Resumen

La biodiversidad de plantas silvestres en México es muy extensa, por lo
que en la actualidad se busca el aprovechamiento de estos recursos en

diversas areas industriales y tecnoldgicas.

Una parte de estas acciones, estdn encaminados a la obtencion de
nuevas fuentes proteinicas, denominados alimentos no convencionales,
los cuales en principio no se consumen por contener agentes téxicos y/o
antinutrimentales, pero con un tratamiento adecuado y econdmicamente
rentable se pueden eliminar dichos agentes para su utilizaciéon en la
alimentacion animal como primera instancia y posteriormente en la

alimentacion humana.

Un caso es el de la semilla de higuerilla (Ricinus communis), ya que
al contener factores toxicos como son la ricina y la ricinina, la primera
es una lectina mortal para humanos y animales, mientras que la
segunda es un alcaloide que tiene efectos sobre el sistema nervioso; no
se puede utilizar con fines alimentacion si no se lleva a cabo su

destoxificacion.

En este trabajo se realizd la evaluacidon toxicoldgica, donde se incluye el
estudio hematoldgico e histopatoldgico en ratones alimentados con un
concentrado proteinico de la almendra de higuerilla (Ricinus

communis) destoxificada.

La destoxificacion de la semilla se llevo acabo por medio de un
tratamiento térmico con calor humedo, un descascarillado vy
posteriormente un desengrasado, el cual se propone en un estudio

previo.®
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En el bioensayo se utilizaron como modelo bioldgico ratones macho de
la cepa ICR, de 16-18g, los cuales fueron alimentados con pellets que
contengan el CPAHD, llevando un control de incremento de peso y

alimento consumido de dichos animales en estudio.

Al término del experimento se realizd una evaluacion hematoldgica:
citometria hematica y quimica sanguinea; posteriormente se realizé
necropsia de los animales, para observar posibles dafios
morfopatoldgicos, por medio de la obtencién de la relacién porcentual,
asi como la evaluacién histoldgica de los siguientes o6rganos: bazo,

corazon, higado, rifiones y pulmones.

Con base a los resultados obtenidos y el analisis estadistico pertinente,
se propone el valor toxicoldégico de seguridad, denominado NOEL, es
decir la dosis a la en la que no se observa efecto adverso; asi como, la

ingesta diaria admisible (IDA).
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Capitulo I

Introduccion

En la actualidad, la desnutricién todavia representa un problema en
ciertas regiones de la poblacion mundial. En México, la prevalencia de la
desnutricidon proteinico-energético sigue siendo un problema de salud
publica que afecta a la sociedad de bajos recursos, en especial a la
poblacién infantil.1”" 2

Actualmente se han planteado propuestas basadas en la utilizacién de
los recursos naturales del pais, sobre todo en el aprovechamiento de la

extensa biodiversidad en &reas industriales y tecnoldgicas.>?

Una parte de estas acciones, estdn encaminados a la obtencion de
nuevas fuentes proteinicas, denominados alimentos no convencionales,
los cuales en principio no se consumen por contener agentes toxicos y/o
antinutrimentales, pero con un tratamiento adecuado y econdmicamente
rentable se pueden eliminar dichos agentes para su utilizaciéon en la
alimentacion animal como primera instancia y posteriormente en la
alimentacién humana.?* ©°

Tal es el caso de la semilla de higuerilla (Ricinus communis),
industrialmente se utiliza en la obtencidon de aceite de ricino, pues la

almendra puede contener del 35 al 55% de aceite.*®

La torta resultante después de la extraccion del aceite, es utilizado como
fertilizante, ya que a pesar de que posee un alto contenido proteinico,
no es utilizado con fines alimenticios al contener factores téxicos como
son la ricina y la ricinina, la primera es una lectina mortal para
humanos y animales, mientras que la segunda es un alcaloide que tiene

efectos sobre el sistema nervioso.? % %4
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En este trabajo se realizd la evaluacion toxicologica, en ratones machos
alimentados con un concentrado proteinico de la almendra de higuerilla
(Ricinus communis) destoxificada (CPAHD), donde se incluye el

estudio hematoldgico e histopatoldgico.

