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CAPITULO |

INTRODUCCION

El uso de anestésicos en el area experimental biomédica es de suma
importancia debido a que puede ser un factor de riesgo y alteracién en el proceso de
investigacion dado a las interacciones presentes del mismo con el modelo a

evaluar.

El 2,2,2-Tribromoetanol es un anestésico gue se esta utilizando
recientemente en estudios con animales de laboratorio debido a la minima
interaccion que llega a presentar, aunque en México cabe destacar que no existen

estudios reportados al respecto.

Por lo que el presente trabajo se encuentra encaminado a observar cuales
son los dafos o lesiones que puede llegar a provocar en tejidos como son: corazon,
cerebro, higado, bazo, tracto gastrointestinal, rifiones y pulmones, a los que se
realizaran cortes histopatolégicos. Considerando que estos son los principales
organos que pueden ser indicativos sobre las posibles alteraciones en la absorcion,

metabolismo y excrecion de dicho farmaco.

Por lo que es relevante observar los efectos posibles en dos de las especies
(Rattus norvegicus y Mus musculus) mas utilizadas comunmente en estudios
biomédicos y analizar la posibilidad de su utilizacion en experimentos de
investigacion cronica o aguda. También contemplamos en este proyecto algunas
otras variables que pudiesen afectar la accion de dicho anestésico como el ritmo
circadiano y el sexo de los animales, esto con la finalidad de proporcionar un informe
mucho mas completo de un anestésico que puede ser viable en las practicas de

experimentacion biomédica.



CAPITULO I

ANTECEDENTES
2.1 TRIRBOMOETANOL
2.1.1 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS
El 2,2,2-Tribromoetanol es una sustancia sintética que deriva del alcohol
etilico cuando se reemplazan tres atomos de hidrogeno por tres de bromo (Figura 1);
esta induccion de halégenos aumenta la accion depresora sobre el sistema nervioso

central, tal como sucede en el caso del cloroformo (Howard, 1952).

HD/\\é(g:
I

Figura 1. Estructura quimica del 2, 2,2—Tribromoetanol (www.chemexper.com).

La férmula empirica de este compuesto es: C,H3Br;O y cuyo registro de acuerdo a
su hoja de seguridad tenemos CAS: 75-80-9

El TBE es un polvo blanco cristalino, cuyo punto de fusion es de 79-82 °C, su
peso molecular es de 282.78 g/mol; tiene un ligero olor aroméatico; es muy poco
soluble en agua; es soluble en alcohol, éter, cloroformo, benceno y es muy soluble
en hidrato de amileno (Litter, 1959). Las soluciones acuosas Yy alcohdlicas deben ser
protegidas de la luz y almacenadas a 4°C para evitar su descompaosicion en acido
bromhidrico y dibromoacetaldehido. No deben calentarse por arriba de 40 °C, y
deben ser preparadas inmediatamente antes de su uso (Howard, 1952).

También es conocido como: B-Tribromoetanol; 2,2,2—Tribromoetanol; 2,2,2—Alcohol
tribromoetilico; Avertin; Basibrol; Bromethol; Ethobrom; Ethobrome; NSC 2189;

Narcolan; Narcotyl; Narkolan; Rectanol; Tribromoetanol.

2.1.2 CARACTERIZACION DEL TRIBROMOETANOL
A continuacion se presentan la composicién quimica (Tabla 1) y los espectros
mas importantes en la caracterizacion del TBE (perfil espectroscopico) como lo son

el de masas, infrarrojo y resonancia.



Tabla 1. Composicion quimica del TBE (www.chemexper.com).

Elemento NUmero Porcentaje
C 2 8.495627
H 3 1.069405
Br 3 84.776615
O 1 5.658352

Enseguida se muestran los picos caracteristicos del 2,2,2—Tribromoetanol en
el espectro de masas (Figura 2); siendo el mas elevado el que nos indica a la
molécula con una ionizacién simple, es decir con la pérdida de un atomo de
hidrégeno, por su parte los otros picos nos indican diferentes ionizaciones de la

molécula y la altura de los mismos la estabilidad de dichos fragmentos ionizados.

Figura 2. Espectro de masas del 2,2,2-Tribromoetanol (www.chemexper.com).

Asi pues, también podemos observar las bandas mas representativas en el
espectro infrarrojo (Figura 3) correspondientes a los grupos funcionales del
compuesto como lo son el grupo hidroxilo una banda ancha y fuerte entre 3400 y
2500 cm™, luego observamos una banda alrededor de los 1100 cm™ correspondiente
a un alcohol primario corroborando la banda del grupo hidroxilo; también se observa
una banda en 1550 cm-1 que corresponde al grupo etilo y por ultimo se puede

observar una banda de intensidad media correspondiente a los bromos en 600 cm™.
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Figura 3. Espectro infrarrojo del 2,2,2-Tribromoetanol (Spectral Data Base System, 2008)

Por su parte, se observan en el espectro de RMN *H (Figura 4) las bandas
correspondientes a los hidrogenos presentes en la molécula del compuesto
apareciendo alrededor de 3 ppm un doblete presentado por el etilo y un singulete

alrededor de 4 ppm correspondiente al hidroxilo.
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Figura 4. Espectro de resonancia magnética nuclear 'H del 2,2,2-Tribromoetanol

(Spectral Data Base System, 2008).




2.1.3 USO COMO ANESTESICO EN LA INVESTIGACION BIOMEDICA
El TBE es un anestésico basal que al administrarse via rectal produce una
rapida y placentera anestesia por alrededor de 1 % horas y amnesia por un periodo
largo de tiempo. Se usO también para controlar estados asmaticos y ataques
convulsivos en tétanos y en algunos casos agudos de eclampsia y en estados

maniacos en humanos (Martindale, 1973; Douglas, 1953; Santos, 1963).

Este farmaco se utilizaba en humanos, sin embargo cayé en desuso debido a:

1. La variabilidad de respuesta biolégica observada.

2. lrritacion rectal.

3. Un periodo prolongado de induccion cuando se utiliza como suplemento con
anestésicos inhalatorios.

4. La alarmante depresion inmediata.

5. La imposibilidad de remover con eficiencia el agente téxico una vez que se
presenta DIFUSION TRANSPLACENTARIA causando una depresion profunda
sobre el feto.

En el caso de los animales, el TBE produce anestesia quirdrgica en ratas y ratones,

con buena relajacion muscular y sélo un grado moderado de depresion respiratoria,

razén por la cual en la actualidad es el anestésico de eleccion para investigacion

biomédica, usado en Europa Yy recientemente en nuestro pais (Thompson, 2002;

Norris 1983)

2.1.4 FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA

Las soluciones de TBE se absorben rapidamente por la mucosa rectal, en
caso de ser administradas via intraperitoneal; siendo el peritoneo el lugar de
absorcion; el 50% de la dosis administrada es absorbida rapidamente dentro de los
primeros 10 minutos luego de la administracion. Este compuesto se conjuga con el
acido glucorénico en el higado para ser eliminado, casi por completo en 2h, en la
orina. El TBE se difunde a través de la placenta (Martindale, 1973; William, 1984;
Norman 1963).

Uno de los sitios de accion de este farmaco es a nivel de sistema nervioso
central (SNC). En algunos experimentos se ha observado que inhibe la sinapsis en
las que la neurotransmision es mediada por el acido y-amino butirico (GABA) que
actla en los receptores GABA, B1; sin embargo la accion via esta inhibicion es débil,

por lo tanto se supone hay otro camino de accién para efectuar el proceso



anestésico, dicha via aun se encuentra en proceso de investigacion. Es importante
seflalar que no existen estudios especializados que mencionen los mecanismos ni

receptores con los que interactia (Krasowski, 2000).

2.1.5 FACTORES QUE MODIFICAN LA RESPUESTA FARMACOLOGICA

Durante la fase experimental de un proyecto, se debe considerar que existen
muchos factores que juegan un papel determinante sobre los efectos biolégicos
cuando un agente quimico interactlia con un organismo vivo. Estos pueden alterar la
naturaleza o farmacocinética del farmaco, de alli que también pueda alterarse la
intensidad de la respuesta. (Levine, 2005)

Se conoce que la mayoria influencian la naturaleza o intensidad de la
respuesta de los farmacos y pueden clasificarse dependiendo de su fuente de
variabilidad en dos categorias. La primera incluye variables atribuidas al sistema
biolégico como son (Levine, 2005):

» Pesoy talla corporal;

» Edad;

=  Género;

* Relojes biologicos;

» Caracteristicas heredadas y;

= El estado general de salud.

La segunda, variables atribuidas a las condiciones de administracibn como son
(Levine, 2005):

* Dosis;

= Forma de dosificacion;

* Via de administracion y;

» Eltipo de farmaco a administrar.

En el caso de este trabajo experimental se contemplaron como posibles
variables a evaluar, una respuesta bioldgica, el género y los relojes biolégicos que
pudieran actuar sobre los efectos histopatoldgicos del 2, 2, 2-Tribromoetanol.



2.1.1.1 GENERO

Aqui debe considerarse que al utilizar individuos hembras cuya constitucion o
complexion es de menor tamafio comparado con los machos es necesario disminuir
la dosis a administrar para obtener un efecto de la misma magnitud. También es
necesario puntualizar que hay una diferencia con respecto a esto como se observa
en la Tabla 2, donde en humanos se ve claramente la proporcion de la masa
corporal entre los dos géneros (Levine, 2005). En hembras adultas el tejido adiposo
representa un porcentaje mayor que el de agua en el peso total que en el macho
adulto. Una diferencia mucho mas marcada, en este punto, en el efecto de un
farmaco ocurre cuando una hembra se encuentra prefiada, que exceptuando los
farmacos esenciales para mantener el embarazo; pueden tener peores

consecuencias para el feto cuando traspasan la barrera placentaria (Levine, 2005).

Tabla 2. Variacion de la composicion corporal dependiendo de la edad vy el

género (Levine, 2005).

Masa ] Porcentaje de
Edad Porcentaje de N
. corporal tejido
(anos) agua (%) )
(Kg) adiposo (%)
Niflos Menos de 3 meses 3.5-8.3 70 19
Nifios 1 10 57
25
Hombres 20-30 72 58 o5
40 - 50 77 56
29
60— 70 77 54
_ 35
Mujeres 16 -30 58 52 45
40 - 50 62 49
33
60 - 70 64 42 .

Asi pues se sabe que las diferencias dependientes del género pueden
modificar ciertos parametros farmacocinéticos como lo son: la biodisponibilidad, la
distribucion, el metabolismo y la eliminacion del farmaco como se observa en la tabla
3, donde se citan algunas de las diferencias encontradas para dichos factores
(Gandhi, 2004).



Tabla 3. Diferencias de pardmetros farmacocinéticas dependientes del género
(Gandhi, 2004).

