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INTRODUCCION

Antecedentes.

l.I La esterilizacién y la desinfeccion

La esterilizacién es la accion por medio de la cual se logra la completa eliminacion
de microorganismos inclusive las esporas (Borja, 2002). Por lo que un esterilizante
ideal es aquél que logra eliminar: bacterias, esporas, tubérculos, hongos y virus
en corto lapso de tiempo sin presentar riesgos al medio ambiente o a la salud
humana (Esteripharma).

Por otro lado, la desinfeccién es un proceso fisicoquimico por el cual se logra
eliminar microorganismos de formas vegetativas en objetos o tejidos, sin que se
asegure la eliminacién de esporas bacterianas (Borja, 2002).

“Los desinfectantes tienen una funcién importante en la prevencion de infecciones
nosocomiales” (Turner, 1994) y no nosocomiales. Para lograr una desinfeccion y/o
esterilizacion es necesario utilizar agentes desinfectantes.

Dependiendo de la capacidad del agente para eliminar microorganismos, se
pueden definir tres niveles de desinfeccion: alto, intermedio y bajo (Borja, 2002).

Desinfeccion de nivel alto (DNA): proceso en el cual se eliminan casi todos los
microorganismos, excepto gran cantidad de esporas, M. tuberculosis y algunos
virus como los virus lipofilicos e hidrofilicos. Se utilizan sobre aquellos materiales
en contacto con mucosas integras, como el material quirdrgico. Algunos de estos
agentes son: glutaraldehido, acido peracético y orto-ftalaldehido.

Desinfeccion de nivel intermedio (DNI): proceso en el cual se eliminan las formas
vegetativas de bacterias, incluyendo M. tuberculosis, hongos y virus, pero no
siempre se eliminan las esporas bacterianas. Se les dice tuberculicidas. Algunos
de estos agentes son: compuestos clorados (hipoclorito de sodio), compuestos
iodados y compuestos fendlicos, alcoholes y clorhexidina.

Desinfeccion de nivel bajo (DNB): proceso en el cual se elimina la mayoria de las
bacterias, algunos virus y algunos hongos, pero no siempre microorganismos
resistentes como el bacilo de la tuberculosis o esporas bacterianas. Algunos de
estos agentes son: amonio y compuestos mercuriales (Esteripharma 17/09/2013).

l.Il Soluciones de superoxidacién



Las soluciones de superoxidacion (SSO), consideradas agentes quimicos de DAN
y DNI, son conocidas por su eficiencia en la desinfeccidn, esterilizacion de
productos y por ser auxiliares en el tratamiento de infecciones en tejidos (Durén,
2010). Las SSO por principio son soluciones fuertemente &cidas, incoloras y con
un alto potencial de o6xido-reduccion. La solucién es preparada principalmente
utilizando agua y sal en un electrolizador que tiene una membrana de intercambio
i6nico (Fig. 1) (Tanaka, 1996).

Cabe recordar que el potencial de 6xido-reduccion es un gran parametro para la
restriccion de organismos como lo son las bacterias, ya que bajo potenciales de
oxido-reduccion positivos encontramos Unicamente organismos cuya respiracion
es aerobia, otro pardmetro que se modifica es el metabolismo de todos los
organismos debido a que el potencial redox determina la valencia mediante la cual
trabajaran ciertos elementos en el organismo y esto puede afectar su solubilidad,
restriccion, inmovilizacién y disponibilidad (Lynch y Poole, 1979)

NaCl

l

Agua ——p Electrolizador — T Electrolisis ~ ———p» Solucién superoxidada

Nacl ! | . , .
f Reacciones en el anodo:

o]
9
c
' ¢ cl
: 2 2 (g)
‘ g E 0 | 12CIF < 2e + Cl; (o,
\ E 3 s\
3 f
? o 2| I (ae) + HO <= HOCI + CI- + H*
0 o o1
[ ﬂgua 3 8 E 2| Agua ﬁ
[ \a\ca\ina /I g superoxidada J
1 ~ || 2 ~ P H* + OCF
'r < lones positivos l
{
! —
H,0 »

Figura 1. Esquema que representa el proceso de produccion de una soluciéon de
superoxidacién (SSO) y representacion de las reacciones que ocurren en el anodo, la
formacion de &acido hipocloroso y ion hipoclorito a partir del cloro acuoso. Tomado de
Tanaka, 1996.

El potencial de éxido-reduccién para estas SSO van de 1000 a 1100 mV, sin
embargo como lo menciona Sampson (2002), no todas las SSO son iguales, a
pesar de realizarse bajo el mismo principio que es la electrdlisis de una solucion



salina y de que las especies quimicas activas son las mismas: acido hipocloroso
(HOCI) e hipoclorito (OCI") y éstas a su vez aportan una cantidad disponible de
cloro libre (Tanaka 1996, Selkon 1999). Las concentraciones activas de las
diferentes SSO pueden variar de acuerdo con la concentracion inicial de NaCl que
se agregue y el voltaje que se genere en el electrolizador. Las concentraciones
activas de las diferentes SSO reportadas varian entre 7 ppm, 30 ppm, 70 ppm y
180 ppm. De igual forma se modifica el pH que tiene gran influencia en la
capacidad desinfectante, ya que un medio muy acido o muy basico es un medio
adverso para los diferentes microorganismos (Canepa de Vargas, 2004); los
valores reportados de SSO se encuentran entre pH=2.3-2.7, pH=5.6-6.5 y pH=9-
10 (Sampson, 2002).

Junto con el potencial 6xido-reduccion, el cloro libre y el pH determinan la
actividad germicida, la vida util de la solucién, asi como el potencial corrosivo de
cada SSO (Landa-Solis, 2005).

Para mantener la actividad microbicida en areas hospitalarias, la compatibilidad
con los tejidos, asi como la vida util, y que fuera menor la corrosion en metales
principalmente material quirdrgico, se intentaron desarrollar SSO de pH’s neutros
(Horiba, 1999, Nagamatsu, 2002), y hoy en dia existen diferentes marcas que
manejan SSO de pHs neutros: Dermacyn, Mycrocyn, Qx, Varul, Esterilife,
Estericide, EstericideQx, etc.

[.Ill Solucién Electrolizada de Selectividad I6nica

En la evolucion de las SSO se denominaron SESI (Solucion Electrolizada de
Selectividad l6nica) a todas aquellas SSO que mantenian un pH neutro y una
composicion mas estable, técnicamente hablando no se considera que una SESI y
una SSO sean lo mismo, dado su forma de produccion asi como las
caracteristicas que tiene cada una.

La producciéon de SESI, aunque es un proceso similar, requiere de agua tratada
con caracteristicas fisicoquimicas muy especificas y una solucién saturada de
cloruro de sodio (NaCl) grado reactivo. Al realizar la electrdlisis, los iones
generados son posteriormente ordenados por medio de un proceso de electro-
didlisis bipolar, y se seleccionan a través de un proceso de electro-dialisis
inducido, asi se consiguen iones controlados y estables. Posteriormente se realiza
una concentracion controlada de volumenes obteniendo la neutralidad del pH. Al
final resulta una solucion con un pH neutro de 6.4 a 7.5 con un Potencial de éxido-
reduccion de +800 a +900mV y una estabilidad mayor ante condiciones
ambientales (Duran, 2010).

Dado que en el presente trabajo se evaluara la SESI EstericideQx de la
farmacéutica Esteripharma es necesario conocer las propiedades de esta solucion
(Tabla 1.)



Tabla 1. Conjunto de propiedades de las Soluciones electrolizadas de selectividad iénica
(SESI), anexando valores de i6n hipoclorito y &cido hipocloroso especificamente de
Estericide Qx medidos en el laboratorio. Tomado y modificado de Garcia, 2011

Caracteristicas Solucién electrolizada con pH neutro

Algunas caracteristicas fisicoquimicas  pH: 6.4-7.3
Solidos Totales Disueltos: <180 ppm
(principalmente NacCl)
HOCI: 0.62 mM
OCI:0.374 mM
Cloro activo: 40 ppm
Vehiculo: H,O (100 mL)

Toxicidad No téxica como irrigante en boca

Uso en tejidos vivos Aplica

Irritabilidad tisular como irrigante Produce menor guimio-atraccion
leucocitaria en tejido peritoneal

Efecto esterilizante Si

Efecto antiséptico Si

Efecto hemostéatico en hemostasia Si

Efecto analgésico Si, equiparable al ketorolaco en prueba de
formalina

Efecto antiinflamatorio Si, modula liberacibn de citocinas
proinflamatorias

Curacion de heridas Si, aumenta la velocidad regenerativa

Quimioatractor de fibroblastos

l.IV Usos y aplicaciones

Las SSO y las SESI se han utilizado para desinfeccion debido a su amplio
espectro antimicrobiano y han mostrado una actividad microbicida contra:
Pseudomonasaeruginosa, Escherichiacoli, Enterococcushirae,
Acinetobacterbaumanni, Acinetobactersp, Bacteroidesfragilis,
Enterobacteraerogenes,  Enterococcusfaecalis, = Enterococcusresistentes a
vancomicina, Haemophilusinfluenzae, Klebsiellaoxytoca, Klebsiellapneumoniae,
Micrococcusluteus, Proteusmirabilis, Serratiamarcescens, Staphylococcusaureus,
Staphylococcusepidermidis, Staphylococcushaemolyticus,
Streptococcuspyogenes, Salmonella typhi, Salmonella enteritidis, Listeria
monocytogenes, Mycobacterium avium intracellulare, Mycobacteriumchelonae,
Mycobacterium  tuberculosis  yCandidaalbicans. Destruye bacterias de
Baccillusatrophaeus, Bacilluscereusy Bacillussubtillis al igual que virus de hepatitis
B, poliovirus, norovirus, VIH, adenovirus y virus de influenza tipo A (Duran, 2010;
Cabello, 2009). El espectro de tiempo de desinfeccion varia de acuerdo con el
nivel de desinfeccion que se desea tener, puede ir de 30 segundos en el que se
eliminan una gran cantidad de bacterias, hongos y virus, a 15 minutos en que se
asegura una eliminacion de esporas (Esteripharma2013).