Las muestras de la planta de higuerilla fueron recolectadas en los
alrededores de Zacualtipan Hidalgo, principalmente en San Agustin

Metzquititlan.

Del fruto recolectado, se obtuvo la semilla, a la cual se le realizé un
proceso de destoxificacion por medio de calor hdmedo, un

descascarillado de la almendra y posteriormente un desengrasado.

En la evaluacion toxicoldgica se utilizd como modelo bioldgico ratones
macho de la cepa ICR de 16-18 g de peso corporal, los cuales fueron
alimentados con pellets que contenian el CPAHD. El material a evaluar
se administré por un periodo de 14 semanas (98 dias), llevando un

control de incremento de peso y alimento consumido.

En el ensayo bioldégico se realizaron pruebas sanguineas: citometria
hematica y quimica sanguinea; asi como la observacion de signos
clinicos. Al término del experimento se realizaron necropsias, para
observar posibles dafios morfopatoldgicos, por medio de la obtencién de
la relacién porcentual de 6rganos y la evaluacion histopatoldgica de los

siguientes 6rganos: bazo, corazon, higado, rifiones y pulmones.

Los resultados obtenidos en el estudio de toxicidad, fueron analizados
estadisticamente y con base a estos se calculd el valor toxicoldgico
denominado NOEL.
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Capitulo II
Objetivos

2.1 Objetivo general

X/
L X4

Evaluar la toxicidad crénica, hematoldgica e histopatoldgica en
ratones alimentados con un concentrado proteinico de la almendra
destoxificada de Higuerilla (Ricinus communis), recolectado en
los alrededores de Zacualtipan Hidalgo, principalmente de San

Agustin Metzquititlan.

2.2 Objetivos particulares

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

Realizar la destoxificacion de la almendra de Higuerilla (Ricinus

communis).

Aprender el manejo y cuidado de animales, asi como la obtencion

de fluidos fisioldgicos y érganos de los mismos.

Evaluar el crecimiento de ratones macho alimentados con el
concentrado de proteinico de la almendra destoxificada de

Higuerilla (Ricinus communis).

Realizar la evaluacion hematoldgica de los animales: citometrias

hematicas y quimicas sanguineas.

Realizar la evaluaciéon de la relacion porcentual de los siguientes

organos: bazo, corazén, higado, pulmones y rifones.

Realizar la evaluacién histoldégica de los 6rganos: bazo, corazén,

higado, pulmones vy rifones.
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Capitulo III

Marco teorico

3.1 La Higuerilla (Ricinus communis)

La planta de higuerilla, también conocida como ricino, palma Christi,

higuerilla del diablo, mamona, etc;*> 8

pertenece a la familia
Euphorbiaceae, es una arbusto dioico, anual, considerado como una
planta invasiva, resistente a condiciones climaticas y edafoldgicas
adversas.” 2% 2

Historicamente se ha cultivado con la finalidad de obtener el principal
producto de la semilla, el aceite de ricino o aceite de castor (35-55%),
el cual es ampliamente utilizado principalmente en la produccion
bioenergética; ademas el aceite refinado se utiliza con fines medicinales
como laxante y en la elaboracién de cosméticos.> *°

La India es actualmente el principal pais productor de higuerilla con una
produccién anual de 1,098,000 toneladas en el afio 2009, de acuerdo a
los datos publicados por la FAO; mientras que Brasil es el tercer pais
productor a nivel mundial y el primero en América Latina, en el aho

2009 se reportd una produccidon de 91,076 toneladas.® 1°

La torta resultante después de la extraccién del aceite de ricino, posee
un alto contenido de proteina, pero debido a la presencia de factores

tdxicos, se emplea como fertilizante organico.?