Parametro

farmacocinética

Componentes

Diferencias dependientes

del género

Biodisponibilidad

Componente pasivo: fisiologia del

tracto gastrointestinal

Componente activo: extrusion del
farmaco por transportadores;

como la p-gp

Metabolismo estomacal: enzimas

estomacales como la alcohol

deshidrogenasa

El tiempo de vaciamiento
gastrico es menor en
hembras que en machos;
principalmente secundario al

efecto de los estrogenos

Los niveles instestinales de la
p-gp no varian dependiendo

del género

Los niveles géstricos de la
alcohol deshidrogenasa son
mayores en machos que en

hembras

Distribucioén

Composicién corporal: indice de

masa corporal, porcentaje de

grasa, volumen de plasma,
perfusion  sanguinea de los
6rganos

Unién a proteinas

Las hembras tienen un menor
indice de masa corporal, un
mayor porcentaje de grasa,
perfusién sanguinea y
volumen de plasma mayores
gue en los machos; aunque
este ultimo varia dependiendo

del ciclo menstrual

Las concentraciones de
alblmina no parecen variar
dependiendo del género, pero
los estrogenos endogenos
disminuyen los niveles de
AAG en el plasma, por lo que

las concentraciones de la




Continuacion de la Tabla 3.

misma son menores que en
los machos. Los estrogenos
exdégenos incrementan los

niveles de globulinas de unién

Metabolismo Enzimas hepaticas: Reacciones
de Fase | en el higado mediadas

por el sistema de Citocromo P450

Transportadores hepéticos

No existen datos en cuanto a
la variacion de los niveles de
expresion  del  Citocromo
P450, aunque se sabe que
existe una disminucién de su
expresion mediada por los
estrébgenos; por lo que su
expresibn es menor en

hembras que en machos

Los machos parecen tener
niveles de p-gp mayores que

las hembras

Eliminacidn Depuracion renal: la excrecion
renal es dependiente de la

filtracion, secrecion y reabsorcion

La depuracion renal de
farmacos que no son
activamente secretados o
reabsorbidos es dependiente
del indice de filtracion
glomerular, el cual es
directamente proporcional al
peso; las diferencias
dependiendo del género son
atribuidas a las variaciones de

peso

2.1.1.2 RELOJES BIOLOGICOS

Existen relojes biologicos que regulan el funcionamiento de todos los

organismos vivos Yy la cronobiologia estudia el mecanismo y significado de éstos,

mientras que la cronoterapia se encarga de la administraciéon de los medicamentos



basada en los ritmos biolégicos. Para complementar estos dos conceptos debemos
también entender que la cronofarmacologia es la disciplina que estudia la influencia
de los ritmos biologicos sobre la cinética y dinamica de los medicamentos. Todo
esto nos lleva a la homeostasis del individuo que es sometido a la influencia de un
farmaco. En 1981 Enrigth clasificé a los ritmos biologicos en tres grupos de acuerdo
con la frecuencia de su oscilacion (Ruesga, 1999, Amir, 1996):

1. Ritmos Ultradianos: Tienen un periodo inferior a las 19 horas. EIl término
ultra hace referencia a que la frecuencia es alta y la duracion es corta; por
ejemplo, el ritmo respiratorio, el ritmo cardiaco, las ondas eléctricas
cerebrales, etc.

2. Ritmos Circadianos: Tienen un periodo cercano a las 24 horas y coinciden
con la alternancia de dia/noche.

3. Ritmos Infradianos: Tienen un periodo superior a las 29 horas. EIl término
infra hace referencia a que la frecuencia es baja y la duracién es larga,
algunos ejemplos son: el ciclo menstrual de mamiferos y los ciclos

reproductivos, etc.

Uno de los grandes retos de la cronoterapia es aplicar los tratamientos de acuerdo

con los ritmos circadianos para hacerlos mas efectivos (Amir, 1996, Ruesga 1999).

2.1.1.3 RELOJ INTERNO

Los factores mas estudiados en los ultimos tiempos son los ritmos circadianos
(esta palabra se deriva de los vocablos latinos circa: alrededor y dies: dia). El reloj
circadiano afecta los ritmos diarios de muchos procesos fisioldégicos que presentan
fluctuaciones con un ritmo de aproximadamente 24 horas. Entre ellos estan el ciclo
del sueno-vigilia, las variaciones de la temperatura corporal, el estado de alerta y
algunas funciones neuroendocrinas, como la secrecion de cortisol y melatonina.
Todos ellos se rigen por la actividad del llamado “sistema circadiano”, que esta
compuesto por una serie de estructuras nerviosas y sus complejas asociaciones,
hasta la fecha conocidas de manera parcial. A pesar de que los ritmos circadianos
tienden a sincronizarse con los ciclos de luz y oscuridad, otros factores (la
temperatura ambiental, horarios de comida, estrés y ejercicio) pueden influenciar el
tiempo también (Amir, 1996).

Asi pues, siendo el ritmo circadiano uno de los de mayor interés es el que se



analizé en este experimento, debido a que los animales estuvieron bajo condiciones

de luz/oscuridad de 12/12 horas.

2.1.1.4 RITMO CIRCADIANO

Los ritmos circadianos o bioldgicos son recurrencias de fendmenos bioldgicos
en intervalos regulares de tiempo. Todos los animales, las plantas, y probablemente
todos los organismos muestran algun tipo de variacion ritmica fisiologica (tasa
metabolica, produccion de calor, floracion, etc.) que suele estar asociada con un
cambio ambiental ritmico. En todos los organismos eucariontes asi como algunos
procariontes y hongos se han documentado diferentes ritmos con periodos que van
desde fracciones de segundo hasta afios. Si bien son modificables por sefiales
exdgenas, estos ritmos persisten en condiciones de laboratorio, aun sin estimulos
externos (Golombek, 2002).

Se han clasificado de acuerdo a su frecuencia y a su periodo. Los ritmos
circadianos han sido los mas estudiados y su valor de periodo les permite
sincronizar a los ritmos ambientales que posean un valor de periodo entre 20 y 28
horas, como son los ciclos de luz y de temperatura. Los ritmos enddgenos
circadianos, establecen una fase estable con estos ciclos externos alargando o
acortando su valor de periodo e igualandolo al del ciclo ambiental, y poseen las
siguientes caracteristicas (Golombek, 2002):

& Son endbgenos, persisten durante generaciones sin la presencia de claves
temporales.

& En condiciones constantes se presenta una oscilacidon espontanea con un
periodo cercano a las 24 horas igualando a los periodos de dia—noche.

& La longitud del periodo en oscilacion espontanea se modifica ligeramente o
nada al variar la temperatura, es decir, poseen mecanismos de compensacion
de temperatura.

& Son susceptibles de sincronizar a los ritmos ambientales que posean un valor
de periodo aproximado de 24 horas, como los ciclos de luz y de temperatura.

& El ritmo puede dejarse de expresar bajo ciertas condiciones ambientales
como luz brillante.

& En oscilacion libre o espontanea, generalmente el periodo para especies
diurnas es mayor de 24 horas y para especies nocturnas el periodo es menor

a las 24 horas (Ley de Aschoff).



Al cambio ciclico ambiental que es capaz de sincronizar un ritmo enddgeno se
le denomina temporizador o "zeitgeber”. Los ritmos circadianos son comandados por
relojes circadianos, estructuras cuya complejidad varia segun el organismo que

corresponda (Golombek, 2002).

El reloj circadiano en los mamiferos se localiza en el nlcleo supraguiasmatico
(NS), un grupo de neuronas del hipotalamo medial. La destruccidén de esta estructura
lleva a la ausencia completa de ritmos regulares. Por otra parte, si las células del
ndcleo supraquiasmatico se cultivan in vitro, mantienen su propio ritmo en ausencia
de sefales externas. De acuerdo a esto, se puede establecer que el nucleo
supraquiasmatico conforma el "reloj interno” o enddégeno que regula los ritmos
circadianos. La actividad del mismo es modulada por factores externos,
fundamentalmente la variacién de luz; recibe informacion sobre la luz externa a
través de los ojos; la retina contiene no sélo fotorreceptores clasicos que nos
permiten distinguir formas y colores, sino también posee células ganglionares con un
pigmento llamado melanopsina, las que a través del tracto retinohipotalamico llevan
informacion al NS, tomando ésta sobre el ciclo luz/oscuridad externo, la interpreta, y
la envia a la epifisis 0 glandula pineal. Esta ultima secreta la hormona melatonina en
respuesta al estimulo proveniente del NS, si éste no ha sido suprimido por la
presencia de luz brillante. La secrecion de melatonina pues, es baja durante el dia y
aumenta durante la noche (Golombek, 2002).

Asi pues, se ha observado en diferentes estudios que los ritmos circadianos
pueden tener un impacto sobre la repuesta farmacoldgica, disminuyendo o
incrementando el efecto de la sustancia administrada a los individuos. Sin embargo,
no existen experimentos que demuestren la variacion en el grado histopatolégico o

de toxicidad de los farmacos dependientes del ciclo circadiano (Rebulto, 2002)

2.1.6 TOXICIDAD Y REACCIONES ADVERSAS
Cuando las soluciones de TBE son mal almacenadas éste se descompone en
acido bromhidrico y dibromoacetaldehido, ambos productos son fuertemente
irritantes a los tejidos (Tabla 4) (Lieggi, 2005).



Tabla 4. Propiedades peligrosas de los compuestos de degradacién del TBE
(Lewis, 2001).

Acido Bromhidrico (HBr) Dibromoacetaldehido

La sustancia es corrosiva para los

ojos, la piel y el tracto respiratorio. La _ o
_ _ o Es corrosivo y fuertemente irritante al
inhalacion del gas puede originar edema . _
_ _ contacto con tejido vivo.
pulmonar. La evaporacién rapida del

liquido puede producir congelacion.

El TBE en dosis anestésicas usuales, en humanos, causaba una caida
temporal de la presion cerca de 10 a 15 minutos, siendo raramente peligroso. El
anestésico causa paralisis respiratoria y depresion de la funcion cardiaca. Altas
dosis del compuesto causan mal funcionamiento hepatico (Martindale, 1973). Da
lugar a grave irritacion y adherencias peritoneales tras su uso cuando se administran
dosis altas y cuando se administra de manera cronica el animal puede presentar
tolerancia (Flecknell, 1998). Este farmaco estaba contraindicado en insuficiencia y
dafio hepatico y/o renal; en las afecciones colorectales como inflamacion; en las
afecciones pulmonares avanzadas; en enfermedades cardiacas graves; en
operaciones del recto o ano; en individuos jévenes y ancianos con acidosis, anemia,
sepsis 0 severo hipertiroidismo o tuberculosis (Norman, 1973).

Se ha observado que este compuesto es hepatotoxico debido al dafio
apoptético ocasionado en el higado (Thompson, 2002), ademas de la fibrosis
peritoneal, perihepatica y periesplénica presente post-cirugia (Norris, 1983).