Las SSO y las SESI se utilizan para desinfeccién de superficies lisas y para el
tratamiento de tejidos, principalmente como soluciones bucales y en pie diabético,
ya que se ha demostrado que estas soluciones tienen un efecto benéfico en la
cicatrizacion mayor que la solucion fisiologica y no se tienen los efectos adversos
del etanol, la clorhexidina y la iodopovidona (Rebollar, 2010). EstericideQx es
aplicado en una gran variedad de zonas para desinfeccidén pero principalmente su
aplicacion es en clinicas y en hospitales para desinfeccion de quiréfanos vy
esterilizacion de instrumental quirdrgico al realizar estas desinfecciones se debe
aplicar sin diluir, en frio y antes de su aplicacion se deben eliminar los residuos de
polvo y tierra ya que puede interactuar con ellos, el producto se debe proteger de
la luz solar (Esteripharma 2013).

l.V Efectos bioldgicos diversos

El cloro se ha utilizado como desinfectante desde hace mas de doscientos afios,
su uso y aplicacion han evolucionado a través del tiempo como germicida de alto
nivel, dado sus niveles de hipoclorito y de acido hipocloroso (Garcia, 2011;
Stanley, 2010). Acerca de los efectos biologicos que el ion hipoclorito y el acido
hipocloroso pueden tener, ya sea para el humano u otros organismos, existen
algunos reportes epidemiologicos sobre riesgo de cancer asociado con agua
clorada -que contiene estos compuestos-, y su actividad genotdxica y
carcinogénica se atribuyen directamente al OCI" mientras que la actividad
citotoxica es atribuida al HOCI (Shiho, 2001; Zavodnik, 2004).

Las soluciones con un pH sumamente acido o alcalino son corrosivas y su
estabilidad es muy corta. A través de desarrollo y las investigaciones enfocado en
estas soluciones se han producido las soluciones electrolizadas por selectividad
ibnica de pH neutro, que han mejorado su estabilidad idnica y actualmente se
utilizan en tejidos, para su profilaxis (Flores, 2009).

No obstante y a pesar de tener un pH neutro, contienen acido hipocloroso y
también ion hipoclorito, lo cual les confiere un potencial de toxicidad —que depende
de la concentracion de las dosis y el tiempo de administracion- para los pacientes
al ser usados como desinfectantes y antisépticos. No obstante, aln es necesario
estudiar ciertos factores de estas soluciones: como lo son la resistencia
bacteriana, fungica y protista de cada especie 0 un ambiente con mucha materia
organica en donde su efecto pudiera ser inactivado o lo contrario, que se pudieran
generar trihalometanos (THMs) u otros compuestos toxicos, los cuales se ha
demostrado son dafinos para el ambiente acuatico y estan clasificados en el
grupo 2B de la IARC, probables cancerigenos para el humano (Rebollar, 2010;
Buschini, 2004; Emmanuel, 2004, IARC, 2014). Se ha realizado un estudio
toxicolégico in vitroen el que se demuestra que estas soluciones no interfieren en
el proceso de cicatrizacion al igual que no inducen citotoxicidad en fibroblastos in
vitro. Se tiene un Unico registro de genotoxicidad al realizar un ensayo de
micronucleos en ratones de acuerdo a la OECD en el que se evalud la SES



denominada Mycrocyn (nombre comercial) y no se observd un efecto genotoxico
(Gutiérrez, 2006)

Se ha reportado su uso como analgésico en el tratamiento de osteonecrosis
mandibular secundaria que junto a una pasta dental que contenga clorhidrato de
bencidamina puede llegar a disminuir hasta en 100% el dolor en algunos pacientes
(Ibieta, 2008). En el tratamiento de la enfermedad periodontal se ha utilizado
como desinfectante (Flores, 2009) e igualmente se ha aplicado a personas con
Ulceras provocadas por pie diabético y se comprobaron mejoras en la cicatrizacion
de las lesiones (Dalla, 2006) y en la reduccién de infecciones bacterianas en
heridas por quemaduras (Miranda, 2006) (Tabla 2).

Tabla 2. Estudios realizados sobre SSOs y SESIs sobre algunos organismos asi como su
pH. Elaboracién propia.

Autor SSO o SESI Estudio pH de la Efecto
solucién
Morita et al. No comercial Potencial de desinfeccion ante virus de la 2.34 +)
hepatitis B (HBV) y virus de
inmunodeficiencia humana (HIV)
Cabello et al. Proporcionada Potencial de desinfeccién sobre el virus de 7.45 +)
por influenza A
Esteripharma
Tanaka et al. No comercial Actividad antimicrobial contra Staphylococcus 2.3-2.7 +)
aureus, Staphylococcus epidermidis, Serrata
marcescens, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Burkholderia cepacia.
Paz Garcia et No especifica  Sustitucién de solucién fisioldgica con efecto  6.4-7.3 (+)
al. antiséptico, analgésico, hemostatico vy
regenerador tisular
Landa-Solis Microcyn Actividad antimicrobial contra Staphylococcus 6.2-7.8 (+)
et al. aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi y Candida
albicans.
Kiura et al. No comercial Actividad bactericida contra Mycobacteriumy 2.16-2.32  (+)
esporas de Bacilus subtilis con diferentes y  6.78-
concentraciones de NaCl al momento de 6.83
preparar la solucion
Middleton et Sterilox Eficacia bactericida de Sterilox contra No (+)
al. Mycibacterium tuberculosis y Mycobacterium especifica
avium-intracellulare en comparacion con
glutaraldehido
Nakagawara No comercial Evaluar la actividad bactericida de una agua 2.7-9.0 (+)
et al. electrolizada en rangos de pH de 2 - 9 contra

Escherichia coli
PC1219

K12 vy Bacillus subtilis

El efecto (+) es de acuerdo al estudio realizado. Como se puede ver todos los resultados en
este tipo de soluciones son positivos en cuanto a potencial desinfectante se refiere.

No se tienen reportes acerca de los efectos ambientales que pudieran tener estas
soluciones. Sin embargo, se conocen algunos efectos que pueden presentar los
compuestos activos de estas soluciones como el acido hipocloroso (HOCI) y el ion
hipoclorito (OCI).



Retomando un punto anterior estos compuestos pueden halogenar elementos
celulares al unirse a materia organica y hacer factible la formacién de
trialometanos y cloraminas (Dychdala, 1977) Con el HOCI se sabe que las
reacciones mas favorecidas son con las aminas para formar monocloroaminas y
dicloroaminas (Pullar, 2000) y en estudios in-vivo en rata el hipoclorito de sodio
puede ser metabolizado a trialometanos o compuestos organoclorados al unirse a
otras biomoléculas como son: &cido tricloroetanoico, acido dicloroetanoico,
cloroformo y dicloroacetonitrilo (Mink, 1983) compuestos que son metabilizados
principalmente por los citocromos CYP450 principalmente la isoférma CYP2Elen
el higado. Aunque otra posible consecuencia de la formacion de cloraminas es la
generacion de radicales libres que pudieran unirse a proteinas y desfragmentarlas
o provocar peroxidacién lipidica en lipoproteinas de baja densidad (Hawkins, 1999;
Hazell,1994)

Pero estas no son las Unicas reacciones que se pueden formar con estos
compuestos de hecho, la forma méas comdn de reaccionar del HOCI al ser un
agente oxidante es con grupos tiol y tioeteres tales como la cisteina y la metionina
(Winterbourn, 1985) Por lo que el GSH, la tiorredoxina y otras proteinas con
grupos tiol son afectadas principalmente por el HOCI (Pullar, 1999; Vissers, 1995)

En un estudio realizado por Aruoma y Halliwell en 1987, se demostro in-vitro que
el HOCI que producen los neutrofilos por accion de la mieloperoxidasa afecta a la
catalasa asi como a la glutation peroxidasa, inactivandolas rapidamente, mientras
gue el efecto sobre la superéxido dismutasa es mas lento, aunque también
disminuye su actividad. La conclusi6 fue que el acido hipocloroso pudiese
contribuir al dafio tisular a consecuencia de heridas. Pero no se sabe si esto
ocurre de manera in-vivo y si afecta a otras enzimas como la glutation reductasa.

Se describi6 el efecto que tiene el acido hipocloroso (HOCI) a diferentes
concentraciones en cultivos de células endoteliales de cordon umbilical,
concentraciones entre 20-40 nmol de HOCI por 1.2x10° células provocaban
apoptosis caracterizada por cambios en la morfologia nuclear, fragmentacion del
ADN vy actividad de las caspasas, concentraciones superiores a 50 nmol de HOCI
por 1.2x10° células provocaban un efecto necrético (Vissers, 1999)

El OCI" se encuentra asociado a dafio oxidante del ADN, en el que se observa una
oxidacion en los productos pirimidinicos pero no en los puricos, y se considera que
este ion influye de manera importante en la carcinogénesis (Shiho, 2002), ya que
al ser un oxidante muy fuerte puede reaccionar con grupos amino (NHy) y grupos
sulfhidrilo (SH), se considera que puede inducir principalmente a la peroxidacion
lipidica de lipoproteinas (Oleg, 1994) (Tabla 3).



Tabla 3. Estudios toxicol6gicos realizados sobre ion hipoclorito y é&cido hipocloroso.

Elaboracion propia.

Autor Muestra Sustanci | Estudio Resultad
a a 0
evaluar

Genotoxicida
d

Siuleyman et | Linfocitos de sangre | NaOCI Micronucleos y | (+4)

al. (2009) periferica de humanos | (OCI) aberraciones

cromosomicas

Zavodnik et | Células B14 de | HOCI Viabilidad celular y | (+%)

al. (2003) hamster chino Ensayo cometa

Gungor et al. | Células epiteliales de | HOCI Rompimiento de | (+4)

(2010) pulmén A549 cadena sencilla de

ADN por ensayo
cometa, aductos de 8-
oxo-7,8-dihidro-2'-
desoxiguanosina

Monarca et | Células de raiz de | NaOCI Aberraciones (+,+,-)

al.(2005) Allium cepa, células | (OCI) cromosomicas en

de raiz de Vicia faba, anafase (Allium cepa),

células de polen de induccion de

Tradescantia. micronucleos (Vicia
faba y Tradescantia)

Maffei et al. | Leucocitos de sangre | NaOCI Ensayo cometa y | (+,-)

(2005) humana (ocCI) prueba de

micronicleos

Guzzella et | S. typhimurium cepas | NaOCI SOS Chromotest, | (+,+,+,-)

al. (2004) TA98 y TA100, | (OCI) Microtox - Mutatox y

Escherichia coli, Vibrio conversion génica,
fischeri, mutaciéon  puntual y
Saccharomicecerevisi mutabilidad de ADN
ae cepa D7. mitocondrial,  Ensayo
de mutagenesis en
Salmonella

Hasegawa et | Ratas F344 NaOCI Diferencias en | (---)

al. (1985) (ocnh) ganancia peso,

examinacion
hematolégica y
bioquimica,
examinacion tumoral.