En la actualidad se realizan investigaciones enfocadas en la busqueda de
métodos de destoxificacion econdmicamente rentables con el propdsito
de la utilizacién de la torta residual en la elaboracién de concentrados

proteinicos para alimentacién animal.? >°
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En un estudio previo se propuso un método de destoxificacion de la
almendra de higuerilla utilizando calor hiumedo y la extraccidén del aceite

de ricino con el fin de obtener una torta proteinica.®

En el andlisis proximal del concentrado proteinico la almendra de
higuerilla destoxificada, se reporta un contenido proteinico del 63.25%
en base seca® lo que demostré que el material se puede considerar

como un autentico concentrado proteinico

3.1.1 Morfologia

La planta consta de varios tallos o ramas, tiene grandes hojas
palmatilobadas (5-12 Iébulos) aserradas. Las flores son de color blanco

verdoso o marrén rojizo, se encuentran reunidas en racimos.’

En algunas variedades, las flores femeninas se encuentran en la parte
superior de la espiga y las flores masculinas en la parte inferior. Otras
variedades tienen flores masculinas y femeninas intercaladas. > %% %°

El fruto es una capsula trioca, que puede ser espinosa o lisa en la
superficie exterior, en cada capsula contiene tres semillas separadas por
l6bulos. > 20

Las semillas son lisas y brillantes, presentan un marmoleado en rojo,
negro o pardo, tienen forma de huevo, oblongo, redondo, por lo general

con una ampliacién en un extremo, llamado cartincula.” 2

3.1.2 Historia

La planta higuerilla es originaria de Africa y Asia, donde se conoce desde
hace mas de 6 mil anos. Hoy en dia, crece en forma silvestre en muchas

regiones tropicales y subtropicales en todo el mundo.® 4
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El ricino ha desempefiado un papel importante en la historia de la
produccién del aceite de ricino, pues desde la antigliedad ha sido
utilizado con fines medicinales y tecnoldgicos. Se menciona que los
egipcios utilizaban el aceite como combustible para lamparas y como

ungiiento.!? 44

La higuerilla fue utilizada ampliamente en la medicina egipcia y griega,
informacion contenida en el sanscrito de medicina HindU “Susruta
Ayurveda” del siglo VI a.C.** También hay evidencia literaria de que fue
descrita por Teofrasto y Dioscoérides en el siglo I, Dioscérides describe el
proceso de extraccion del aceite y menciona que no es apta en
alimentacién.> %

Durante la edad Media, fue cultivada en Europa, por Alberto Magno,
para su uso en medicina. Actualmente, se cultiva en todo el mundo,
pues ha demostrado tener ventajas tecnoldgicas y ecoldgicas en el

desarrollo de la agricultura en suelos aridos.*?

3.1.3 Toxicidad de la planta de higuerilla

La planta de higuerilla es considerada toxica, pues contiene ricina,
ricinina y algunos alérgenos. De éstos, la ricina representa un mayor
problema, debido a su alta toxicidad y concentracién, se ha reportado
que la semilla puede contener hasta un 5% de ricina; en el caso de la
ricinina y los alérgenos, se encuentran en niveles mas bajos,

aproximadamente del 0.2% y 0.09% respectivamente.!? 43 4°

3.1.3.1 Ricina

La ricina es un heterodimero de naturaleza glicoproteinica, pertenece a

la familia de proteinas conocidas como proteinas inactivantes de los

8



ribosomas. Esta compuesta de dos subunidades, A y B, la primera tiene
accidén enzimatica y la segunda de receptor, por medio de sus residuos
terminales de galactosa.* *3 44

Para ejercer su efecto, es necesario la introduccion de la molécula
dentro de la célula, por medio de la unidn la subunidad B a ciertas
glicoproteinas o glicolipidos de la membrana celular. Una vez en el
interior de la célula, la ricina entra en el complejo de Golgi, pasando
después al reticulo endoplasmico, donde la subunidad A tiene accién
enzimatica sobre la subunidad 28s de los ribosomas, impidiendo la

sintesis de proteinas.?”" *°

La ricina tiene aplicaciones terapéuticas en la deteccion de células
cancerigenas, mapeo analitico de neuronas y creacién de modelos de

enfermedades neuronales degenerativas.?’
3.1.3.2 Ricinina

La ricinina o 3-ciano-4-metoxi-N-metil-2-piridina, es un alcaloide de
bajo peso molecular (164.2 g/mol). Se encuentra distribuida en toda la
planta, la semilla contiene la mayor proporcién.? 3 %2