Por lo que es relevante observar los dafios o lesiones posibles en dos de las
especies (Rattus norvegicus y Mus musculus) mas utilizadas comunmente en

estudios de investigacion biomédica.

2.2 ANIMALES UTILIZADOS EN LA EXPERIMENTACION

Los ratones y las ratas son animales dociles al contacto humano, de facil y
barato mantenimiento y son los modelos bioldégicos mas utilizados en la
investigacion biomédica.

Ambas especies de roedores, el ratbn (Mus musculus) y la rata (Rattus
norvegicus), pertenecen al orden Rodentia, a la familia Muridae, y se encuentran

agrupados en el suborden Myomorpha.



2.2.1 Rattus norvegicus

La cepa de ratas de laboratorio cominmente usada en investigacién es:
Rattus norvegicus. Los adultos generalmente pesan entre 300 y 500 g, los machos
son ligeramente mas grandes que las hembras.
laboratorio son albinas con pelo blanco y ojos rojos (Hrapkiewicz, 1998). Las ratas
utilizadas en este experimento son Wistar de cepa abierta, cuyas caracteristicas

biolégicas vy fisioldégicas se mencionan a continuacion (Tabla 5):

Tabla 5. Datos biologicos y reproductivos de la rata (Harkness, 1995; Fox,

1984).
Género: Rattus
Especie: norvegicus
Familia: Muridae
Orden: Rodentia
Suborden: Myomorpha
Peso corporal adulto:
Macho 300 — 5209
Hembra 250 — 3009
Tiempo de vida: 2.5 - 3.5 afos

Temperatura corporal:

35.9°C - 37.5°C

Frecuencia cardiaca:

250 — 450 pulsos/min

Frecuencia respiratoria:

70 — 115 reps/min

Consumo de comida:

5-6g / 100g / dia

Consumo de agua:

10-12mL / 100g / dia

Tipo de ciclo estral:

Poliéstrico continuo

Determinacion de las fases del ciclo

Frotis vaginal

estral:

Vida reproductiva hembra: 350 — 440 dias
Duracion del ciclo estral 4 -5 dias
Periodo de gestacion: 21 - 23 dias
Tamarfio de la camada: 6 — 12 animales
Edad al destete: 21 dias
Numero de cromosomas (diploide): 42

La mayoria de las ratas de




2.2.2 Mus musculus

Los ratones se utilizan en investigacion biomédica porque son animales
pequefios, proliferan rapidamente, poseen gran diversidad genética y estan bien
caracterizados anatomica, bioquimica y fisiolégicamente.
vertebrados mas ampliamente usados en investigacion biomédica y experimentacion

(Hrapkiewicz, 1998); cuyas caracteristicas se mencionan enseguida (Tabla 6):

Tabla 6. Datos bioldgicos y reproductivos del raton (Harkness, 1995; Fox,

1984).
Género: Mus
Especie: musculus
Familia: Muridae
Orden: Rodentia
Suborden: Myomorpha
Peso corporal adulto:
Macho 20 - 40g
Hembra 25 —-40g
Tiempo de vida: 1.5 - 3 afios
Temperatura corporal: 36.5°C — 38°C

Frecuencia cardiaca:

325 — 780 pulsos/min

Frecuencia respiratoria:

60 — 220 reps/min

Consumo de comida:

12-18g/ 100g / dia

Consumo de agua:

15mL / 100g / dia

Tipo de ciclo estral:

Poliéstrico continuo

Determinacién de las fases del ciclo

Frotis vaginal

estral:

Vida reproductiva hembra: 7 — 9 meses
Duracion del ciclo estral 4 -5 dias
Periodo de gestacion: 19 — 21 dias
Tamarno de la camada: 10 — 12 animales
Edad al destete: 21 — 28 dias
NUmero de cromosomas (diploide): 40

Ellos son los animales




2.3HISTOPATOLOGIA
2.3.1 HISTOTECNICAS

El diagnostico de enfermedades que provocan lesiones macro vy

microscopicas en diversos 6rganos de un organismo, es llevado a cabo mediante la

utilizacion y procesamiento de muestras del tejido o tejidos a analizar mediante la

utilizacion de HISTOTECNICAS. Generalmente se llevan a cabo en laboratorios

especializados de histopatologia donde se elabora el procesamiento y aplicacion de

la técnica histopatoldgica mas adecuada dependiendo de lo que se desea observar

y/o investigar. Asi pues se pueden enumerar los pasos basicos de las histotécnicas

en los siguientes (Ross, 2001):

A.

TOMA DE MUESTRA. Usualmente las muestras se toman a partir de una
biopsia en caso de que se requiera el analisis de un individuo vivo; o bien, la

toma de una muestra de una autopsia.

. EXAMEN MACROSCOPICO. Consiste en la descripcion completa de las

lesiones o caracteristicas presentes en la muestra como lo son color, tamafio,
variaciones estructurales, etc.

FIJACION. El prop6sito de este paso es la preservacion del tejido para su
posterior utilizacion; esta debe llevarse a cabo lo antes posible posterior a la
extraccion del organismo para prevenir la autolisis. Asi pues no existe una
fijacion perfecta; sin embargo, la utilizacion de formaldehido es una de las
mejores debido a que mantiene los 6rganos en un excelente estado de
conservacion sin dafiar la antigenicidad de los mismos.

PROCESAMIENTO. Una vez fijado, éste debe de procesarse de tal forma que
pueda ser observado en secciones 0 laminas para el microscopio.
Usualmente el método para esto es mediante la inclusion en bloques de
parafina; para lo cual la muestra debe de ser deshidratada con la utilizacion
de diferentes agentes quimicos generalmente alcohol etilico en diversas
concentraciones — desde 20% hasta absoluto — y terminando con una serie de
inmersiones en xileno absoluto para la clarificacion de la misma.
Posteriormente la inmersién en la parafina para asi obtener un medio facil de
seccionar mediante la utilizacién de un microtomo.

SECCIONAMIENTO. En esta etapa se realizan los cortes histolégicos de los
bloques de parafina para ser puestos en placas o laminillas y ser observadas

posteriormente al microscopio. El microtomo no es mas que un mecanismo de



avance de cuchillas hacia el blogue de parafina, permitiendo la obtencién de
cortes histologicos de 3 a 10 micras, siendo los mas comunes de 6 a 8
micras.

F. TINCION. El proceso de tincion utiliza una gran variedad de colorantes que
han sido seleccionados por su habilidad de tefir diferentes componentes
celulares del tejido. La tincibn mas comunmente utilizada es mediante
Hematoxilina y Eosina. Existen otros tipos de tinciones denominadas como
especiales porque son usualmente utilizadas en situaciones especificas de
acuerdo al diagndstico requerido.

G. MONTAJE. Las secciones tefiidas deben ser cubiertas con una pieza de
plastico o vidrio para proteger al tejido del medio externo que puede dafarlo,
brindando una calidad Optica mejor para observar al microscopio, y para su
conservacion. Para lo cual se utilizan medios de montaje, generalmente
sustancias resinosas y la colocacion de cubreobjetos.

H. EXAMEN MICROSCOPICO. Consiste en la observacion de las muestras al

microscopio.

2.3.2 TINCION HEMATOXILINA — EOSINA

La hematoxilina es el producto de oxidacion del “arbol del palo campeche”
conocido como hematina. Este arbol es sumamente raro en nuestros dias, por lo que
la mayor parte de la hematina utilizada es de origen sintético. En orden para su uso
en la tincién, la hematina tiene que ser oxidada, lo cual se obtiene naturalmente
poniendo una solucion de hematina a la intemperie durante meses, o bien,
comprandola comercialmente como hematoxilina. La hematoxilina no tifie los tejidos
directamente, por lo que es necesario la utilizacion de un mordente o acoplador a
tejidos, este es proporcionado por un catibn metélico como el hierro, aluminio o
tungsteno. La hematoxilina actia como un colorante basico, por lo que tiene afinidad
por los acidos nucleicos del nucleo de las células. Las tinciones con hematoxilina
pueden ser “regresivas” o “progresivas’. Con una tincion regresiva, se realiza
primero una sobrecoloracion y luego se elimina el resto del colorante por medio de
diferenciadores, usualmente soluciones alcohdlicas—acidas. A este proceso se lo
denomina diferenciacion. Mientras que en una tincidon progresiva se deja actuar el
colorante hasta que alcance su punto Optimo de intensidad en coloracion (Ross,
2001).



Por su parte, la eosina es un colorante sintético acido con afinidad por los
componentes citoplasmaticos de la célula. Existe gran variedad de eosinas variando

en la forma de su obtencion, pero todas trabajan de la misma manera (Ross, 2001).

2.3.3 PRINCIPALES ORGANOS DE ESTUDIO HISTOPATOLOGICO
Han de considerarse a los siguientes tejidos: corazén, cerebro, higado, bazo,
tracto gastrointestinal, rifones y pulmones, como los principales 6érganos que
pueden ser indicativos sobre las posibles alteraciones en la absorcion, metabolismo
y excrecion de dicho farmaco y por consiguiente su estudio histopatoldgico es

necesario.

2.3.4 CORAZON

El corazén contiene cuatro cavidades (dos auriculas y dos ventriculos) a
través de los cuales bombea la sangre. Las valvulas controlan las salidas de las
cavidades e impiden el reflujo de sangre. Un tabique interauricular y un tabique
interventricular separan las partes izquierda y derecha del corazéon. La auricula
derecha recibe la sangre que retorna al cuerpo a través de las venas cava inferior y
superior, las dos venas de mayor calibre del organismo. El ventriculo derecho recibe
la sangre de la auricula derecha y la bombea hacia los pulmones por medio de las
arterias pulmonares. La auricula izquierda recibe la sangre oxigenada que retorna a
los pulmones por las cuatro venas pulmonares. El ventriculo izquierdo recibe la
sangre de la auricula izquierda y la bombea a la aorta para su distribuciéon a la
circulacion sistémica (Ross, 2001).

La pared del corazon estéa constituido por (Ross, 2001):
v Una musculatura de muasculo cardiaco para la contraccion que empuja la
sangre.
v Un “esqueleto” fibroso que fija las valvulas.
v Un sistema interno de conduccion para la sincronizacion de las contracciones
musculares.

El esqueleto fibroso, compuesto por tejido conectivo denso, rodea la base
de dos arterias que abandonan el corazon (la aorta y el tronco de la pulmonar) y las
aberturas entre las auriculas y los ventriculos. Cada disposicion anular de tejido
fibroso fija las valvulas que permiten el flujo unidireccional de sangre por las
aberturas. El esqueleto fibroso se extiende también en parte en el tabique



interventricular. Esta pequefia porcion del tabique carece de musculo cardiaco;
contiene un corto segmento del haz auriculoventricular (haz de His) no ramificado
del sistema de conduccion cardiaca. El resto de la pared del corazon contiene
musculo cardiaco (Ross, 2001).