Hagiwara et | Células de embrion de | NaOCI Aberraciones %)

al. (2006) hamster Sirio (Células | (OCI) cromosoémicas,

SHE) %poliploidia y
endorreduplicacion
Toxicidad

Ju-Xiang et | Nucleos aislados de | HOCI Exposicion de nacleos | (+)

al. (2004) hepatocitos de rata hepéticos a HOCI con y
sin taurina. Registro de
actividad de NTPasa
con ATP y GTP como
sustrato

E. Scully Jr. | Fluido estomacal de | OCI Determinacion de N-| (+)

et al. (1986) rata cloraminas  orgénicas

por medio de acido
sulfénico dansilo vy
separado por HPLC

Cotter et al. | Andlisis in vitro de | NaOCI Efectividad de | (+,+,+)

(1985) agar, piel cadavérica, | (OCI) eliminacion de

y heridas inducidas en Staphylococcus aureus




Autor Muestra Sustanci | Estudio Resultad

a a o
evaluar
conejillo de indias in vitro,
descontaminacion  de
S.aureus,
Pseudomonas

aeruginosa o Candida
albicans en cadaveres
colonizados y viabilidad
de células basales en
piel de conegjillo de

Indias.
Murakami et | Tejidos gastricos de | HOCI Relacion entre el acido | (+,+)
al. (1995) rata in vitro hipocloroso, el amonio

y la monocloramina
Miyamoto et | Estudio in-vitro y | HOCI Identificacion de 2,2'- | (-,+)
al. (1997) microsomas de rata dihidroxiazobenzeno u

otros metabolitos

reactivos en presencia
de diclofenaco y HOCI
por medio HPLC vy

espectrometria de
masas
Krasowska et | Cortes histoldgicos de | HOCI Incorporacion de | (+4)
al. (2004) cerebro de rata en un leucina en el total de
modelo in-vitro proteinas  analizadas,

sintesis de lipidos en
presencia y ausencia

de mielina
Stanley et al. | Estudio in-vitro HOCI y | Determinacion por la | (++)
(2010) N- reaccién con acido 5-
cloramina | tio-2-nitrobenzoico
S (TNB)

El efecto (+) es de acuerdo al estudio realizado. Se hace evidente que estos compuestos
tienen un efecto toxico bajo ciertas condiciones.

Se hace evidente en las recopilaciones y ejemplos anteriores que la mayoria de
los estudios Unicamente si han realizado de manera in-vitro y se tiene muy poca
informacion bajo estudios in-vivo. Los cuales requieren de mayor cuidado al
llevarse a cabo ya que la cantidad de factores que pudiesen alterar los resultados
son demasiados y estan determinados por muchas variables. Y se tienen factores
de proteccion adicional debido a la nutricion de los organismos como lo es la
albumina (Stenvinkel, 2002)

Otro factor que se debe tomar en cuenta en la realizacion de estudios in-vivo es el
sexo ya que se tiene nocion de que existen diferencias entre sexos pero debido a
gue la gran mayoria de los protocolos no permiten el uso de muchos animales y se
restringe a los controles positivos en pocos estudios se reflejan esas diferencias.
De hecho se sabe que las hormonas sexuales femeninas tienen una funcién
importante en la funcion del sistema inmune por lo que otorga mayor resistencia
ante enfermedades de cualquier indole a las hembras (Diodato, 2001).

Justificacion del trabajo.



Se deben realizar una mayor cantidad de estudios con las SSO y particularmente
con las SESI que se estan utilizando en el ambito médico de manera mas
recurrente, ya sea como enjuague bucal, como tratamiento en heridas o incluso en
lavados estomacales tras una sepsis, se deben conocer las restricciones que
pudiesen tener las SESI, y en particular Estericide Qx. El cual se comercializa en
México.

Como lo menciona Sampson (2002), “No todas las aguas super oxidadas son
iguales”, varian las cantidades de HOCI y de OCI" al igual que la cantidad de cloro
libre disponible, ademas de la variacién en el pH.

Al Incluir la complejidad de un modelo in vivo y el tener las variables de los sexos,
se puede tener una mejor visualizacion del efecto que Estericide Qx pudiese
provocar en las condiciones que recetan los especialistas del ambito médico. Y Al
realizar el estudio durante 30 dias se puede determinar si una exposicion
prologada provoca alguna respuesta en el organismo.

Il. HIPOTESIS

e Estericide Qx contiene en su mayoria HOCI el cual es capaz de ionizarse a
pH=6 en OCI y produce dafio oxidante in vitro, por lo que se espera un dafio
oxidante que podria provocar efectos en diferentes pruebasin vivoen el modelo
murino de rata Wistar.

e EI HCIO disminuye la actividad de varias enzimas antioxidantes in vitro;
esperamos una respuesta menos notoria in-vivo.

¢ Ensayos con HCIO in vitro producen citotoxicidad, por lo tanto in vivo podria
haber un efecto citotoxico leve.

e Elion hipoclorito CIO™ al estar presente en menor cantidad no tendria efecto en
la evaluacion del producto. El efecto seria amortiguado por el sistema.

II. OBJETIVOS

General

» Determinar si Estericide Qx altera parametros de; estrés oxidante, relacion
GSH/GSSG, peroxidacion lipidica (TBARS); asi como algunas de las
principales enzimas del metabolismo (P450 totales, especificamente
CYP2EL1 y glutatién S-tranferasas totales); si afecta enzimas antioxidantes
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(CAT, Gpx, Gred, SOD);y si genera dafio genotoxico (micronucleos de
médula ésea) o citotoxico (%PCE) en rata.

Particulares

» Evaluar cambios en los pesos y alimentacion de las ratas al utilizar
Estericide Qx.

» Determinar el estrés oxidante provocado por Estericide Qx en rata (razén
GSH/GSSG y peroxidacion lipidica).

* Identificar alteraciones al metabolismo (concentraciones de P450 totales 'y
CYP2EL1) producidas por la ingestion de Estericide Qx en rata.

» Evaluar el dafio genotoéxico y citotoxico de eritrocitos (PCE y NCE) en
meédula 6sea al utilizar Estericide Qx en rata.

V. MATERIAL Y METODOS

V.l Animales

Se utilizaron ratas Wistar de 4 semanas de edad del bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM. En la quinta semana se aplicd el
tratamiento. Las ratas se mantuvieron bajo las siguientes condiciones en el
bioterio: 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, temperatura de 20°C + 2°C.
Hidratacion y alimentacion at libitum, el alimento y el agua eran aquellos utilizados
en el bioterio del instituto de investigaciones biomédicas, y que cumplia con la
norma NOM-062-Z0O0-1999 de “Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio”.

Las ratas fueron marcadas por una muesca en la oreja de acuerdo a la figura 2
para su identificacion.

@) (@&~ .\] LR
\. o e o e S @ X @
1 2 3 4 5
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Figura 2. Respresentacion del muesqueo de ratas para su identificacion.

IV.ll Reactivos

EstericideQx (Esteripharma), solucion Salina 0.9% (Baxter international Inc.),
ciclofosfamida (Sigma-aldrich), Etanol (alcohol etilico-C;HsOH-, 99.5%, Reasol
MR), benceno (Fluka), tetracloruro de carbono (Sigma-aldrich)

IV.IIl Metodologia

Se utilizaron 5 ratas macho y 5 hembra por tratamiento y controles negativos y 3
ratas macho para controles positivos, Unicamente machos de acuerdo a los
protocolos de la organizacion para la cooperacion y el desarrollo econémicos por
sus siglas en inglés OECD, en la que se deben utilizar la menor cantidad de
controles positivos y Unicamente machos, debido a la variabilidad que pudieran
presentar las hembras y considerando que el control positivo Unicamente es un
punto de referencia ya preestablecido que asegura la calidad de la
experimentacion. El tratamiento se dio durante 28 dias diariamente, por lo que la
exposicion fue subcrénica para tratar de observar un efecto a largo plazo ya que
las concentraciones de compuestos activos de Estericide Qx son minimas. Las
ratas fueron tratadas bajo 4 diferentes concentraciones de Estericide Qx por via
oral con una sonda: 2.0 mL de solucion de Estericide Qx/100 g de peso corporal
(p.c.); las soluciones estaban al 100%, 50%, 25% y 5%. Las diluciones fueron
realizadas con solucion salina al 0.9%. Los controles negativos fueron tratados
Unicamente con el mismo volumen de solucion salina al 0.9%. Los controles
positivos fueron tratados con benceno (CgHs), tetracloruro de carbono (CCly) y
oxido de trans-estilbeno (tSO) por via intraperitoneal de acuerdo a las
especificaciones dictaminadas por la OECD. Se dictaminé utilizar estos controles
positivos debido a que su potencial y respuesta ya ha sido evaluada con
anterioridad en el laboratorio y muestra una constancia en los resultados.

Para CCl4, CeHe y tSOel tratamiento fue durante 3 dias (exposicion aguda) ya que
el protocolo de la OECD unicamente manejaba estos compuestos bajo estas
condiciones debido a que los animales no soportarian una exposicion subcrénica
de los controles positivos y la via de exposicion oral mediante sonda aun no ha
sido evaluada como un control positivo. Se dieron las dosis maximas de acuerdo
con la OECD para controles positivos que es de 2.0 mg/Kg de p.c. y 2.0 mL/Kg de
p.c (OECD 1995).
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Las ratas fueron sacrificadas por dislocamiento cervical, se fijaron en la zona de
operacion y se extrajo unicamente el higado evitando el maltrato del mismo.
El higado se dividi6 en 5 partes iguales, para realizar las siguientes mediciones:

a) Niveles de glutation reducido (GSH) y glutation oxidado(GSSG)
b) Niveles de CYP450 y actividad de CYP2E1 y GST

c) Niveles de TBARS (indicador de peroxidacion lipidica)

d) Actividad de enzimas antioxidantes

El higado se coloc6 en un amortiguador TRIS/EDTA/KCI a las siguientes
concentraciones: TRIS 20 mM, KCI 150 mM y EDTA 1 mM y se almacené a -70°C
para la obtencion posterior de fracciones citosélica y microsomal.