La ricinina es un insecticida que confiere proteccion a la planta, por lo
que en la industria es utilizada en control de plagas como emulsién

acuosa.?’ 3333

3.2 Toxicologia

La toxicologia es la ciencia que se basa en el estudio del origen,
naturaleza y propiedades de los téxicos, por medio de conocimientos
quimicos y bioldgicos que permiten determinar su comportamiento

cinético y sus efectos sobre los organismos vivos, las manifestaciones
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clinicas de la intoxicacion, la deteccidén y cuantificacién de un toxico, asi
como los procedimientos adecuados de prevencién y tratamiento y las

implicaciones médico-legales.3! 3> °1

El manejo y consumo de una sustancia tdoxica esta en funcién de:
a) Las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia.
b) Su potencialidad toxica (pT)
c) La probabilidad de ser absorbida por el hombre y frecuencia con

que esto pueda ocurrir.

3.3 Toxicologia de alimentos

La toxicologia de los alimentos, también conocida como toxicologia
bromatoldgica, se refiere al conocimiento sistematico y cientifico de la
presencia de sustancias indeseables presentes en los alimentos y que
son potencialmente daninas para la salud humana. El aislamiento y
deteccidon de dichas sustancias permite establecer la ingesta de una

cantidad que no ponga en riesgo la salud del ser humano.'® >

3.4 Ensayos bioldgicos

El principal objetivo de un ensayo bioldgico consiste en estimar la dosis,
en la que se observa algun efecto adverso o actividad biolégica de una
sustancia sobre un sistema bioldgico, con la finalidad de establecer la
evaluacion del riesgo potencial que un agente xenobidtico puede causar
sobre un individuo.3* *?

Un estudio de toxicidad permite el conocimientos de los peligros de
toxicidad intrinseca de un agente xenobidtico, establecer la relacion
dosis-respuesta, el mecanismo y 6rganos diana sobre los cuales actua el

agente tdxico, para el establecimiento de niveles de seguridad.!? >/ 60



De este modo, habrd sustancias que causen algun efecto toxico a bajas
concentraciones, éstas son clasificados como extremadamente toxicos,
mientras que las sustancias practicamente no toxicas causan efecto a

concentraciones muy altas.®°

3.4.1 Variables generales

La accion de un agente toxico se puede ver afectado por diversos
factores que estan intimamente ligados al proceso de intoxicacion, como

son:

3.4.1.1 Caracter toxico del agente xenobidtico

Un agente xenobidtico que produce una intoxicacidon que puede ser

quimico, fisico o bioldgico, en toxicologia de alimentos, se refiere

exclusivamente a sustancias quimicas. Es necesario tener la mayor

informacion sobre las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia a

estudiar (identificacion, composicion de la muestra, naturaleza,

polaridad entre otras) lo que permite: 3 >!

e Definir las condiciones de manipulacion y almacenamiento de
dicha sustancia.

e Definir el modelo experimental, especialmente con relacién a la via
de administracion

e Explicacion de la aparicidon de algunos fendmenos toxicos.

3.4.1.2 Eleccion del sistema biolégico

La respuesta bioldgica que presenta un agente tdxico varia de
organismo a organismo. La eleccion de la especie sobre la cual se

probara el agente xenobidtico estd con base en los criterios de
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disponibilidad, sensibilidad y similitud del mecanismo de accién en

humanos.

Por lo que la seleccién del organismo sobre el cual se hara el estudio
dependera del objetivo y la evaluacion de factores como: la respuesta
biolégica a monitorear, la facilidad de manipulacion, condiciones de

mantenimiento, consumo de alimento y eliminacion de residuos.! >!

3.4.1.3 Eleccion de los grupos

En general, se manejan tres grupos de prueba y un control, el tamafio
de la muestra debe asegurar su validez estadistica, se recomienda el
uso de animales consanguineos. La eleccion de los grupos debe ser

aleatorizada para minimizar la heterogeneidad.3!  >!