La pared cardiaca estd organizada esencialmente de la misma forma en las
auriculas y los ventriculos. Se compone de tres capas (Ross, 2001):

v El epicardio consiste en una capa de células mesoteliales sobre la superficie
cardiaca externa y su tejido conectivo subyacente. Los vasos sanguineos y
nervios que irrigan e inervan el corazon transcurren en el epicardio y estan
rodeados por tejido adiposo que almohadilla el corazén en la cavidad
pericardica.

v El miocardio, el musculo cardiaco, es el principal componente del corazén. El
miocardio ventricular es bastante mas grueso que el auricular, debido a la
gran cantidad de musculo cardiaco presente en las paredes de las dos
cavidades que bombean.

v El endocardio consiste de una capa interna de endotelio y de tejido conectivo
subendotelial, una intermedia de tejido conectivo y células musculares lisas y
una mas profunda, también denominada capa subendocardica de tejido
conectivo continuo con el del miocardio. El sistema conductor de impulsos del

corazon esta localizada en la capa subendotelial del endocardio.

Asi pues, desde el punto de vista histopatolégico es de suma importancia su estudio
ya que es el 6rgano encargado de la distribucion puesto que por medio de éste se
desplazan los medicamentos a través del flujo sanguineo a todo el organismo
(Guyton, 200).

2.3.5 CEREBRO

El cerebro, como parte de la anatomia del encéfalo de los animales
vertebrados, es el centro supervisor del sistema nervioso, se localiza en la cabeza.
El cerebro humano pesa aproximadamente 1300-1500 gramos. Su superficie
llamada corteza cerebral, si estuviera extendida, cubriria una superficie de 1800-
2300 centimetros cuadrados. Se estima que en el interior de la corteza cerebral hay
unos 22,000 millones de neuronas, aunque hay estudios que llegan a reducir esa
cifra a los 10,000 millones y otros a ampliarla hasta los 100,000 millones. Por otra



parte, es el Unico érgano completamente protegido por una bdéveda 6sea y alojado
en la cavidad craneal. Est4 dividido por la fisura longitudinal en dos hemisferios
cerebrales, uno derecho y otro izquierdo, encontrandose en cada hemisferio otras
fisuras, aunque menos profundas que ésta, que dividen la superficie cerebral en
varias partes llamadas lébulos. Aun cuando ambos hemisferios humanos son
inversos, no son la imagen invertida uno del otro, por lo que son asimétricos (Ross,
2001).

El principal tipo de neurona que podemos encontrar en el cerebro es la
interneurona (definida como cualquier neurona que no abandona el sistema nervioso
central). Sin embargo, también estdn presentes las neuronas aferentes y las
eferentes a través del tronco cerebral. El cerebro contiene cerca de 10 neuroglias
por cada neurona, y tradicionalmente se ha visto que su funcion es la de desarrollar
el papel de apoyo de las neuronas y de rellenar el espacio que queda entre ellas (de
ahi su nombre, "pegamento” en griego). La mayor parte de las neuroglias del
cerebro (y del resto del sistema nervioso central) estan presentes en todo el sistema
nervioso (a excepcion del oligodendrocito). El cerebro del los mamiferos posee,
aparte del tejido nervioso citado arriba, una cierta cantidad de tejido conectivo
llamado meninges. Se trata de un sistema de membranas que separan el craneo del
cerebro. El cerebro esta suspendido en el liquido cefalorraquideo formado en los
plexos coroideos y que circula entre las capas de las meninges, concretamente por
el espacio subaracnoideo, y a través de cavidades en el cerebro llamadas
ventriculos (Ross, 2001).

2.3.6 BAZO

El bazo es un drgano linfoide, con mudltiples funciones siendo las mas
conocidas las que se refieren a la linfopoyesis (formacion de glébulos blancos),
eritropoyesis (formacién de globulos rojos) y hematolisis (destruccion de los glébulos
rojos). Ademas de jugar un importante papel en los procesos inmunoldgicos
considerandosele parte del sistema linfatico. Esta situado en el hipocondrio
izquierdo, inmediatamente debajo del diafragma, encima del rifién izquierdo y del
colon descendente y detras del fondo gastrico; tiene una forma ovoide siendo su
tamafo variable segun la edad y la situacion sanitaria del sujeto, siendo mayor
durante el curso de las enfermedades infecciosas y atrofiandose con la edad. Se

encuentra rodeado de una capa fibrosa que se prolonga hacia el interior dividiendo



el 6rgano en varios compartimentos. Las arterias que entran en cada uno de estos
compartimentos estan rodeadas por unas densas masas de linfocitos en desarrollo
llamados foliculos linfaticos esplénicos. Debido a su color blanco, estas masas
reciben también el nombre de pulpa blanca. En la parte mas externa de estos
compartimentos se observa una red de fibras reticulares sumergidas en sangre
procedente de las numerosas arteriolas, formando la pulpa roja. Tras atravesar esta
reticula la sangre se concentra en los senos venosos para volver a la circulacion en
general (Ross, 2001).

Las funciones del bazo estan relacionadas con el sistema inmunolégico y con
el almacenamiento y depuracion de la sangre. En los foliculos linfaticos esplénicos,
los macrofagos eliminan de la sangre los hematies agotados, recuperando el hierro y
la globina que son enviados al torrente circulatorio. Igualmente las plaquetas
imperfectas y otras impurezas o gérmenes que puedan ir en la sangre son
eliminados por fagocitosis en estas estructuras. De esta forma, el bazo representa
un organo de defensa frente a los microorganismos. Finalmente, la maduraciéon de
los leucocitos agranulares (monocitos y linfocitos) terminan su desarrollo en el bazo,

siendo activados a granulocitos (Ross, 2001).

2.3.7 TRACTO GASTROINTESTINAL
Considerado desde el esofago hasta el recto, el tracto gastrointestinal es un
conducto hueco de didmetro variable. Presenta la misma organizacién estructural en
toda su longitud. La pared del tubo digestivo estd formada por cuatro capas
distintivas, que son, desde la luz hacia fuera (Ross, 2001):
~ La mucosa, que consiste en un epitelio de revestimiento, un tejido conectivo
subyacente denominado lamina propia y una muscular de la mucosa,

compuesto de musculo liso.

Q

La submucosa, que consiste de tejido conectivo denso no modelado.

Q

La muscular propia, compuesta por dos capas de tejido muscular.

Q

La serosa o adventicia, una membrana serosa compuesta por un epitelio
simple plano, el mesotelio, y una pequefia cantidad de tejido conectivo
subyacente; donde la pared se fija directamente con las estructuras

adyacentes, la capa externa es la adventicia, compuesta por tejido conectivo.

Debemos considerar que el tracto gastrointestinal es el encargado del proceso de



digestién, es decir, la transformacion de los alimentos para que puedan ser
absorbidos y utilizados por las células; cabe destacar que no Unicamente se lleva a
cabo la absorcion de nutrimentos sino también la absorcion de cualquier sustancia
ingerida, o bien, administrada de forma exégena como lo son los medicamentos
(Guyton, 2000).

2.3.8 RINON

Los riflones son o6rganos grandes, rojizos, con forma de alubia, que se
localizan en el retroperitoneo de la cavidad abdominal posterior, a cada lado de la
columna vertebral. Cada rifibn mide unos 10 cm de largo por 6.5 cm de ancho
(desde el borde concavo al convexo) por 3 cm de espesor. En el polo superior de
cada riidn, incluida en la fascina renal y en una gruesa capa protectora de tejido
adiposo perirrenal, se ubica la glandula suprarrenal. El borde medial del rifidn es
céncavo y contiene una profunda fisura vertical, denominada hilio, a través de la cual
pasan los vasos y nervios renales y el origen expandido, con forma de embudo, del
uréter, denominado pelvis renal. Un corte transversal del rindn permite apreciar la
relacion entre estas estructuras en el seno renal, un espacio dentro del hilio. El
espacio entre y alrededor de estas estructuras esta ocupado, en su mayor parte, por
tejido conectivo laxo y tejido adiposo.

La superficie renal esta recubierta por una delgada, pero resistente capsula
de tejido conectivo. La capsula esta compuesta por una capa externa de fibroblastos
y fibras coldgenas y una capa interna de miofibroblastos. Es posible que la
contractilidad de los miofibroblastos contribuya en la resistencia a las variaciones de
volumen y presion que acompafian al funcionamiento renal. La capsula se internaliza
a la altura del hilio, donde forma el tejido conectivo que recubre el seno y se continua
con el tejido conectivo que forma las paredes de los calices y la pelvis renal. Asi
pues, estan revestidos por una capsula fibrosa y constituidos por dos tipos de
estructuras diferentes: la sustancia cortical, inmediatamente debajo de la capsula
fibrosa y la zona medular (Ross, 2001).

La sustancia cortical, de color rojo oscuro, envuelve a la sustancia medular
gue penetra profundamente en ella dando lugar a unas formaciones radiadas
llamadas piramides de Ferrein o radios medulares de Ludwig. La sustancia
medular, de color mas claro, esta formada por 8-14 masas piramidales, las

pirAmides de Malpighio cuyo vértice se abre en cavidades en forma de copa



llamadas calices renales que convergen en el uréter. Entre las piramides de
Malpighio, se encuentran unas prolongaciones de la sustancia cortical que reciben el
nombre de columnas de Bertin (Ross, 2001).

Los rifiones contienen numerosisimos ovillos microscépicos de capilares
sanguineos arteriales, los glomérulos. Cada uno de ellos recibe la sangre de una
arteriola aferente y la vierte en otra arteriola eferente de calibre mas pequefio. Estas
dos arteriolas son contiguas y constituyen una especie de pedunculo vascular de
sostén. El glomérulo esta envuelto por una membrana de doble pared, la capsula
de Bowman, que se repliega en el lugar en donde confluyen las arterioles aferente y
eferente. Por el extremo opuesto, la membrana de la capsula de Bowman continta
por un delgado tubo de curso tortuoso, el tabulo renal. El conjunto de glomérulo y
capsula de Bowman se denominan corpusculo de Malpighio (Ross, 2001).

El tibulo renal que sale de la capsula de Bowman, llamado en su porcién mas
préoxima al glomérulo tubulo proximal, se prolonga en un largo tubo sinuoso (tubulo
sinuoso proximal) al que sigue un segmento en forma de U, el asa de Henle.
Finalmente, al asa de Henle, sigue el tabulo sinuoso distal que desemboca en un
tubulo colector. La orina formada en la nefrona se recoge en los tubulos colectores,
gue representan los conductos en los que desembocan los tubulos sinuosos
distales. Los tubulos colectores van confluyendo entre si a distintos niveles
haciéndose de mayor calibre a medidas que se adentran en la zona medular.
Finalizan en grandes conductos (conductos de Bellini) que abren directamente en los
calices renales (Ross, 2001).