Al momento de extraer el higado se extrajo también el fémur y la tibia (de ambas
patas) por dislocacion de las articulaciones eliminando la mayoria de los
ligamentos y muasculos, y fueron utilizados para extraer la médula ésea vy realizar
la prueba de micronucleos en eritrocitos policromaticos.

Tabla 4. Grupos de exposiciéon y la cantidad administrada

Grupo de exposicion Régimen de exposicién Numero de animales

Controles negativos (CT) 2 mL/100 g de solucién salina 53 + 59
estéril

Estericide® Qx 2 mL/100 g de las diluciones 58 + 5% por cada dilucion
a 100, 50, 25y 5%

Controles positivos Tetracloruro de carbono 3J por cada tratamiento
(CCl4) como control positivo
de estrés oxidante
tSO como inductor de
CYP2E1
Benceno como control
positivo de dafio genotoxico

IV.IV Fracciones citosdlicay microsomal

Una vez obtenidos los higados de las ratas, se obtuvieron las fracciones citosoélica
y microsomal de cada individuo para la realizacion de los diferentes experimentos.
Se siguieron los protocolos de Guengerich et.al (2010) y Davila et al (2007) como
se describe a continuacién. Primero se obtuvo la fraccion S9, los higados fueron
pesados y colocados en 4 mL/g de una solucién Tris-HCI 20 mM, KCI 150 mM y
EDTA 1 mM con un pH 7.4. Los tejidos fueron homogenizados utilizando un pistilo

13



de teflon y fueron centrifugados a 9,000 gravedades (g) durante 10 minutos; se
separo el sobrenadante correspondiente a la fraccién S9 en la que se realizarian
las pruebas para algunas de las enzimas antioxidantes. Esta fraccién fue
almacenada entre -70°C y -80°C hasta su uso.

Para la obtencion de la fraccion microsomal y citosdlica se centrifug6 la fraccion
S9 a 100,000 g durante 60 minutos, el sobrenadante de la centrifugacion es la
fraccion citosdlica, se recuperé y fue almacenada hasta su uso a -80°C. Los
botones fueron resuspendidos a su volumen inicial con amortiguador de fosfatos
de potasio 0.1 M con 0.25 M de sacarosa a un pH=7.4 y centrifugados bajo las
mismas condiciones, 100,000 g, durante 60 minutos; se retird el sobrenadante y
los botones fueron resuspendidos en amortiguador de fosfatos de potasio 0.1 M
con 1 mM EDTA, 0.1 mM DTT y 20% de glicerol a un pH=7.4; ésta es la fraccion
microsomal de las muestras, y se almacend entre -70°C y -80°C hasta su uso.

Para la determinacion proteica de las muestras en las diferentes fracciones
extraidas se utilizo reactivo de Bradford (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate).

IV.V Pesos

El peso de los animales fue registrado diariamente una vez iniciado el tratamiento
al igual que su consumo de alimento. El peso de los animales fue registrado de
manera individual mientras el consumo de alimento fue registrado por grupo de
tratamiento.

El alimento consumido se registraba por tratamiento de la siguiente manera: cada
dia se pesaba el alimento de la caja y se dividia entre el nUmero de ratas que
contenia, la bandeja de alimento se dejaba todos los dias con 500 kilogramos del
mismo, para saber cuanto alimento consumian.

IV.VI Medicion de glutation

e Material
Amortiguador de fosfatos de sodio 143 mM con EDTA 6.3 mM, DTNB 6 mM
pH=7.5 (solucién de trabajo). NADPH 0.3 mM preparado en la solucion de trabajo,
GSH reductasa 50 U/mL, 2-vinilpiridina, trietanolamina, hidroxido de amonio
(NH40H),

e Metodologia
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La metodologia utilizada fue el ensayo enzimético descrito por Anderson (1985).
Se agreg0 acido 5-sulfosalicilico en las muestras designadas para la medicion de
glutation en una proporcion de 1:5 con respecto a su volumen, se homogenizo6 con
un sonicador Microson ultrasonic cell disruptor a potencia 4. El volumen final de la
muestra fue 333 L, se centrifug6 a 14,000 rpm durante 3 minutos, y se recuperd
el sobrenadante como muestra a analizar. Para la determinacién de GSH total se
agregé a cada muestra 420 yL de NADPH, 120 pyL de amortiguador, 60 uL de
DTNB y 3 uL de muestra. Las muestras se pusieron a incubar a bafio maria
durante 10 minutos a 30°C. Se transfirieron las mezclas a una placa de 96 pozos,
se afadieron 2 L de GSH reductasa para iniciar la reaccion e inmediatamente se
midieron en multidetector de microplaca a 410 nm.

Para la determinacién de GSSG fue realizada una derivatizacion del glutation
reducido (GSH). En la reaccién de derivatizacion se agregaron 60 uL de la
muestra mas 1.2 pL de 2-vinilpiridina y se agitd, se afadio trietanolamina
lentamente ~10 mg y por ultimo se afadieron 4 yL de NH4,OH, se midi6 el pH de la
muestra para verificar que estuviera entre 6 y 7. Se dejaron reposar las muestras
durante 60 minutos, se agregaron 420 uL de NADPH, 120 pL de solucion de
trabajo, 60 uL de DTNB y 60 pyL de muestra. Las muestras se pusieron a incubar a
bafio maria durante un lapso de 10 a 15 minutos a 30°C. Se transfirieron las
mezclas a una placa de 96 pozos, se anadieron 10 yL de la dilucion de GSH
reductasa para iniciar la reaccion e inmediatamente se miden en multidectetor de
microplaca a 410 nm (fig. 3).

El GSH fue determinado al hacer una substraccion del GSSG a la cantidad de
glutation total. Las unidades fueron reportadas como nmol de GSH o GSSG/g
higado.

NADPH + H*
<GRed

NADP*
(DTNB |+ [GSH] —— [ GS-TNB | + | ;

\ 410 nm
 GRed

NADP= NADPH + H*

410 nm
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Figura 3. Reacciones de la técnica de glutation total (GSH-total) y glutation oxidado (GSSG),
DTNB se une a GSH para formar GS-TNB y al reducirse este compuesto se libera TNB que es
el compuesto a evaluar.

IV.VII Medicion de Peroxidacién Lipidica (TBARS)

e Material

Amortiguador de hidroxitolueno butilado BHT 0.1 M disuelto en buffer de fosfatos
0.1 My metanol en una relacion 1:1 pH=7.0; solucion de &cido tiobarbittrico (TBA)
26 mM con &cido clorhidrico 0.2 My 6.66% de &acido tricoloacético (TCA), solucion:
n-butanol/piridina (15:1)

e Metodologia

El método para la cuantificacion de sustancias reactivas de acido tiobarbitarico
(TBARS) fue el descrito por Janero y Burghardt (1989). Se agreg6 al higado fresco
800 pL de amortiguador de hidroxitolueno butilado BHT y se homogenizé con el
sonicador Microson ultrasonic cell disruptor a potencia 4, se centrifugaron las
muestras a 3,000 g durante 10 minutos. Para la reaccion de derivatizacion se
recuperaron 200 pL del sobrenadante en un tubo de ensaye de 3 mL y se le
agregoé 1 mL de acido tiobarbiturico (TBA), se pusieron los tubos a bafio maria
hirviendo durante 30 minutos. Se agrego 1 mL de la solucién n-butanol/piridina se
pasaron las muestras a tubos eppendorf de 2 mL, se centrifugd a 3,000 g durante
15 minutos, se recupera el sobrenadante y se lee a 532 nm (fig. 4).

Los resultados fueron expresados como nmol TBARS/mg proteina. En la
elaboracién de los calculos se utilizd el coeficiente de extincion molar € para
TBARS= 156,000 M™*cm™.
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Figura 4. Representacion de lipidos al unirse a radicales libres principalmente especies
reactivas de oxigeno, dando como resultado malondialdehido (MDA) que puede unirse al
acido tiobarbiturico (TBA) y formar el complejo que podemos evaluar.

IV.VIIl Medicién de Citocromos-P450 totales

e Material

Amortiguador de fosfatos de potasio 0.1 M con 20% de glicerol (v/v), EDTA 1 mM
y 0.4% de triton X-100 (v/v) a pH=7.0, fracciébn microsomal de higado de rata (0.5-
1 mg/mL), ditionita de sodio (Na2S20.)

e Metodologia

Para citocromos P450 se utilizo el método descrito por Omura y Sato (1964) y
Guengerich (2001). Se agregaron 200 pL de cada muestra a 2 mL del
amortiguador de fosfatos de potasio, se homogenizé bien y de cada uno de los
tubos se separaron 1 mL para el blanco y 1 mL de muestra (microsomas) y se
midié una linea basal entre 400 y 500 nm. Al blanco se agregaron unos pocos
miligramos (una espatula pequefia) de Na,S;0,y a la muestra se le agregaron
burbujas de monoxido de carbono (CO) y de la misma manera algunos
miligramos de Na,S,04, se tapd muy bien para que el gas no se escapara y
ocurrieran las reacciones Yy se realizé una segunda lectura entre 400 a 500 nm en
un espectrofotdometro Shimadzu UV-1800 de doble haz de luz colocando el blanco
y la muestra (fig. 5).

El coeficiente de extincion molar utilizado del complejo mondéxido hierro-carbono
fue de 91 mM™cm™. El contenido de citocromos P450 fue expresado como
nmol/mg proteina.
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Figura 5. Representacién de la técnica de evaluacion de citocromos-P450 totales. Al agregar
la ditionita de sodio ocurre una reaccion de fenton en el grupo Hierro (Fe), que permite que
se pueda acoplar en un enlace doble el mond6xido de carbono y pueda ser evaluado a
450nm.