3.4.1.4 Eleccion de la via de administracion

La via de administracion se elige de acuerdo a la via en que los seres
humanos estan expuestos al agente xenobidtico, pues un mismo agente
toxico puede producir efectos muy diferentes, dependiendo de la ruta

por la cual el sistema bioldgico lo absorba.>?

Dependiendo de la via de administracién, sera el tiempo de respuesta al
efecto téxico. En toxicologia de alimentos, la via de administracién suele
ser por via oral, el producto prueba se administra por medio de una
sonda esofagica o estomacal (estudios de corto plazo) o mezclando el
xenobidtico con la comida o bebida (estudios de largo plazo).t! 13 51

Usualmente, se requiere de un “vehiculo”, que es medio para disolver o
suspender la sustancia a probar, con el fin de facilitar su administracion.
El vehiculo empleado no debe ser tdoxico ni interaccionar con el producto

prueba 31, 46, 60



3.4.1.5 Eleccion de la dosis

La eleccion de la dosis depende del estudio toxicoldgico a evaluar y del

tipo de respuesta que se espera gradual o cuantal.®®

En estudios de toxicidad en alimentos, se manejan tres dosis de prueba,
una dosis baja en la que no se produzca efecto toxico; una dosis alta en
la que se pueda observar el efecto toxico; y una dosis intermedia, con la

finalidad de identificar los drganos diana afectados.?

3.4.1.6 Tiempo de interaccion del agente xenobioético

El efecto de un agente tdéxico sobre un sistema biolégico se evalla en
funcion al nUmero de dosis administradas en un periodo de tiempo. Los
efectos adversos pueden aparecer rapidamente o después de un periodo
de latencia, dependiendo de la especie y de las condiciones a las cuales
el organismo sea sometido durante el estudio; por ello, la duracién de
los estudios toxicoldgicos es muy variable. 11 1335 51

Los estudios de toxicidad se clasifica en tres categorias, de acuerdo al

tiempo de interaccién del agente xenobidtico con el organismo prueba:

> Toxicidad aguda. Implican la administracion de una o varias dosis

del agente xenobidtico de prueba en un periodo de 24 horas. En este
tipo de estudios se suele determinar la dosis letal media (DL50), que es
la dosis necesaria para producir el 50% de la muerte en una poblacidn

de organismos vivos en estudio.!!’ 3°

» Toxicidad subcroénica (corto plazo). Consiste en la administracion

de dosis repetidas en un periodo de aproximadamente el 10% de

esperanza de vida del animal de prueba.! 3>



» Toxicidad crénica (largo plazo). Se llevan a cabo administraciones

repetidas en un periodo que corresponde a toda la vida de los animales

de prueba o una fraccidn importante de ella.!! 3°

3.4.1.7 Indicadores biologicos de toxicidad

Realizar toma de muestras para determinar ciertos parametros o valores
mesurables que permiten detectar y cuantificar un efecto producido por

el agente xenobidtico administrado.?

> Observaciones clinicas. Incluyen una evaluacién fisica, estado

de salud, comportamiento y signos clinicos, como por ejemplo:® 1% 4

e Lordosis. Curvatura de la columna vertebral, caracterizada

por un movimiento ondulante del lomo.

e Xifosis. Curvatura dorsal de la columna vertebral

caracterizada por un movimiento ondulante de la cadera.
e Disnea. Frecuencia anormal de la respiracion.

e Cianosis. Coloracién azulada de la piel debido a la falta de

oxigenacion.

e Ataxia. Falta de coordinacion muscular manifestada por un

trastorno de equilibrio.

e Piloereccién. Ereccidon del pelo debido a alteraciones en el

sistema nervioso simpatico.

e Ereccidon caudal. Ereccion de la cola.

e Aletargamiento. Periodo de inactividad y reposo.

> Pruebas de laboratorio. Generalmente se realizan pruebas

sanguineas.”?