Algunas de las funciones del rifién son (Guyton, 2000):

# La excrecion de desechos.

+ La formacion de orina mediante la cual excreta los desechos.
< Regular la homeostasis total del cuerpo.

< Regular el volumen de los fluidos extracelulares.

< Participa en la composicion y recuperacion de electrolitos.

2.3.9 PULMON
Los pulmones estan situados dentro de la caja toracica, protegidos por las
costillas y a ambos lados del corazén. Son huecos y se encuentran cubiertos por

una doble membrana lubricada (mucosa) llamada pleura; el mediastino separa a



uno del otro. La pleura es una membrana de tejido conjuntivo, que evita que los
pulmones rocen directamente con la pared interna de la caja toracica. Posee dos
capas, la pleura parietal o externa que recubre y se adhiere al diafragma y a la parte
interior de la caja toracica, y la pleura visceral que recubre el exterior de los
pulmones, introduciéndose en sus I6bulos a través de las cisuras. Entre ambas
capas existe una pequefia cantidad de liquido lubricante denominado liquido pleural
(Ross, 2001).

La superficie de los pulmones es de color rosado en los nifios y con zonas
oscuras distribuidas irregularmente pero con cierta uniformidad en los adultos. Esto
es denominado antracosis y aparece con caracter patoldgico, mostrandose casi en
la totalidad de los habitantes de ciudades, como resultado de la inhalacion de polvo
flotante en la atmdsfera que se respira, principalmente carbon. El pulmén derecho
esta dividido por dos cisuras (mayor y menor) en tres partes, llamadas |6bulos
(superior, medio e inferior). A su vez, el izquierdo tiene dos Iébulos (superior e
inferior) separados por una cisura (cisura mayor). Esto se debe a que el corazon
tiene una inclinacion oblicua hacia la izquierda y de atras hacia adelante;
"clavandose" la punta inferior (el apex) en el pulmén izquierdo, reduciendo su
volumen y quitando espacio a dicho pulmoén. En ambos se describe un vértice o
apex (correspondiente a su parte mas superior, que sobrepasa la altura de las
claviculas), y una base (inferior) que se apoya en el musculo diafragma. La cisura
mayor de ambos pulmones va desde el cuarto espacio intercostal posterior hasta el
tercio anterior del hemidiafragma correspondiente. En el pulmén derecho separa los
I6bulos superior y medio del l6bulo inferior, mientras que en el pulmon izquierdo
separa los dos unicos lobulos: superior e inferior. La cisura menor separa los l6bulos
superior y medio del pulmoén derecho y va desde la pared anterior del torax hasta la
cisura mayor. En cada I6bulo se distinguen diferentes segmentos, bien
diferenciados, correspondiéndole a cada uno un bronquio segmentario; estos se
subdividen en bronquios propiamente dichos y bronquiolos; siendo estos ultimos los
que carecen de cartilago y se ramifican en bronquiolos terminales y bronquiolos
respiratorios desembocando en los alvéolos: las unidades funcionales de
intercambio gaseoso del pulmén (Ross, 2001).

La mucosa de las vias respiratorias estad cubierta por millones de pelos
diminutos, o cilios cuya funcion es atrapar y eliminar los restos de polvo y gérmenes

en suspension procedentes de la respiracion, evitando, en lo posible, cualquier



entrada de elementos solidos que provoquen una broncoaspiracion (Ross, 2001).

La funcién de los pulmones es realizar el intercambio gaseoso con la sangre,
por ello los alvéolos estan en estrecho contacto con los capilares. En los alvéolos se
produce el paso de oxigeno desde el aire a la sangre y el paso de dioxido de
carbono desde la sangre al aire. Este paso se produce por la diferencia de presiones
parciales de oxigeno y didxido de carbono (difusiébn simple) entre la sangre y los
alvéolos (Netter, 1996).

2.3.10 HIGADO (ORGANO BLANCO DEL 2,2,2-TRIBROMOETANOL)

El higado es la glandula mas grande y el 6rgano interno mas voluminoso de
todo el organismo. Es singular entre los 6rganos debido a que recibe la mayor parte
de su irrigacion a través de la vena porta hepatica, que transporta sangre venosa
desde el tubo digestivo, el pancreas y el bazo. En consecuencia, el higado se
interpone en el camino de los vasos sanguineos que transportan las sustancias
absorbidas por el tubo digestivo. Esta posicion le da al higado la primera oportunidad
de metabolizar estas sustancias, pero también lo convierte en el primer Grgano
expuesto a los compuestos téxicos ingeridos. En condiciones normales el higado
tiene la capacidad de degradar o conjugar sustancias téxicas a metabolitos
inofensivos, pero esa capacidad puede ser superada y quedar lesionado el érgano
(Ross, 2001).

Los componentes estructurales hepaticos incluyen a (Ross, 2001):

¢ Los hepatocitos, organizados en trabéculas celulares.

Un estroma de tejido conectivo.

D

¢ Vasos sanguineos Yy linfaticos, nervios y conductos biliares que transcurren
por el estroma.

g Capilares sinusoidales (sinusoides) entre las trabéculas de hepatocitos.

La estructura hepdética, como unidad funcional, se puede describir de tres
maneras: el lobulillo “clasico”, el lobulillo portal y el acino hepatico. El lobulillo
hepatico es la descripcion tradicional de la organizacion del parénquima hepatico,
gue se visualiza con relativa facilidad. Se basa en la distribucién de las ramas de la
vena portal y de la arteria hepatica dentro del érgano y en las vias por las que
transcurre la sangra, al perfundir las células del higado. Se considera que el

lobulillo clasico consiste en pilas de trabéculas de hepatocitos que se



anastomosan, de 1-2 células de espesor, separadas por el sistema anastomosado
de sinusoides que perfunden el tejido con las sangres portal y arterial mezcladas.
Mide alrededor de 2,0 x 7,0 mm. En el centro del lobulillo se encuentra una vénula
bastante grande, la vénula hepéatica terminal (vena central), a la cual drenan los
sinusoides. En los angulos del hexadgono que forma, se encuentran los espacios
portales o de Kiernan (canales portales), compuestas por estroma de tejido
conectivo laxo que se caracteriza por la presencia de triadas portales, dicho tejido
conectivo se continua con la capsula fibrosa hepatica; siendo el espacio portal
limitado por los hepatocitos més externos del lobulillo. En el espacio portal, entre el
estroma de tejido conectivo y los hepatocitos, se encuentra un pequefio espadio, el
espacio de Mall; se cree que es uno de los sitios donde se origina la linfa dentro del
higado (Ross, 2001).

Asi pues, el lobulillo portal destaca las funciones exocrinas hepaticas,
siendo la principal funcional secrecion de bilis. En consecuencia, el eje morfolégico
del lobulillo portal es el conducto biliar interlobulillar de la triada portal del lobulillo
“clasico”. Sus margenes externos son lineas imaginarias trazadas entre las tres
venas centrales mas cercanas a la triada portal, esto define un bloque de tejido
aproximadamente triangular que incluye las porciones de tres lobulillos “clasicos”

gue secretan la bilis que drena al conducto biliar axial (Ross, 2001).

Por su parte, el acino hepéatico, descrito como con forma romboidal o de
romboide, es la unidad funcional mas pequefia del parénquima hepatico. El eje
menor del acino esta definido por las ramas terminales de la triada portal localizada
a lo largo del limite de dos lobulillos “clasicos”. El eje mayor es la linea trazada entre
las dos venas centrales mas cercanas al eje menor. La disposicion de los
hepatocitos en cada acino hepatico se describe como tres zonas elipticas
concéntricas que rodean el eje menor. En consecuencia (Ross, 2001):

g Lazonal eslamas cercana al eje.

¢ La zona 3 es la m4s alejada del eje y la mas cercana a la vena terminal

hepética.

¢ La zona 2 se encuentra entre las zonas 1 y 3, pero no tiene limites

definidos.

Las células de la zona 1 son las primeras en recibir nutrientes y toxinas por la



sangre y son las primeras en mostrar cambios morfologicos después de la oclusion
de los conductos biliares (estasis biliar). Estas células también son las ultimas en
morir, cuando se deteriora la circulacion, y las primeras en regenerar. Por otra parte,
las células de la zona 3 son las primeras en mostrar necrosis isquémica (necrosis
centrolobulillar), en situaciones de disminucion de la perfusion, y las primeras en
presentar acumulacion de lipidos. Son las Ultimas en responder a las situaciones
toxicas y la estasis biliar. Entre las zonas 1 y 3 también se observan variaciones
normales de la actividad enzimatica, de la cantidad y tamafio de los organelos
citoplasmaticos. Las células de la zona 2 tienen caracteristicas funcionales y
morfologicas y respuestas intermedias entre las zonas 1y 3.

Los hepatocitos son células poligonales que miden 20-30 um en cada
dimensidn, constituyen alrededor del 80% de la poblacion hepatica (Ross, 2001).
Los nucleos de los hepatocitos son grandes y esféricos y ocupan el centro de la
célula; muchas células del higado adulto son binucleadas; la mayor parte de las
células son tetraploides (es decir, contienen cantidad 4n de ADN). En el
nucleoplasma se encuentran grumos dispersos de heterocromatina y una banda
diferenciada por debajo del envoltorio nuclear. En cada nucleo se encuentran 2 o
mas nucleolos bien desarrollados (Ross, 2001).
Los hepatocitos tienen una vida media relativamente larga, respecto a las células
asociadas al aparato digestivo; duran unos 5 meses. Ademas, las células hepaticas
tienen considerable capacidad de regeneracion, cuando se pierde parte del

parénquima por procesos hepatotdxicos, enfermedad o cirugia (Ross, 2001).

2.4 BIOTRANSFORMACION DE FARMACOS

Al conjunto de caminos metabdlicos por medio de los cuales los tejidos
incrementan la polaridad de un farmaco se le denomina biotransformacién; asi pues
podemos decir que la biotransformacién de un farmaco consiste fundamentalmente
en convertir un xenobidtico no polar en un compuesto soluble en agua, siendo este
el mecanismo mas comun que usan los organismos para eliminar a los farmacos o a
los toxicos ambientales (Goodman, 2001).
El estudio de las reacciones que constituyen la biotransformacion es de gran
importancia, dado que nos permite entender los mecanismos por medio de los

cuales los tejidos se defienden de los xenobioticos que logran penetrarlos y también



coémo es que en algunas ocasiones sucede lo contrario y se incrementa la toxicidad
en el interior del cuerpo. Estas reacciones se agrupan en dos conjuntos (Goodman,
2001):

¥ Las reacciones de Fase | o reacciones de funcionalizacion y;

¥ Las reacciones de Fase Il o reacciones de conjugacion.