IV.IX Mediciéon de citocromo P450-2E1

e Material

Amortiguador de fosfatos de potasio 0.1 M pH=7.2, solucién Stock de sustrato: 4-
nitrofenol 2 mM disuelto en amortiguador, 4-nitrocatecol 2 mM disuelto en
amortiguador, NADPH 50 mM disuelto en amortiguador, microsomas hepéaticos de
rata disueltos a una concentracion final de 0.5 mg/mL, &cido perclérico 1.5 M,
NaOH 10 M.

e Metodologia

Para determinar la actividad de CYP2E1 se midio la concentracion de 4
nitrocatecol, la metodologia fue tomada de Koop (1986). Se prepararon tubos para
la curva patron y las muestras problema, para la curva patron se preparé una
solucion de 4 nitrocatecol 2 mM que se llevo a una concentracion final de 0.1 mM
para la realizacion de la curva patron en la que se usaron los siguientes
volumenes:

Amortiguador (uL) | 4-nitrocatecol (uL) | [4-nitrocatecol] (nmol/mL)
1000 0 0

980 20 2

960 40 4

920 80 8

880 120 12

840 160 16

800 200 20

Para las muestras de tratamiento de Estericide Qx se agregaron 895 uL de
amortiguador, 50 pL de 4-nitrofenol, 15 uL de NADPH, 40 pyL de microsomas. Se
preparé una reaccion blanco con 950 yL de amortiguador 50 yL de 4-nitrofenol.
Una vez agregados los volumenes correspondientes de microsomas y nitrofenol
se preincubd por 5 minutos a 37°C en bafio Maria, se agregaron 15 pL de la
solucion de NADPH sélo a las muestras en lapsos de 15 segundos entre los tubos
de la muestra se dej6 en incubacion por 10 minutos a 37°C en oscuridad. Una vez
terminada la incubacién se agregaron 200 uL de acido perclérico, se mezclé con
vortex y colocaron en hielo, se pasaron las reacciones a tubos eppendorf de 2 mL
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y se centrifugd a 14,000 rpm por 10 minutos, se recuperd el sobrenadante y se
agregaron 100 yL de NaOH, se mezclé con vortex y se midid la muestra en
espectrofotometro a 510 nm. Se obtuvo la absorbancia neta al restar la
absorbancia de la muestra menos la absorbancia del blanco, se grafica la curva
patrén para conocer la ecuacién de la recta de la concentracién de nitrocatecol y
se determina la concentracion de las muestras.

La actividad fue expresada con las unidades mU/mg de proteina o mU/nmol CYP.

IV.X Medicion de catalasa (CAT)

e Material

Amortiguador de fosfatos 50 mM pH: 7.0 (se disolvieron 6.81 gramos de fosfatos
de potasio monobasico KH,PO, Marca J.T. Baxter, y 8.90 gramos de fosfato
disddico dihidratado Na,HPO4.2H,O Marca J.T. Baxter en agua destilada; se
prepard 1 litro de cada una. Se mezclaron ambas soluciones en una proporcion
1:1.5 vlv); peroxido de hidrogeno 30 mM (H202) 30% de pureza (Marca: J.T.
Baxter), Espectrofotometro Shimadzu UV-1800120V.

e Metodologia

Basado en el método de Aebi (1984) que mide la disminucién del perdxido de
hidrogeno, por la accion enzimatica de la catalasa. La longitud de onda, 240nm,
camino de luz 10mm; volumen final, 3.00mL. Leer el contenido de la muestra
2.00pL solucion enzimatica o hemolizado y 1mL de H,O, a temperatura ambiente,
en contra de un blanco que contenga 1mL de amortiguador de fosfatos en lugar
del sustrato y 2mL de la solucion enzimatica o el hemolizado. La reaccién inicia
con la adicion de H,O4(fig. 6). La absorbancia inicial debe aproximarse a A=0.500.
Mezclar bien con un pistilo de plastico y seguir la disminucidon de la absorbancia
durante 30 segundos.

Para evitar la inactivacion de la enzima durante el ensayo o formacion de burbujas
en el tubo debido a la liberacion de O,, es necesario utilizar una concentracion
relativamente baja de H,O, (30 mM). Su medicién puede llevarse a cabo entre los
0y los 37°; sin embargo, se recomienda utilizar 20° con un pH=7.0

@’ 2H,0 + O,

240nm
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Figura 6. Representacion de lareaccion. Se evalla el decremento del peréxido de hidrégeno
(H.0,) al agregar la enzima. Los productos formados se pueden presentar como burbujas en
el tubo de reaccién por lo que es necesario ser cuidadoso con los volimenes.

IV.XI Medicion de glutatién reductasa (Gred)
e Material

Amortiguador de fosfatos de potasio 0.2 M con EDTA 2 mM (soluciéon de trabajo) a
pH=7.0, NADPH 2 mM preparado en amortiguador Tris HCl 10 mM a pH=7.0,
GSSG 20 mM

e Metodologia

El ensayo fue el mismo realizado por Carlberg y Mannervik (1985) en el que se
utiliza glutation oxidado (GSSG) como sustrato y se mide la disminucion de
NADPH al transformarse en NADP*. En un tubo de 1 mL se agregaron 500 uL de
amoritguador de fosfatos a 30°C, 50 yL de NADPH, 50 pyL de GSSG y por ultimo
se agrego6 agua desionizada hasta alcanzar el volumen final de 1mL. La reaccion
se inici¢ al afiadir una concentracion de la enzima de 0.4 mg/mL, se homogeniz6
con micropipeta de 200 uL y se agregaron 200 pL de la mezcla de reaccion en un
pozo de una placa de 96 pozos, por triplicado, se siguid la disminucion de la
absorbancia a 340 nm a 30°C(fig. 7). Una unidad de la actividad de glutation
reductasa es definida como la cantidad de enzima que cataliza la reduccion de 1
pmol de NADPH en un minuto.

e —
e D
aME N NADPH NADP*

Figura 7. Se mide la trasformacion de NADPH a NADP" al ser utilizada como cofactor por la
glutation reductasa. Se utiliza una saturacién de GSSG para observar toda la actividad de la
enzima GRed.

IV.XIl Medicion de glutation transferasa (GST)

e Material
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Amortiguador de fosfatos a pH=6.5, stock de glutation (GSH) 0.05 mM, 2,4-
dinitroclorobenceno(CDNB) 0.125 mM, muestra citosodlica 0.03-0.05 mg/mL de
proteina.

e Metodologia

Al utilizar la técnica utilizada por Habig y Jakob (1981) se determindé la actividad de
glutation S-transferasas totales. Se agregaron 890 uL de amortiguador de fosfatos
en un tubo eppendorf de 1.5 mL, posteriormente se agregaron 100 uL de GSH, se
agregaron 50 yL de CDNB. Se realiz6 un blanco con todas las sustancias menos
la enzima para restarlo a los resultados.

La reaccion se inici6 al agregar 10 uL de proteina citosélica, se registré la
absorbancia durante 3 minutos a 340 nm (fig. 8), homogenizando bien y
agregando 200 yL por pozo en placa de 96 pozos por triplicado, la actividad
enzimatica es calculada utilizando el coeficiente de extincion molar de 9.6 mM-
1cm-1y expresada como U/mg proteina.

SG
NO,
+H" + Cl
GSH ; H* + ClI
NO,
340 nm

CDNB GS-DNB

Figura 8. Representacion de la reaccién. EI CDNB (2,4-dinitroclorobenceno) se une al GSH
(glutatién reducido) por la accién de la GST (glutatién S-transferasa) para formar el complejo
GS-DNB el cual es el que evaluamos para determinar la actividad de la enzima. Se libera
cloro y un protdn de la reaccion.

IV.XI1l Medicion de glutation peroxidasa (GPx)

e Material

Peréxido de hidrégeno (H,O,) 2.5 mM, EDTA 1.1 mM, azida de sodio (NaN3) 1.1
mM, NaCl 1.14 M, Mezcla de amortiguador de fosfatos 55.6 mM a pH=7.0, NADPH
0.2 mM, Gred 25 U/mL, GSH 1 mM.

e Metodologia
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La evaluacion de GPx se realizo de acuerdo al método descrito Lawrence y Burk
(1976). Se perfundieron los higados de las ratas con NaCl al 1.14 M
posteriormente se homogenizaron en sacarosa al 0.25 M, se centrifugé el
sobrenadante a 105,000 gravedades durante 1 minuto.

Por otro lado se combinaron el EDTA, la azida de sodio, la glutation reductasa
(Gred) y el glutation reducido (GSH), la mezcla de reaccién se hizo al inicio de
cada experimento calculado para 1 mL considerando que la fuente enzimatica fue
de 0.1 mL afiadida a alrededor de 0.8 mL de la superficie de la mezcla y se dejo
incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente antes de dar inicio a la reaccion
afladiendo 0.1 mL de la solucién de perdxido de hidrégeno. Se agregaron 200 pL
por pozo en una microplaca de 96 pozos (fig. 9). Se registr6 la absorbancia a 340
nm durante 5 minutos, la actividad fue calculada de la pendiente de estas lineas
como micromoles de NADPH oxidados por minuto. Para los blancos se sustituy6
la enzima por agua destilada. Posteriormente la proteina fue medida por el método
de Lowry. Y los resultados fueron expresados como umol/min/mg proteina.

NnaDPH IO GSSG 2H,0
340 nm GreD @
NADP* 2GSH

H20,

Figura 9. Representacion de la reaccion. Se agrega en condiciones saturadas peréxido de
hidrégeno que serd metabolizado por la enzima, se unird a glutatiéon reducido y formara
glutation oxidado y con ayuda de la glutation reductasa volvera a reducirse. Se evalla la
transformacion del cofactor NADPH a NADP™.

IV.XIV Medicion de superoxido dismutasa (SOD)

e Material

Amortiguador de fosfatos de potasio 0.05 M a pH=7.8 con EDTA a 0.122 mM,
xantina oxidasa 0.122 mM, xantina 0.122 mM, azul de nitro-tetrazolio (NBT) 30.6
UM, suero fetal bovino (SFB) 0.006%, carbonato de sodio (Na,CO3)49 mM,
homogenado de higado de rata (dilucién 1:50), cloruro cuprico 0.8 mM.

e Metodologia

La metodologia fue realizada de acuerdo a lo propuesto por Beauchamp y
Fridovich (1971). Se homogenizé el tejido en un mezclador waring para la
obtencién de los extractos utilizando un volumen de 2 mL de amortiguador de
fosfatos de potasio seguido por una centrifugaciéon a 20,000 gravedades durante
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10 minutos para remover las particulas sobrantes, el homogenado fue clarificado
posteriormente por centrifugacion.

