONCLUSIONES
E.n las anteriores imagenes podemos observar como gradualmente el organismo se fue

‘intoxicando por la acumulacién de la FD, evidencia de esto es el aumento en la frecuencia de
.. las lesiones conforme el tiempo aumento. ‘

~.-"Aungue no se presentaron en el analisis estadistico debido a que solo se encontré una vez este

tlpo de lesiones, es importante darles mencion. En los grupos tratados se ha|laron un tumor en




. muestras de 15 dlas qunzés pueda deberse a contamlnantes del agua como metales pesados
s por ejemplo S : :

colestasis. La 'cdillést‘a’si sa_tuna acumulécuén lntrahepét«ca de acidos biliares toxicos y

productos de excréci

los cuales promueven un dafo hepatico posterior. Afortunadamente, el

higado posee: una orme:cap cndad‘regeneratlva pero la regeneracion de ios hepatocitos

perdidos por m ecrotuca y apoptétlca puede enmascarar el descubrimiento de un

dafio IndUC_ldij

qunmatosas células de Kupffer, células del endotelio smusondal y
células estrellada (almacén de grasa) y leucocitos reclutados recuentemente como monocntos y

Células hepétlca no’pa

neutréf los 'vpor ejemplo, pueden" contnbwr a Ia patogéneS|s de Ia tox:cndad hepétuca Las cé|ulas




oo CYP2ET. etanol |nduc1da puede promover Ia blosfnteSIs de colégeno tipo 1 por Ias células
I estrelladas (Jaeschke et aI”2002) k

descomposwlén‘del anima

A pesar de la alta.tos

cantidades de:F
condiciones :se p
normalmente no’

vector de te,_ pla génlca o método de entrega puede asegurar la expresioén del gen terapéutnco'
en un 100% de Ias celulas de tumor in vivo.
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APENDICE Técnica de Hematoxilina-Eosina.

‘Esta técnica nos da un panorama general, que nos permite decidir que estructuras en especual ’

queremos -resaltar posteriormente. Los nucleos tifien de. color morado mlentras que el, o

cnoplasma tine de naranja a rojo. Reactivos: Hematoxﬂlna de Harns y Eosma x1|o| alcohol aly
*100%, 96%,-70%,- 0% agua destilada y agua cornente : : :
Procedlmlento
1. WlFuaclén en formol 10%

‘Deshldratamén e |nclu5|én en parafna

'C» ies de n grosor de 6 a 8 micras.

or S cortes en portaobjetos.

hldratar (xilol, alcohol 100% 6% 0% y 50%)
ortes en agua destilada :

Tenlr con hem‘atoxmna de Harris de 40 segundos a 5 mlnutos

Lavar con gua cornente para virar el color carmesl a woléceo

©®NO oA BN

Lavar, con gua destilada. S
10: Deshldratar en ‘alcoholes al 50% y 70%. i
11. Temr con Eosma de 1 a 2 segundos.

12, Contmuar la deshidratacion en alcoholes al 96%, 100%, xulol y montar.
Férmula para la Hematoxilina de Harris: :

Hematoxilina 1g-
Oxido rojo de mercurio 0.5g"
Alumbre de amonio o potasio 20 g‘jf

Alcohol absoluto 100 mI-
Agua destilada 200 mi:
Disolver la Hematoxilina en alcohol,-

~agua calentandolo. Mezclar las d '

»  1 g
] G ; 1g
7 Alcohol al70% . 100ml
Dlsolver la Eosma y el Orange G en eI alcohol, agregando poco a poco las dos sustancias.

»
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