2.4.1 FASEI

La importancia de la Fase | radica en lograr la biotransformacion de los
grupos susceptibles que presentan los xenobidticos, a sufrir reacciones de
oxidacion, reduccién o hidrélisis para transformarlos en moléculas de mayor
polaridad. Las transformaciones efectuadas incrementan la hidrofilia de los diversos

compuestos y en consecuencia facilitan su excrecion corporal (Goodman, 2001).

2.4.1.1 REACCIONES DE OXIDACION

La oxidacion es probablemente la reaccibn mas comun en el metabolismo de
xenobidticos. Muchos compuestos son oxidados por un grupo no especifico de
enzimas denominado sistema mono-oxigenasas de funcidn mixta, el cual se
encuentra principalmente en los microsomas hepaticos, una fraccion derivada del
reticulo endoplasmico liso. Para catalizar la formacion de productos oxidados, el
sistema requiere de la coenzima nicotinamida adenina dinucleoétido fosfato (NADPH)
y oxigeno molecular (Figura 5). Uno de los aspectos importantes que hay que
resaltar es que para iniciar la biotransformacién se requiere que el sustrato
interaccione con el citocromo, por lo que los diversos compuestos necesitan ser
liposolubles para lograr alcanzar el sistema enzimatico, asimismo se deben
presentar grupos funcionales adecuados que puedan alterarse por reacciones

enzimaticas y un tamafio mayor a 150 Daltons (Goodman, 2001).

Farmaco + NADPH + O, » Farmaco—OH + NADP" +H,0
Citocromo P—450

Figura 5. Reaccion de oxidacion (Goodman, 2001).



2.4.1.2 REACCIONES DE REDUCCION
Los grupos carbonilos, azo y nitro son objetos de reduccidn, resultando en la
formacion de grupos hidroxilos y aminos mas polares. Hay varias reductasas en el
higado, las cuales dependen de NADH o NADPH, que catalizan tales reacciones
(Goodman, 2001).

Tabla 7. Reacciones de reduccion presentes en la Fase | (Goodman, 2001).

Sustrato Producto Enzima
Grupo azo —N=N- —NH; + —=NH> Azoreductasa
Grupo nitro R-NO; R—NH. nitroreductasa
Grupo aldehido R—-CHO R—CH,0 aldehidoreductasa

2.4.1.3 REACCIONES DE HIDROLISIS

Las hidrolasas constituyen un grupo de enzimas generalmente de baja
especificidad, capaces de hidrolizar ésteres, amidas, lactonas, ésteres de fosfatos y
sulfatos, disacaridos, glicosidos y péptidos. El grupo éster es el mas labil a sufrir
tales reacciones. Recientemente, se ha demostrado que hay mdultiples isoenzimas
de las esterasas hepaticas, algunas de las cuales han sido caracterizadas. La
hidrélisis de varios ésteres por la albumina del suero ha sido también reportada. Asi
pues, las esteresas se clasifican en (Goodman, 2001):

€ Avrilesterasas: hidrolizan ésteres aroméaticos.

€ Carboxilesterasas: hidrolizan ésteres en general.

€ Colinesterasa: hidrolizan ésteres en cuya porcion alquilica presentan una

colina.

€ Acetilesterasas: hidrolizan ésteres cuya porcion acilo es un acetilo.

2.4.2 FASEI
Las enzimas que participan en la Fase |l generalmente catalizan la adicion de
pequefias moléculas polares a los metabolitos o farmacos para hacerlos mas

polares. A estas enzimas se les denomina transferasas, ya que adicionan una



sustancia enddégena a un xenobidtico o metabolito del mismo. Las reacciones mas

comunes son: glucuronidacion, sulfatacion, metilacion, acetilacion, conjugacion con

glutation y con aminoacidos (Figura 6).

Glucoronidacian

sulfatacidn

Aminoacidacion

Glutatonizracion

Metlacion

Acetilacion

F-OH UDPG R-0-03
R-MH, - F-NH-G
F-5H LIDPSTransferasa R-5-G
E-OH = > BR300,
R-MH, Sulfotransferasa R-HMH-3C

R-CO0H + HoH- CH,-CooH ™ RoCiO-MNH-CH2

R CH.CH, GS > RCH2OH
g S0 CH,
=80
R-O.CH
R-0OH - 1
RN H, Acetil-C oA, p FNH-COCH,

M acetilTratisferasa

Figura 6. Reacciones de biotransformacion de Fase Il (Goodman, 2001).



CAPITULO Il

OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GENERALES:
e Determinar los efectos a nivel histopatolégicos del 2,2,2—Tribromoetanol
administrado por via intraperitoneal en una aplicacién Unica en dos especies

diferentes de roedores: Rattus norvegicus y Mus musculus.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

e Evaluar la variacion de los efectos histopatologicos del 2,2,2—Tribromoetanol

con respecto al horario de administracion (9a 11 hy de 16 a 18 h).

e Evaluar la variacion en el dafio causado por el 2,2,2-Tribromoetanol

dependiente del género de las especies estudiadas.



CAPITULO IV

HIPOTESIS

e El TBE es un anestésico hepatotoxico por lo que se espera observar

Gnicamente lesiones en el higado y no en los demas 6rganos analizados.

e Dado que TBE es un anestésico de amplio uso en la investigacion
biomédica principalmente en animales de laboratorio “ratas (Rattus
norvegicus) y ratones (Mus musculus)” y como los ratones poseen una
resistencia mayor a los farmacos, es de esperar que las lesiones

observadas sean mayores en ratas que en ratones.

e Puesto que en las hembras se ha observado un efecto protector de los
estrogenos sobre los compuestos de degradacion del TBE, se espera que

las lesiones se presenten a altas dosis.

e Como los machos no poseen el efecto protector de los estrégenos a
comparacion con las hembras, las lesiones apareceran a dosis menores

para estos.

e Debido a que el proceso inflamatorio es un proceso de nocturia celular la
variacion en el dafio ocasionado por el TBE en el higado sera mayor en el

turno vespertino que en el matutino.



CAPITULO V

MATERIAL Y METODOS
5.1 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO
A. Material Biolégico
Se utilizaron:
* Ratones de ambos géneros de la especie Mus musculus cepa CFW
dentro de un rango de peso de 22 a 30 g.

* Ratas de la especie Rattus norvegicus cepa Wistar de ambos géneros
dentro de un rango de peso de 180 a 250 g.

Los animales empleados en este experimento provienen del Bioterio de la
Facultad de Quimica y no se han sometido previamente a experimentacion. Las

condiciones a las cuales se sometieron fueron las siguientes:

Tabla 8. Condiciones de almacenamiento de animales.

Condiciones
Alimento Agua y comida
“ad libitum”
Humedad 40-70%
Temperatura 19-26 °C
Luz/Oscuridad 12/12 horas

B. Reactivos
* 2,2,2—Tribromoetanol, pureza 96% (GC) (Fluka®)
* Formaldehido (Merck®)
* Etanol (Merck®)

C. Soluciones
* Solucidén Salina Isoténica 0.9% (Baxter®)

* Solucion de formaldehido al 4%(Anexo A)



* Solucién de TBE al 2% (Anexo B)

D. Equipo de laboratorio, quirdrgico, curaciéon y diversos.
* Vasos de precipitados de 100, 500 y 1000 mL (Pyrex®)
* Sonda esofédgica de metal recta para rata (calibre 20m) (Miltex®)
* Cajas de acrilico con tapa para ratas y ratones
* Pisos de malla para cajas de ratas y ratones
* Jeringas desechables (1, 3, 5 y 10 mL) de plastico con aguja de acero
inoxidable calibre 25 (Plastipak®)
* Estuche de diseccién (Surgeon®)
* Cajas de petri de vidrio (Pyrex®)
* Probeta de vidrio de 1000 mL (Pirex®)
* Matraz volumétrico de 1000 mL (Pirex®)
* Pipeta volumétrica de 200 mL (Pirex®)
* Espéatula de acero inoxidable
* Balanza granataria
* Marcadores indelebles (Berol®)
* Envases de plastico de 50 y 300 mL (Poliurel®)
* Microtomo (Microm®)

* Microscopio fotonico (Zeiss®)



5.2 METODOLOGIA.
5.2.1 EXPERIMENTO A (administracién en ratas).
a. Se formaron 4 grupos de manera aleatoria con n = 6
b. Se pesaron y marcaron los animales para cada una de las dosis de TBE que

se administraron, de acuerdo a la siguiente dosificacion (Tabla 8):

Tabla 9. Dosificacion para el experimento A.

. Horario de )
Dosis TBE (mg/Kg) o y Género
administracion
75 Macho
150 Matutino (9 a 11 horas)
300 Hembra
Vespertino (16 a 18 acho
400
550 horas) Hembra

c. Se administro el TBE por via intraperitoneal de forma aleatoria a cada uno de
los animales; se dejaron pasar 15 minutos.

d. Se administraron a dos animales con etanol al 2% a razén de 1 mL / 100 g de
peso para utilizar como control vehiculo, y se dejaron pasar 15 minutos.

e. Al término de este periodo de tiempo se sacrificaron a los animales por
dislocacion cervical (Anexo C).

f. Se sacrificaron dos animales sin tratamiento (control integro) por dislocacion
cervical para utilizar como referencia (Anexo C).

g. Se disecciond a cada animal y se extrajeron los siguientes tejidos: corazon,
cerebro, higado, bazo, tracto gastrointestinal, rifones y pulmones.

h. Se colocaron dichos érganos en un recipiente con 150 mL de solucion de
formaldehido al 4%.

I. Se deshidrataron los tejidos mediante el paso consecutivo por soluciones de
etanol al 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% y xilol al 100%. Se
impregnaron en parafina a 60 °C durante 30 minutos una primera vez y un
segunda igual en parafina a 60 °C durante 2 horas; posteriormente fueron
incluidos en bloques de parafina.

j. Se realizaron cortes histologicos de 5 um de grosor en microtomo.



Los cortes se dispusieron en un soporte de vidrio sin fondo, con una
preparacion en cada ranura. Se sumergieron en el primer bafio de xileno
durante 3 minutos.

Se pasaron al segundo bafio de xileno por 2 6 3 minutos, dejando escurrir el
exceso de solucion.

. Se llevaron al primer bafio de alcohol etilico absoluto durante 3 minutos.

Se sumergieron en un bafio de alcohol etilico al 95% durante 2 minutos, el
corte se lavo con agua de 3 a 5 minutos.

Se repitio la operacioén pero utilizando agua destilada.

Se tifleron de 4 a 8 minutos con Hematoxilina de Alumbre.

Se aclararon sumergiéndose de 3 a 4 veces la preparacion en una solucion
Alcohol Acido al 1% (1 mL de é&cido clorhidrico concentrado para 99 mL de
alcohol etilico al 80%).

Se enjuagaron con agua.

Se azulearon poniendo la preparacion en el sustituto de Scott para agua
corriente hasta que los cortes tuvieron un aspecto azulado.

Se enjuagaron en agua.