Se agregaron 166 pL de amortiguador de fosfatos de potasio, azul de nitro-
tetrazolio, xantina, suero fetal bovino, carbonato de sodio y 33 pL del
homogenado. La reaccion se inicié agregando 30 uL de xantina oxidasa, se incub6
durante 30 minutos. Se agregaron 66 pL de cloruro cuprico para detener la
reaccién. Una vez que se detuvo se agregaron 200 uL por pozo en una placa de
96 pozos y se repitié cada muestra por triplicado. La reduccion de NBT se sigui6 a
560 nm (fig. 10). Se realiz6 un blanco en el cual no hubo enzima, se considerd
como el 100% de la reduccién de NBT, el porcentaje de proteina que inhibio el
50% de la reduccion de NBT fue definida como una unidad de actividad de SOD.
Los resultados fueron expresados como U/mg proteina.

Formazan

Xantmo > < > _—
[AcUrlco] [HO ] ( paul de

tetrazollo

Lo, ]+[ HaO, |

Figura 10. Representacion de la reaccidén. Se logra la formacién de 2 moléculas de anién
superéxido al agregar en condiciones saturadas xantina y xantina oxidasa. Una vez que se
forman las especies reactivas de oxigeno actla nuestra enzima y forma oxigeno y peréxido
de hidrégeno, 2 moléculas de oxigeno actlan con el azul de nitro-tetrazolio para dar lugar al
formazan que se evallia a 560nm.

IV.XV Evaluacién de micronucleos en médula 6sea (MNPCE)

e Material

Material quirargico (2 pinzas, tijeras bisturi), jeringas de 10mL y de 20mL,
sujetador y filtros de policarbonato con poro de 10 ym, celulosas: a-celulosa y
Sigma cell Tipo 5, tubo vacutainer con heparina sédica (Marca: Vactuainer B-D)
conteniendo 3 mL de suero fetal bovino (SFB), Wright-Giemsa modificado (Sigma-
Aldrich WG16), metanol, Entellan, solucion de Sérensen a pH=7.0, solucion de
Hank, portaobjetos y cubreobjetos.

e Metodologia
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La evaluacion se hizo de acuerdo con el método descrito por Romagna y
Staniforth (1981). Se cort6 a nivel del trocanter del hueso y a la parte epicondilar
se le introdujo la aguja de una jeringa de 5 mL, girandola lentamente hasta quedar
dentro del hueso, se colocé el extremo del trocanter adentro del Vacutainer con 3
mL de SFB mientras del otro lado se sostuvo con la jeringa, se absorbi6 el SFB
que paso por el interior del hueso y su contenido se recibié en la jeringa, hasta
absorber todo el SFB.

Previamente al sacrificio se habian preparado las columnascon jeringas de 20mL
boca abajo a las que se les colocd en la base un circulo de papel seda para
soportar la columna, se virtieron 1.5g de la mezcla de celulosas (a-celulosa +
Sigma cell tipo 5 en una proporcién 1:1) para empacar adecuadamente las
celulosas se presion6 con el émbolo de una jeringa de 10mL hasta que llegé a la
marca de 4.5mL en la jeringa de 20mL. Se coloc6 un sujetador en la rosca de la
punta de la jeringa con un filtro integrado de policarbonato de 10 um (Whatman)
(fig.11). Se agregaron los 3mL de la médula ésea extraida,al centro dela columna
de celulosas y se agregaron 25mL de solucion de Hank.

Una vez que toda la solucion pasé por la columna se centrifugbéa 2,200 rpm
durante 10 minutos, se removié el sobrenadante dejando Unicamente el paquete
celular, se realizé un segundo lavado bajo las mismas condiciones y nuevamente
se removio el sobrenadante, dejando un volumen minimo, se realizé un frotis
utilizando 3 pL de la suspension de células, se fij6 en una caja de Coplin con
metanol durante 10 minutos. Una vez fijadas las muestras se pueden almacenar
hasta su tincion. Para la tincion se prepararon 2 coplin: uno con 50mL del
colorante modificado Wright-Giemsa y la otra con 50mL de la solucion de
Sorensen a pH=7.0, se sumergieron las laminillas en Coplin con colorante por 2.5
minutos y luego se sumergieron en el amortiguador Sérensenpor 5 minutos,
posteriormente se enjuagaron al chorro de agua desionizada y se dejaron secar
por lo menos una noche. Para montar las laminillas se dejaron caer 3 0 4 gotas de
Entellancubriendo inmediatamente con un cubreobjetos y ejerciendo presion para
gue el Entellan se distribuyera homogéneamente, la laminilla se dej6 secar
durante 24horas antes de su evaluacion. Se evaluaron 2,000 células
policromaticas por rata utilizando un microscopio Optico de campo claro, e
identificando la presencia de micronacleos con un aumento de 1000X.
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LTI

v Columna de celulosas

Papel seda

:%:k; Filtro Whatman 10um

Figura 11. De éste modo debe de observarse la jeringa en la que se colocara la columna de
celulosas y por la que se pasaran las células junto con la solucion de Hank. Si se realiza
correctamente se eliminaran una enorme cantidad de basuras y células que pudiesen causar
ruido al momento de la evaluacion.

IV.XVI Anélisis

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa IBM SPSS Statistics 20, se aplico
una prueba Kolmogorov-Smirnov (K-S test) para evaluar si los datos tenian una
distribucion normal. Los datos presentaban una distribucion normal por lo que se
aplico la prueba paramétrica ANOVA de dos vias para incluir la diferencia entre
sexos. Para la comparacion de las medias se utilizé la prueba post hoc de Tukey,
se utilizaron los promedios de los datos obtenidos de cada grupo de ratas y se
consideré un a<0.05 (Mackenzie, 2005). Para el analisis de micronucleos y la
comparacion de las frecuencias de controles negativos contra los tratamientos se
utilizd la prueba F de Fisher, ya que al tener diversos tratamientos y estar
afectadas las frecuencias por diversos factores es mas confiable la evaluacién en
las varianzas (Adler, 1998)

V. RESULTADOS

V.l Evaluacién de consumo de alimento y ganancia de peso

Al registrar el promedio de consumo de alimento diario por rata en cada
tratamiento no se reportaron diferencias significativas. El consumo se mantuvo
comparable al control negativo en casi todos los casos excepto para el tratamiento
de 0.1mL/100 g (Gréfico 1y 2).
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Gréfico 1. Consumo de alimento en gramos por cada tratamiento para machos. Valores de
K-S prueba de normalidad z=0.701 y p=0.710. Se encontré una diferencia marginalmente
significativa en el tratamiento de 0.1mL/100 g con una p=0.058 de significancia.
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Grafico 2. Consumo de alimento en gramos por cada tratamiento para hembras. Valores de
K-S prueba de normalidad z=0.638 y p=0.810. Se encontré diferencias significativas entre el
control negativo y el tratamiento de 0.1mL/100 g con una p=0.009 de significancia.

Sin embargo en la ganancia de peso por grupo se observaron diferencias
significativas en machos con las dosis de 0.5mL/100 g (p=0.005) 1.0mL/100 g
(p=0.000) y 2.0mL/100 g (p=0.002) y en hembras con las dosis de 0.1mL/100 g
(p=0.002), 1.0mL/100 g (p=0.007) y 2.0mL/100 g(p=0.0075) aunque no fue el
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mismo efecto, ya que en machos disminuyd la ganancia de peso, mientras en
hembras, aumentd.(Gréfico 3 y 4).
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Gréafico 3. Promedio de la ganancia de peso en cada rata por cada dia que durd el
tratamiento para machos.
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Grafico 4. Promedio de la ganancia de peso en cada rata por cada dia que durd el
tratamiento para hembras.

V.II Evaluacién de estrés oxidante: GSH/GSSG y peroxidacién lipidica
(TBARS)

Se observaron cambios significativos en la razén de GSH/GSSG asi como en la
peroxidacion lipidica.
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Las dosis més altas de tratamientos en machos (1.0 mL/100 gy 2.0 mL/100 g) y la
dosis en hembras de 1.0mL/100g redujeron la razon de GSH/GSSG en
comparacion con los controles negativos (Grafico 5).
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Gréfico 5. Proporcion de glutation reducido sobre el glutatién oxidado (GSH/GSSG) por
tratamiento. Valores de K-S prueba de normalidad z=0.475y p=0.978

Para TBARS se incremento significativamente solo en los machos en las dosis 0.1
mL/100 g, 0.5 mL/100 g y 1.0 mL/100 g (Gréfico 6).
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Grafico 6. Peroxidaciéon lipidica de cada tratamiento representada en nanomol sobre
miligramo de proteina.Valores de K-S prueba de normalidad z=0.805 y p=0.537

V.IIl Metabolismo - Fase |: Cuantificacién de P450 totales y actividad CYP2E1
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Las enzimas de citocromos P450 hepéticas no mostraron cambios significativos
con el tratamiento (Gréfico 7).
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Gréfico 7. Cuantificacion de citocromos P-450 totales por cada tratamiento en nanomol
sobre miligramo de proteina. Valores de K-S prueba de normalidad z=1.085 y p=0.190

Al evaluar de manera individual la isoforma CYP2E1 se observd una induccion
significativa con el tratamiento de la dosis mas alta (2.0 mL/100 g) en machos, sin
embargo esto no ocurri6 en hembras (Grafico 8). Se encontr6 ademas un

incremento  significativo con la dosis mediante correlacién lineal (R?=0.97,
p=0.0025) (Grafico 9).
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Grafico 8. Actividad la isoforma CYP2E1 representada en nanomol sobre miligramo de
proteina sobre minuto. Valores de K-S prueba de normalidad z=0.783 y p=0.571
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Gréfico 9. Correlacion lineal de la actividad de CYP2E1 en machos.

V.IV Metabolismo - Fase II: Actividad de glutation S-transferasas

La actividad de glutation S-transferasas, enzimas de fase Il -de conjugacién-, fue
muy similar entre machos y hembras, se obtuvo una aparente disminucion de la

actividad conforme aumentaba la dosis en machos y hembras sin llegar a ser
significativa bajo las condiciones en las que se administraron(Grafico 10).
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Grafico 10. Actividad de GST representada en micromol sobre minuto sobre miligramo de

proteina. Valores de K-S prueba de normalidad z=0.837 y p=0.486
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V.V Enzimas antioxidantes: CAT, SOD, GPx y Gred

La actividad de enzimas antioxidantes mostré disminucién en los tratamientos con
el compuesto, aunque solo algunos tratamientos fueron significativamente
diferentes del control negativo.

En la actividad de catalasa se encontraron diferencias significativas en
comparacién con controles negativos con la dosis de 0.5 mL/100 g de Estericide
Qx tanto en machos como en hembras (Gréfico 11). Y se observé una mayor
actividad de esta enzima en machos que en hembras.
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Gréfico 11. Actividad de CAT representada en constante K sobre miligramo de proteina.
Valores de K-S prueba de normalidad z=1.046 y p=0.224

La actividad de superoéxido dismutasa (SOD) no mostré diferencias significativas
en machos ni en hembras bajo los tratamientos de Estericide Qx (Grafico 12).
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Grafico 12. Actividad de superéxido dismutasa representada en unidades de actividad sobre
miligramo de proteina. Valores de K-S prueba de normalidad z=0.704 y p=0.705

No se observaron diferencias significativas en la actividad de Glutation peroxidasa
(Gpx) bajo ningun tratamiento con Estericide Qx, aunque si se encontré una
mayor actividad de esta enzima en hembras en comparacion con los machos
(Gréfico 13).
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Grafico 13. Actividad de glutatién peroxidasa representada en micromol sobre minuto sobre
miligramo de proteina. Valores de K-S prueba de normalidad z=1.301 y p=0.680

La actividad de glutatién reductasa (Gred) no mostré diferencias significativas en
ninguno de los dos sexos, bajo las condiciones en las que se trataron los animales
(Gréfico 14).
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Grafico 14. Actividad de glutation reductasa representada en nanomol sobre minuto sobre
miligramo de proteina. Valores de K-S prueba de normalidad z=0.981 y p=0.291

V.VI Genotoxicidad: MNPCE

En lo que se refiere a la genotoxicidad del compuesto, no se observaron
alteraciones significativas en las frecuencias de micronucleos de eritrocitos
policromaticos de médula ésea, con ninguno de los tratamientos de Estericide Qx
en machos ni en hembras (Grafico 15). En estas pruebas se utilizaron los
resultados de benceno como el control positivo. Los valores de la prueba F de
Fisher se muestran a continuacion:

F de Fisher Control negativo machos Control negativo hembras
0.1 mL/100 g 0.371 0.423
0.5mL/100 g 0.068 0.254
1.0 mL/100 g 0.076 0.814
2.0mL/100g 0.490 0.975
Benceno 0.012 0.005
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Gréfico 15. Frecuencia de micronucleos en reticulocitos evaluados en médula 6sea de rata.
Valores de K-S prueba de normalidad z=1.255 y p=0.86

Al excluir el control positivo de la gréfica, se puede observar coOmo la variacion en
la frecuencia es muy amplia, en general se encuentran en los rangos de los
controles negativos e incluso aparentan una frecuencia de micronucleos menor.
Sin embargo, al comparar los machos contra las hembras, no es estadisticamente
significativo (p=0.363) (Gréfico 16).
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Grafico 16. Frecuencia de micronucleos en reticulocitos eliminando el control positivo para
una mejor apreciacion de latendencia de cada tratamiento.
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V.VII Citotoxicidad: %PCE

Se utilizé el porcentaje de eritrocitos policromaticos (%PCE) como medida de
citotoxicidad y tampoco se observaron diferencias significativas, aunque se puede
observar que los tratamientos produjeron una tendencia al incremento en este
parametro (Grafico 17).
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Gréfico 17. Porcentaje de reticulocitos en médula 6sea de rata para cada tratamiento.Valores
de K-S prueba de normalidad z=0.869 y p=0.436

Al igual que en el analisis de micronucleos se eliminé el control positivo y se
compararon los tratamientos de los machos contra los tratamientos de las
hembras pero no se encontraron diferencias significativas entre ellos (p=0.129)
(Gréfico 18).
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Grafico 18. Porcentaje de reticulocitos en médula 6sea de rata eliminando el control positivo
para una mejor apreciaciéon en la tendencia de cada tratamiento.

V1. DISCUSION

En la evaluacion de consumo de alimento y ganancia de peso, que son valores
generales de los que podemos intuir la informacion de salud general de los
animales, los animales machos y hembras tuvieron un consumo relativo de 11
gramos de alimento al dia en los controles y los tratamientos, se reportd un
cambio significativo para la dosis de 0.1mL/100 g, cabe destacar que en los
tratamientos en machos fue ligeramente menor el consumo y en hembras fue
similar excepto por la dosis 0.1mL/100 g en el que fue mayor, probablemente el
pequefio decremento general en el consumo de alimento en los tratamientos se
debe a que Estericide Qx pudiera eliminar los parasitos gastrointestinales o
bacterias, esto generaria que la absorcién de nutrientes sea igual de completa
utilizando menor cantidad de alimento; sin embargo, ya que las SESI tienen un
alto potencial bactericida, vermicida, virucida, etc., (Thorn et al, 2011) nada
impediria que Estericide Qx eliminara la flora intestinal benigna y que se
presentasen dafios gastrointestinales. Respecto a esto, no se observd ningln
efecto a causa del tratamiento. Por otro lado en la ganancia de peso si hubo
diferencias, en el caso de los machos en donde el control negativo aumentaba
entre 5y 6 g al dia, con la dosis de 0.5mL/100 g, 1.0mL/100 g y 2.0mL/100 g fue
significativamente menor la ganancia de peso y en el caso de las hembras en
donde el control negativo ganaba cerca de los 3 g al dia, la dosis de 0.1 mL/100 g
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mostré un incremento significativo en la ganancia de peso y decremento en los
valores de 1.0mL/100 g y 2.0mL/100 g. Los valores reportados de ganancia de
peso en los controles negativos correspondieron con aquellos reportados por la
OCDE, bajo las mismas condiciones de ser tratados con solucidn fisiolégica salina
al 0.9%. Los valores obtenidos en cuanto al consumo de alimento y ganancia de
peso muestran algunas diferencias sobresalientes en la ganancia de peso, pero
no en el consumo de alimento, por lo que probablemente existieron diferencias
entre la talla de los individuos.El estado de salud general de los animales se
mostraba inalterado a simple vista, no se observaron sintomas de enfermedad o
descuido, como moquillo o pelaje hirsuto.

La evaluacion de estrés oxidante por su parte arrojo resultados en los que se
observaba un efecto significativo por la solucién Estericide Qx. En machos y
hembras se observo que a las dosis més altas de Estericide Qx 1.0 mL/100g y 2.0
mL/100 g afectan la razon de GSH/GSSG, disminuyéndola lo que quiere decir que
existe en el higado de estos animales mayor cantidad de glutation oxidado u otros
compuestos conjugados como glutation sulfonamida (Fig. 12)o glutation
tiosulfonato (Winterbourn, 1997) que glutation reducido el cual es el que protege
contra especies reactivas y sirve de sustrato para otras enzimas antioxidantes, por
lo que existe estrés oxidante en estas concentraciones. Es importante resaltar que
existe una diferencia basal entre machos y hembras acerca de esta razon de
GSH, en machos no tratados fue mayor esta razén que en las hembras no
tratadas; los tratamientos produjeron en los machos una disminucion de hasta 3.2
veces en el valor de esta proporcion, mientras que en las hembras, la mayor
disminuciéon causada por el tratamiento fue de 2.25 veces por lo que
aparentemente los machos estarian sujetos a mayor estrés oxidante que pudo
causar una mayor pérdida de glutation reducido.
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Figura 12. Estructura propuesta de glutation sulfonamida, un producto conjugado de la
reaccion de HOCI con GSH. Tomado de Pullar M. Juliet, Vissel C.M. y Winterbourn C.
Christine.

En concordancia con lo anterior, el otro pardmetro de estrés evaluado, que fue la
peroxidacion lipidica por medio de la técnica de formacion de acido tiobarbitarico
(TBARS), unicamente fue significativo en los machos con los tratamientos de 0.1
mL/100 g, 0.5 mL/100 g y 1.0 mL/100 g. A diferencia de la razon GSH/GSSG no
se observaron diferencias basales entre los controles machos y hembras, y las
hembras en ninguno de sus tratamientos mostraron el incremento que se observo
en los machos en las dosis ya mencionadas. Se puede observar que a una dosis
baja de Estericide Qx los machos son mas sensibles que las hembras a pesar de
gue ambos mostraron una disminucién significativa en la razén de glutatiéon. De
estos dos resultados, GSH/GSSG y TBARS se desprende que aparentemente las
hembras cuentan con un factor adicional de proteccion contra el estrés oxidante
gue hace que, a pesar de que su acervo de GSH es menor que en machos,
resistan mejor al dafio oxidante reflejado en TBARS. El posible factor que le otorga
la proteccion adicional a las hembras pudiera ser la albumina que en machos se
pierde de manera mas rapida que en hembras (Gomi et al, 2007). La albumina se
caracteriza por mantener la presion en los organismos, sin embargo también
realiza la funcion de transporte de hormonas, mantener el pH, transporte de acidos
grasos. Otra posibilidad pudiera ser alguna de las hormonas esteroideas
mayormente producidas en hembras que en machos, o especificamente de ellas:
estroégenos, progestagenos, hormonas tiroideas, cortisol, oxitocina, prolactina, etc.
(Vina, 2005).

En un trabajo realizado por Panasenko et al en1994, se determiné de manera in-
vitro que las especies reactivas HOCI y CIO™ presentes en la solucion Estericide
Qx, pueden oxidar constituyentes lipidicos de lipoproteinas, y a su vez afectar la
formacion de productos primarios en la peroxidacion lipidica. Algo observado en
los experimentos in-vitro de gran relevancia para el presente estudio es que las
concentraciones de hipoclorito para obtener una respuesta en peroxidacion lipidica
no necesariamente debe ser alta, 10 a 100 uM, que esta en el rango de lo
producido por neutréfilos por accién de la mieloperoxidasa como accion
bactericida. Cabe recordar que las concentraciones medidas para Estericide Qx en
nuestro laboratorio determinadas mediante espectrofotometria fueron de 0.62 mM
de HOCIl y 0.374 mM de OCl(Tabla 1), que es mas de lo evaluado por Panasenko,
sin embargo, no son directamente comparables las concentraciones usadas en un
experimento in-vitro con las usadas en uno in-vivo.