Se tifieron con Eosina Y acidificada al 1% de 15 segundos a 2 minutos, segun
la intensidad deseada. Se enjuagaron rapidamente con alcohol etilico al 80%
y se volvieron a tefiir con Eosina 30 segundos mas.

Se deshidrataron por paso sucesivo en 3 6 4 bafios de alcohol etilico absoluto
con agitacion, siendo cada uno de 10 a 15 segundos cada vez.

. Se pasaron por 2 6 3 bafios de xileno de 15 a 20 segundos en cada uno.

Se observaron al microscopio fotonico y se realizaron anotaciones.
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5.2.2 EXPERIMENTO B (administracion en ratones).
a. Se distribuyeron y agruparon de forma aleatoria a los animales para cada una
de las dosis de TBE a administrar, donde cada uno de los 4 grupos fue de n =

6, de acuerdo a la siguiente dosificacion (Tabla 9):

Tabla 10. Dosificacion para el experimento B.

_ Horario de ]
Dosis TBE (mg/Kg) o y Género
administracion

35 Macho
70 Matutino (9 a 11 horas)
125 Hembra
250 Macho
400 Vespertino (16 a 18
600 horas) Hembra
800

b. Se administré el TBE aleatoriamente por via intraperitoneal a cada uno de los
animales; se dejaron pasar 15 minutos.

c. Se administraron a dos animales con etanol al 2% a razén de 1 mL / 100 g de
peso para utilizar como control vehiculo, se dejaron pasar 15 minutos.

d. Al término de este periodo de tiempo se sacrificO a los animales por
dislocacion cervical (Anexo C).

e. Se sacrificaron dos animales sin tratamiento (control integro) para utilizar
como referencia por dislocacion cervical (Anexo C).

f. Se diseccion6 a cada animal con la finalidad de extraer los siguientes tejidos:
corazon, cerebro, higado, bazo, tracto gastrointestinal, rifones y pulmones.

g. Se colocaron dichos 6rganos en un recipiente con 30 mL de solucion de
formaldehido al 4%.

h. Se deshidrataron los tejidos mediante el paso consecutivo por soluciones de
etanol al 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% y xilol al 100%. Se
impregnaron en parafina a 60 °C durante 30 minutos una primera vez y un
segunda igual en parafina a 60 °C durante 2 horas; posteriormente fueron
incluidos en bloques de parafina.

I. Se realizaron cortes histolégicos de 5 um de grosor en microtomo.



Los cortes se dispusieron en un soporte de vidrio sin fondo, con una
preparacion en cada ranura. Se sumergieron en el primer bafio de xileno
durante 3 minutos.

Se pasaron al segundo bafio de xileno por 2 6 3 minutos, dejando escurrir el
exceso de solucion.

Se llevaron al primer bafio de alcohol etilico absoluto durante 3 minutos.

. Se sumergieron en un bafio de alcohol etilico al 95% durante 2 minutos, el
corte se lavo con agua de 3 a 5 minutos.

Se repitio la operacioén pero utilizando agua destilada.

Se tifleron de 4 a 8 minutos con Hematoxilina de Alumbre.

Se aclararon sumergiéndose de 3 a 4 veces la preparacion en una solucion
Alcohol Acido al 1% (1 mL de é&cido clorhidrico concentrado para 99 mL de
alcohol etilico al 80%).

Se enjuagaron con agua.

Se azulearon poniendo la preparacion en el sustituto de Scott para agua
corriente hasta que los cortes tuvieron un aspecto azulado.

Se enjuagaron en agua.

Se tifieron con Eosina Y acidificada al 1% de 15 segundos a 2 minutos, segun
la intensidad deseada. Se enjuagaron rapidamente con alcohol etilico al 80%
y se volvieron a tefiir con Eosina 30 segundos mas.

Se deshidrataron por paso sucesivo en 3 6 4 bafios de alcohol etilico absoluto
con agitacion, siendo cada uno de 10 a 15 segundos cada vez.

Se pasaron por 2 6 3 bafios de xileno de 15 a 20 segundos en cada uno.

. Se observaron al microscopio fotonico y se realizaron anotaciones.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

Los 6rganos que se analizaron en este experimento fueron: corazon, cerebro,
higado, bazo, tracto gastrointestinal, rifones y pulmones; y en ninguno de ellos se
encontré lesion alguna a excepcion del higado para cada uno de los casos.
Enseguida se muestran las observaciones realizadas en higado; pudiéndose ver las
dosis a las que se presentan dichas lesiones y el tipo de lesion para cada uno de
ellos.

En la tabla 11 se observa que para el control integro y el control vehiculo de
las ratas tanto machos como hembras en ambos horarios no hubo presencia de

cambio patoldgico aparente.

Tabla 11. Control integro y control vehiculo de ratas hembras y machos en turnos de

administracion matutino (9 a 11 horas) y vespertino (16 a 18 horas).

Tratamiento Observacion Imagen

Control integro ey P TR

_ _ No se observd cambio | @t = e :
(Sin tratamiento) o o o e o
patologico aparente e e e 5
Pt o Pl o
=t . %
ey .
L ' ]
[ = 4
f AL I g
N :,V'
i oo
& v R
Control vehiculo No se observé cambio |~ = 5 a0 0
i i T i RS S el S e e L
(EtOH al 2%) patolégico aparente A e U T i
T
A, r ]
k el & ILI

Asi pues, en la tabla 12 y la tabla 13 se presentan las lesiones observadas al
grupo de ratas hembras en ambos turnos de administracion, pudiéndose observar

que dichas lesiones aparecen a dosis de 400 y 550 mg/Kg.




Tabla 12. Ratas hembras administradas en un horario matutino (9 a 11 horas).

Tratamiento

Observacion

Imagen

Dosis TBE (mg/Kg)
75
150 No se observd cambio
300 patoldgico aparente
350
Se observa una hiperplasia
compatible en los conductos
400 biliares acompafiada de una
550 discreta reaccion

inflamatoria constituida por
linfocitos

Tabla 13. Ratas hembras administradas en un horario vespertino (16 a 18 horas).

Tratamiento

Observacion

Imagen

Dosis TBE (mg/Kg)
75
150 No se observd cambio
300 patoldgico aparente
350
Se observa una hiperplasia
compatible en los conductos
400 biliares acompafiada de una
550 discreta reaccion

inflamatoria constituida por
linfocitos

Como se puede observar en la tabla 14 y en la tabla 15 donde se hace la




comparacion de las ratas machos con turnos de administracion matutino y

vespertino respectivamente, nos damos cuenta de que las dosis a las que presentan

lesiones son de 350, 400 y 550 mg/Kg para ambos turnos de administracion.

Tabla 14. Ratas machos administradas en un horario matutino (9 a 11 horas).

Tratamiento

Observacion

Imagen

Dosis TBE (mg/Kg)
75 .
No se observd cambio
150 ol6a .
atologico aparente
300 p g p
Se observa una hiperplasia
350 compatible en los conductos
biliares acompafiada de una
400 ] )
discreta reaccion
550

inflamatoria constituida por
linfocitos

Tabla 15. Ratas machos administradas en un horario vespertino (16 a 18 horas).

Tratamiento

Observacion

Imagen

Dosis TBE (mg/Kg)
75 ) ,
No se observd cambio
150 tologi t
atologico aparente
300 p g p
Se observa una hiperplasia
350 compatible en los conductos
biliares acompafiada de una
400 ) y
discreta reaccion
550

inflamatoria constituida por
linfocitos




Por su parte se observa en la tabla 16 donde se hace la comparacion entre el

grupo integro (sin tratamiento) y el grupo vehiculo (ETOH al 2%) de los ratones, que

corresponden tanto al género femenino como masculino en los horario matutino (9 a

11 horas) y vespertino (16 a 18 horas); tanto hembras como machos en ambos

horarios de administracion no presentan cambio patolégico aparente.

Tabla 16. Control integro y control vehiculo de ratones hembras y machos en turnos

de administracion matutino (9 a 11 horas) y vespertino (16 a 18 horas).

Tratamiento

Observacion

Imagen

Control integro

_ ) No se observé cambio
(Sin tratamiento) o

patolégico aparente
Control vehiculo No se observd cambio

(EtOH al 2%)

patolégico aparente

En la tabla 17 donde se presenta al grupo de ratones del género femenino

para un horario de administracion matutino (9 a 11 horas) se puede observar que

las lesiones se presentan a partir de una dosis de 600 y 800 mg/Kg; de igual manera

se observa en la tabla 18 que corresponde al grupo de ratones hembras para un

horario de administracion vespertino (16 a 18horas) que la dosis a la cual se

presentan las lesiones es también en 600 y 800 mg/Kg.




Tabla 17. Ratones hembras administradas en turno matutino (9 a 11 horas).

Tratamiento

Observacion

Imagen

Dosis TBE (mg/Kg)

35
70 . .
125 No ,se. observé cambio
— patologico aparente
400

Se observan multiples focos
600 inflamatorios constituidos
800 por linfocitos, neutrofilos y

macroéfagos

Tabla 18. Ratones hembras administradas en turno vespertino (16 a 18 horas).

Tratamiento Observacion Imagen
Dosis TBE (mg/Kg)
35
70 )
125 No ,se. observéG cambio
250 patoldgico aparente
400
Se observan multiples focos
600 inflamatorios constituidos
800 por linfocitos, neutrofilos y

macréfagos

En la tabla 19 y la tabla 20 se observan las lesiones presentes en los grupos

de ratones machos con

turnos de administracibn matutino y vespertino



respectivamente, dandonos cuenta de que las dosis a las que presentan lesiones

son de 400, 600 y 800 mg/Kg para ambos turnos de administracion.

Tabla 19. Ratones machos administrados en turno matutino (9 a 11 horas).

Tratamiento

Observacion

Imagen

Dosis TBE (mg/KQ)
35
70 No se observé cambio
125 patolégico aparente
250
400 Se observan multiples focos
inflamatorios constituidos
600 ) ) )
por linfocitos, neutrofilos y
800

macréfagos

Tabla 20. Ratones machos administrados en turno vespertino (16 a 18 horas).

Tratamiento Observacion Imagen
Dosis TBE (mg/Kg)
35
70 No se observd cambio
125 patolégico aparente
250
400 Se observan multiples focos
inflamatorios  constituidos
600 ) ) o
por linfocitos, neutrofilos y
800

macréfagos




CAPITULO VI

ANALISIS DE RESULTADOS

Se sabe que el 2,2,2-Tribromoetanol es un anestésico que actualmente se
esta empleando en gran medida en la investigacion biomédica debido a la baja
interaccion con los modelos de estudio en que es empleado, asi como a las minimas
lesiones que presenta su uso en estudios de administracion aguda, aunque cabe
mencionar que bien se sabe que es un producto hepatotdxico a dosis entre 225 y
450 mg/Kg (Thompson, 2002; Norris, 1983), lo cual se corrobord en este trabajo. Asi
pues nos dimos cuenta de que el producto basicamente causa dafio en el higado
(hepatotoxicidad), ya que al analizar los 6rganos de estudio: corazon, cerebro,
higado, bazo, tracto gastrointestinal, rifiones y pulmones; so6lo se observaron
lesiones en el higado constituidas basicamente por multiples focos inflamatorios

producidos por linfocitos, neutrdéfilos y macréfagos.