En las determinaciones de metabolismo de fase | mediante la cuantificacion de
citocromos P450 no se reportaron cambios significativos bajo ningan tratamiento,
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soOlo se observo un nivel menor en las hembras en comparaciéon con los machos.
La variacion entre las hembras, reflejada en la desviacion estandar de las hembras
en el grupo control fue muy alta. La variacion en las hembras probablemente se
deba a que los citocromos P450 no Unicamente realizan funciones de oxidacion
para xenobidticos, también influyen en la sintesis de esteroles y en consecuencia
de hormonas, se tienen reportes de diferencias de género en cuanto a la
produccién hormonal siendo mayor en hembras que en machos (Waxman et al,
1991).

La actividad de la isoforma CYP2E1 en machos mostré incrementos con cada
tratamiento, siendo significativamente diferente del control sélo con el tratamiento
mas alto de 2mL/100 g. En las hembras, en cambio, no se observaron diferencias
significativas con ningun tratamiento ni se observo un incremento con la dosis,
como en los machos. Este resultado es semejante al obtenido con TBARS, en el
gue se observa una clara respuesta en machos, mientras las hembras no
mostraron cambios significativos. Nuevamente, se refuerza la idea de que las
hembras se encuentran mayormente protegidas en contra del estrés oxidante, sin
importar el tratamiento administrado ya que las variaciones son amplias en todos.
El incremento de peréxido de hidrogeno por parte de los microsomas a través de
los citocromos P450, involucra la formacion de aniones de superoxido por medio
de reacciones como la de Fenton y la de Haber-Weiss, por lo mismo el estrés
oxidante varia dependiendo del sustrato a oxidar al igual que los cofactores
involucrados (Ingelman-Sundberg, Johansson, 1983) (Fig. 13).
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Figura 13. Tomado y modificado de Ingelman-Sundberg y Johansson. Se puede apreciar la
formacion de especies reactivas de oxigeno en rojo, al utilizar como ejemplo el alcohol.

El citocromo CYP2E1, tiene una preferencia por sustratos pequeiios e
hidrofébicos, un incremento en el estrés oxidante puede contribuir de manera
significativa con la muerte celular al igual que dafia a los tejidos (Sun et al, 2001).
La respuesta particular de la isoforma a los sustratos presentes en Estericide QX,
pudiera estar contribuyendo de manera indirecta con el estrés oxidante observado
en machos. Mientras que en hembras el factor de proteccion adicional también se
hace evidente.

Al evaluar las enzimas de fase Il, la actividad de glutation S-transferasa
nopresentd significativamente diferencias, sin embargo se observa que la
tendencia en machos y hembras es similar en los tratamientos.

La actividad de enzimas antioxidantes se vio alterada de diferente manera, de
acuerdo con la enzima que se evaluo. Asi, la actividad de catalasa disminuyo6
significativamente s6lo con la dosis de 0.5mL/100g tanto en machos como en
hembras, pero en dosis mas elevadas no se volvio a observar este efecto. Algo
notorio es que en términos generales existe una menor actividad de la enzima
catalasa en las hembras en comparacioén con los machos, incluso en los controles
negativos que fueron tratados con solucion salina, esto pudiera representar dos
cosas: que las hembras se encuentran mejor protegidas en contra de especies
reactivas como el peroxido de hidrégeno por la accion de otras enzimas o
moléculas antioxidantes, mientras que los machos requieren que esta enzima
tenga mayor actividad para estar protegidos, o bien que los machos tienen mayor
produccion endogena de peroxido de hidrégeno por medio de los microsomas y
por lo tanto requieren mayor actividad de esta enzima. En cualquiera de los dos
casos, el resultado coincide con lo previamente observado en la razon de
glutation, en la que los machos se encuentran bajo mayor estrés oxidante.

La actividad de superdxido dismutasa (SOD) mostré en general una disminucion
de actividad tanto en machos como en hembras, con respecto a los controles
negativos. Sin embargo, hubo mucha variacidbn entre individuos y no fue
estadisticamente significativa. Esta enzima es de vital importancia debido a que es
encargada de inactivar el anion superéxido, generando H,O, que a su vez es
degradado a H,O y O, por la catalasa y como se observa, las dos mantuvieron su
actividad a niveles normales.

La actividad de glutation peroxidasa (Gpx) no mostré diferencias con ningun
tratamiento en machos ni en hembras, sin embargo se observan claras diferencias
basales en los niveles de actividad de esta enzima entre los dos sexos, siendo
significativamente mayor en las hembras. Esta enzima se encuentra en el citosol
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de la célula y tiene la funcion de catalizar la oxidacién del residuo de
selenocisteina en el glutation (GSH) para formar glutation oxidado (GSSG); esto lo
hace utilizando peroxido de hidrogeno, el cual cede un oxigeno para formar agua
como producto secundario (Josephy D., Mannervik B 1997). Esto podria explicar
por qué la razon GSH/GSSG es menor en hembras, si ellas eliminaran el peroxido
de hidrégeno utilizando en su mayoria la glutation peroxidasa, mientras esta
funcion en los machos estaria centrada en la catalasa. Sugiriendo nuevamente
gue el manejo del H,O, es diferente entre machos y hembras y esto se refleja en
la razon GSH/GSSG.

En el presente estudio Estericide Qx fue administrado por via oral, de tal forma
gue no habia herida en la que pudiesen actuar los componentes presentes en
Estericide Qx. Se puede especular que tanto el acido hipocloroso, el ion hipoclorito
y el cloro libre presentes en Estericide Qx pueden atravesar las membranas
celulares e irse conjugando con los antioxidantes, glutation, lipidos, proteinas, etc.
De ahi que lo primero observado sea el estrés oxidante en conjunto con la
peroxidacion lipidica. Sin embargo, las especies se acoplarian rapidamente a toda
la maquinaria amortiguadora antioxidante antes de irrumpir de manera significativa
en el metabolismo de los organismos, los resultados de un experimento in-vitro
con uno in-vivo generalmente difieren, ya que no se toman en cuenta muchisimos
factores, sin embargo es un primer acercamiento para saber especificamente el
comportamiento de un compuesto.

En contraste, la actividad de glutation reductasa, que reduce al glutation oxidado
(GSSG) para recuperar el glutation reducido (GSH), no mostrd diferencias entre
los sexos de los animales, ni entre los tratamientos respecto a los controles
negativos. Se observé que hay homogeneidad en su actividad entre los sexos, lo
gue contribuye a explicar las diferencias basales en la razén GSH/GSSG entre
hembras y machos, ya que hay mas actividad de GPx en hembras, por tanto, mas
produccion de GSSG, mientras la actividad de GRed es la misma, lo que se
traduce en menores niveles de GSH en hembras que en machos.

No se observaron resultados significativos para genotoxicidad en micronucleos de
eritrocitos de médula 6sea, el resultado dio negativo en todos los tratamientos,
tanto para machos como para hembras, se puede decir con seguridad que el
compuesto no llega a ser genotéxico en las cantidades administradas durante el
tiempo administrado, al igual que Gutiérrez y cols., (2006), quienes realizaron un
estudio de micronucleos en fibroblastos cultivados de ratones y agregaron 0.1 mL
de Mycrocyn que aunque es otro tipo de SESI elaborada por otra farmacéutica
tiene los mismos componentes que Estericide Qx pero a diferentes proporciones,
en los resultados obtenidos con Mycrocyn no encontraron incremento en la
frecuencia de microndcleos.
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Por otro lado, el %PCE se vio alterado en la dosis mas alta en los machos sin
llegar a ser significativo. No se observan tendencias para ninguno de estos
parametros por lo que las variaciones observadas se pudieran deber a otros
factores y no al Estericide Qx.

Es importante considerar la via de exposicién del compuesto y la administracion
gue se le dara en los pacientes, ya sea via bucal o administrado directamente en
las heridas desde las méas superficiales o incluso en lavados estomacales después
de una sepsis, ya que si se administra via oral es muy probable que se eliminen
los compuestos activos de la solucion gracias a la cantidad de materia organica
gue obtenemos por la dieta. No podemos descartar la formacion de N-cloraminas
gue se pudieran formar a partir de los aminoacidos y los compuestos presentes en
la solucién (Scully Jr, 1986), asi como la induccion de lesiones gastricas como
Ulceras duodenales debido al acido hipocloroso en conjunto con otros compuestos
y otros organismos como Helicobacter pylori (Murakami, 1995).

Determinar en qué tipo de situaciones es una buena opcion utilizar este tipo de
sustancias, y conocer las caracteristicas fisicoquimicas de las mismas, en cuestion
de como se vaya a administrar, ya sea por la cantidad de componentes que
maneje o por el pH que tenga. Sin duda es importante, una sustancia con un pH
similar al fisiologico, es de mayor confianza ya que confiere una menor irritacion.

Este tipo de sustancias son de gran calidad para mantener un ambiente libre de
patogenos y estéril, como lo es un quiréfano o un hospital, siempre y cuando la
materia organica del lugar sea minima. Al aplicar este tipo de sustancias en
heridas de cualquier tipo, hay que considerar las reacciones fisiolégicas naturales
como por ejemplo la accion de la mieloperoxidasa, y que se sumaran los
componentes producidos por ella asi como los componentes otorgados por la
SESI, en consecuencia el estrés oxidante pudiese aumentar de manera no natural
y mas alla de otorgar un ambiente libre patégenos, se pudiese provocar una
irritacion desfavorable.

El estudio de este tipo de farmacos y de cualquier sustancia elaborada para su
uso comercial o restringido en el ambito clinico necesita llevar una evaluacion
rigurosa para no afectar al paciente o generarle alguna enfermedad de mayor
cuidado.

VIL. CONCLUSIONES

Se puede concluir que en 30 dias de exposicion oral a Estericide Qx, no se
observa dafio genotoxico acumulativo en los organismos provocado por los
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componentes que contiene Estericide Qx, pero a nivel de estrés oxidante, es
evidente un efecto especialmente en machos.

Observamos un efecto oxidante en las concentraciones mas altas utilizadas en
machos y hembras, sin embargo se observa un mayor nivel de proteccién general
en hembras que en machos.

La actividad de enzimas antioxidantes en el modelo in-vivo no obtuvo una
respuesta similar a aquella actividad observada in-vitrocon las concentraciones y
el tiempo de exposicion sugeridos.

No se observaron diferencias a nivel metabdlico en la cuantificacion total de
CYP450 y unicamente en machos en la concentracion de 2.0mL/100 g en la
isoférma CYP2EL con las concentraciones y el tiempo de exposicion utilizados.
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