En general podemos observar que en ninguno de los casos estudiados hay
modificacion alguna con respecto al horario en el que se administr6 el farmaco, esto
se debe a que la toxicidad del compuesto causante de las lesiones en el higado no
depende en ninguno de ellos del ciclo circadiano que pudiese ser el que lo
modificase, otros autores indican que no ocurre cambio en la aparicion de lesiones
en diferentes horarios de administracion tras la aplicacién de medicamentos como la
ketamina (Rebuelta, 2002). Asi, tenemos que para el caso del grupo de ratas
hembras se tiene que en ambos turnos de administracion (tablas 12 y 13) las
lesiones aparecen a una dosis de 400 y 550 mg/Kg; por su parte para el grupo de
ratas machos igual administradas en los dos horarios (tablas 14 y 15) las lesiones se
presentan a las dosis de 350, 400 y 550 mg/Kg. A su vez, para el caso de los
ratones se observa un comportamiento similar, es decir, en ninguno de ellos se ve
afectado por el horario de administracion; para el grupo de ratones hembras
tenemos que la aparicion de lesiones es a dosis de 600 y 800 mg/Kg (tablas 17 y
18), mientras que para el grupo de ratones machos son en 400, 600 y 800 mg/Kg

(tablas 19 y 20) en ambos turnos de administracion.



Esto es debido a que el proceso mediante el cual es metabolizado no
depende de la hora del dia en que se administre; como se sabe la mayoria de los
farmacos son metabolizados o biotransformados generalmente por una serie de
reacciones catalogadas en dos fases; la Fase |, también conocida como de
funcionalizacion, y la Fase Il o denominada de conjugacién. Para el caso del 2,2,2—
Tribromoetanol tenemos que este compuesto es biotransformado para su
eliminacion en la Fase Il en su mayoria mediante la glucuronidacion; reaccién que
consiste en la adicion de un grupo glucoronil en un grupo hidroxilo, amino o
sulfhidrilo del compuesto (Figura 6) (Katzung, 2005; Goodman, 2001). Aunque el
compuesto también puede ser metabolizado por reacciones de Fase | mediante el
Citocromo P450, dando compuestos de mas facil eliminacion debido a su
simplicidad. Sin embargo, se observo que cuando se llevan a cabo las reacciones de
Fase | se obtienen compuestos de alto grado toxico e irritacién para el organismo
puesto que los productos obtenidos son el dibromoacetaldehido y el &cido
bromhidrico (Figura 7) (Lieggi, 2005; Norris, 1983).

Br
|
Br—-C-CH,-OH » HBr + Br-CH-CHO
| Citocromo P- 450 |
Br Br

Figura 7. Reaccion de degradacion del 2,2,2—Tribromoetanol (Norris, 1983).

Asi pues, se observa que en todos los casos se tiene que las hembras
presentan las lesiones a mayores dosis que los machos. Para el grupo de ratas del
género femenino a una dosis de 400 mg/Kg (tablas 12 y 13); y masculino en 350
mg/Kg (tablas 14 y 15). Para el grupo de ratones tenemos que para hembras es de
600 mg/Kg (tablas 17 y 18); y para machos en 400 mg/Kg (tablas 19 y 20) y esto es
porque las hembras poseen cierta proteccion dada por la presencia de estrdgenos
gue como se ha reportado éstos juegan un papel importante en lo que se refiere a la

desactivacion del reticulo endoplasmico y por consiguiente la inactivacion del



Citocromo P450 que ocasiona la producciéon de los compuestos de degradaciéon del
2,2,2-Tribromoetanol y por lo mismo una mayor resistencia a los dafios ocasionados
por éste (Norris, 1983).

Por otra parte, se sabe que la variacion en la biotransformacion de los
farmacos de acuerdo a las especies esta relacionada en la variabilidad biolégica de
las mismas, asi como en las rutas metabodlicas que puede seguir a través de los
organismos correspondientes a ciertas especies, o bien, conforme a las reacciones
gue pueden presentar algunas; por ejemplo se ha notado que los ratones poseen un
metabolismo mas acelerado que el caso de las ratas, lo cual ocasiona que la
dosificacion de los farmacos para esta especie sea mayor que para las ratas

(Levine, 2005) como se pudo observar en este trabajo.



CAPITULO VIII

CONCLUSIONES

>
>

El TBE es un anestésico hepatotdoxico en administraciones agudas.

Las dosis a las cuales se observan dafios hepaticos dependen del género al que
se administren; para el caso de las ratas hembras es de 400 y 550 mg/Kg,
mientras que para los machos es de 350, 400 y 550 mg/Kg.

En el caso de los ratones también depende del género ya que para los machos
las dosis en las que se presentan los efectos hepatotéxicos son de 400, 600 y
800 mg/Kg, mientras que para las hembras son en 600 y 800 mg/Kg.

La hepatoxicidad del compuesto no depende en ninguno de los casos del horario

al que se administre, ni para ratas ni ratones.



ANEXOS
A. Preparacion de la solucién de formaldehido al 4%

1.

2.

En un matraz volumétrico de 1000 mL colocar 40 mL de formol utilizando dos
alicuotas de 20 mL.

Aforar con agua destilada.

B. Preparacion de la solucién de TBE al 2% (Nufiez, 2008).

1.
2.

3.
4.

Pesar 2g de 2,2,2—Tribromoetanol y disolver en 2 mL de etanol.

Adicionar a un matraz volumétrico de 100 mL cubierto con papel aluminio
para evitar la degradacion y aforar con solucién salina isot6nica al 0.9%
Transvasar a un envase de plastico y cubrir con papel aluminio.

Almacenar en refrigeracion a 4 °C hasta el momento de su utilizacion.

C. Dislocacion cervical.

1.
2.

Colocar al animal en una superficie plana.

Tomar la porcién del cuello del animal justo atrds de la cabeza con los dedos
pulgar e indice, de tal manera que su cabeza quede apoyada en la superficie.
Con la otra mano tomar de la base de la cola y jalar firmemente hasta

escuchar el desprendimiento de las vértebras.

. Se confirmara colocando el dedo indice entre la cabeza y el cuerpo, sintiendo

el espacio entre ambos.



GLOSARIO

Anastomosarse. Unirse formando anstomosis

Anastomosis. Union de los elementos anatomicos con otros de la misma planta o
del mismo animal.

Autolisis. Rotura total o parcial de una célula por enzimas que ella misma ha
producido.

Biodisponibilidad. Término farmacéutico que alude a la porcion de la dosis, de un
farmaco o nutriente administrado de manera exogena, que llega hasta el 6érgano o
tejido en el que lleva a cabo su accion.

Biotransformacion. Es el conjunto de caminos metabdlicos por medio de los cuales
los tejidos incrementan la polaridad de un farmaco.

Cepa. En microbiologia y genética, una cepa es una variante genotipica de una
especie 0, incluso, de un taxén inferior, usualmente propagada clonalmente, debido
al interés en la conservacion de sus cualidades definitorias.

Citocromo P450. Abreviado CYP y P450 es una enorme y diversa superfamilia de
hemoproteinas encontradas en bacterias y eucariontes. Las proteinas del citocromo
P450 usan un amplio rango de compuestos exdgenos y enddégenos como sustratos
de sus reacciones enzimaticas. Por lo general, forman parte de cadenas de
transferencia de electrones con multicomponentes denominas sistemas
contenedoras de P450. La reaccion mas comun catalizada por el citocromo P450 es
una reaccion mono-oxigenasa, es decir, la insercion de un &tomo de oxigeno
molecular en un sustrato organico a la vez que el otro atomo de oxigeno es reducido
a agua.

Difusion transplacentaria. Paso de los medicamentos a través de la placenta.
Eclampsia. Aparicion de episodios convulsivos generalizados durante el embarazo,
parto y puerperio sin que haya epilepsia, hemorragia cerebral, etc. ; es una fase
posterior a la preeclampsia.

Endotelio. Tejido formado por células aplanadas dispuestas en una sola capa.
Reviste interiormente las paredes de algunas cavidades como la pleura y los vasos
sanguineos.

Estroma. Trama o armazén de un tejido, que sirve para sostener entre sus mallas
los elementos celulares.

Farmacocinética. Estudio de la absorcion, distribucion, transformacion y eliminacion

de un medicamento en un organismo.



Farmacodinamia. Estudio de los mecanismos de accion de un medicamento en el
interior de un organismo.

Fibrosis. Desarrollo en un 6rgano de un exceso de tejido fibroso.

Hiperplasia. Excesiva multiplicacion de células normales en un érgano o0 en un
tejido.

Hipocondrio. Cada una de las dos partes laterales de la region epigastrica, situada
debajo de las costillas falsas.

Histopatologia. Estudio de los tejidos animales o vegetales enfermos.

Linfocito. Célula linfatica, variedad de leucocito, originada en el tejido linfoide o la
médula 6sea y formada por un nucleo unico, grande, rodeado de escaso citoplasma.
Interviene muy activamente en la reaccion inmunitaria.

Macrofago. Fagocito perteneciente al sistema reticuloendotelial caracterizado por su
gran tamaino.

Mesotelio. Variedad de endotelio que recubre las cavidades serosas.

Mordente. Es toda sustancia quimica que fija el colorante de tal modo que el
material tefiido lo retiene.

Neutroéfilo. Granulocito con funcién fagocitaria propio de la sangre.

Parénquima. Elemento esencial especifico o funcional de un 6rgano, generalmente
glandular, en distincion de la estroma o tejido intersticial.

Preeclampsia. Complicacion del embarazo caracterizada por hipertension,
proteinuria y, a veces, edema; suele ocurrir después de la 202 semana.

Serosa. Es una membrana suave y lisa compuesta por una fina capa de células que
excretan el fluido seroso. Las serosas perfilan y contienen numerosas cavidades
dentro de las cuales el fluido reduce la friccién del moviendo muscular.

Taxon. Es un grupo de organismos emparentados, que en una clasificacion dada
han sido agrupados, asignandole al grupo un nombre en latin, una descripcién,y un
“tipo” .

Tejido conectivo. También llamado tejido conjuntivo, es un conjunto heterogéneo
de tejidos organicos que comparten un origen comun. Concurren en la funcion
primordial de sostén e integracion sistémica del organismo.

Tejido intersticial. Conjunto de tejido heterogéneo que se encuentra ubicado en el
intersticio o espacio entre las células.

Xenobidtico. Compuesto quimico que es ajeno a un organismo Vivo.
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