3.4.1.8 Analisis de resultados

Aplicacién de un analisis estadistico, que debe incluir los valores que
comprueben su validez como: el promedio del valor, el intervalo de

confianza, desviacion estandar, etc.”?

3.4.1.9 Modelo predictivo

Establecimiento de los valores de referencia de seguridad para el uso del

agente xenobidtico estudiado.”?

3.5 Sangre

La sangre esta compuesta de una porcidn liquida y elementos celulares,
tiene una temperatura de 37-38°C, un pH entre 7.35 y 7.45 vy

constituye aproximadamente el 8% del peso corporal.®?

La parte liquida es el plasma, el cual constituye aproximadamente el
55% del volumen sanguineo, el plasma contiene varias sustancias
guimicas disueltas, de éste, también se puede separar el suero, el cual

es el resultado de separar el fibrindgeno.!® ©3

La parte celular constituye aproximadamente el otro 45% del volumen
sanguineo, consta principalmente de gldbulos rojos y en mucha menor

proporcién, de gldébulos blancos y plaquetas.

Las funciones de la sangre son: 1% 3%/ 63
> Transporte. Distribuye a las células del todo el cuerpo oxigeno,
sustancias alimenticias, celulares y bioquimicas, asi como otros

residuos celulares.



> Regulacidon. Del pH mediante las sustancias amortiguadoras,
regulacién de la temperatura corporal y el contenido de agua de
las células, por interaccion de los iones y proteinas disueltos.

> Proteccion. Mediante la coagulacidn se evita la pérdida excesiva
de sangre. Mediante la fagocitosis y la produccidon de anticuerpos

protege contra las enfermedades.

3.5.1 Citometria hematica

El termino citometria hematica proviene del vocablo "citos”, que significa
célula, "metros” que significa medida, y “haematos”, que significa
sangre. Por lo mismo se define como la medicion del nimero y
caracteristicas de las células de la sangre.”

La citometria hematica estd constituida por tres partes: la serie roja, la

serie blanca vy la serie trombocitica.

3.5.1.1 Serie roja

Eritrocitos (ERI). Los eritrocitos o gldbulos rojos son las células que
carecen de nucleo, se encuentran en mayor proporcién en la sangre.

Por lo anterior el niumero de eritrocitos es el nimero de células rojas
contenidas por volumen de sangre, se expresan en millones de células

por microlitro.>> 49

Hemoglobina (Hb). Es la cantidad de proteina por unidad de volumen de

sangre, se expresa en g/dL. Este parametro es una medida indirecta de

la capacidad de transporte de oxigeno en la sangre.

La estructura de Hb estd compuesta por un anillo de porfirina que

contiene un atomo de hierro, por lo que este indice se utiliza para definir

la existencia de anemia.”” 3



Hematocrito (Hct). Es la proporcién de eritrocitos respecto al volumen

sanguineo total, expresado en porcentaje. Su valor se calcula a partir

del nimero de eritrocitos y el volumen corpuscular medio.?® °>°

Volumen corpuscular medio (VCM). Se expresa en femtolitros (fL), se

refiere al volumen medio de eritrocitos individuales.>>

El VCM se emplea para clasificar las células como: normociticas,

macrociticas o microciticas. #°

Hemoglobina corpuscular media (HCM). Es una medicion del peso

promedio de hemoglobina contenida en cada eritrocito, expresada en

picogramos (pg).*®" >°

Concentracion corpuscular media de hemoglobina (CHCM). Es la

concentracion media de hemoglobina por volumen de eritrocitos. Se

obtiene al dividir la hemoglobina entre el hematocrito. >°

Este indice compara la concentracion promedio de hemoglobina dentro
de cada célula con el volumen promedio de la célula e indica si la

poblacién celular es normocrémica, hipercrémica ohipocrémica.3°

3.5.1.2 Serie Blanca

Leucocitos (LEU). Son células nucleadas incoloras, de mayor tamafio
que los eritrocitos. Su funcién es la respuesta contra infecciones, la cual
incluye dos sucesos separados, pero interrelacionados: la fagocitosis y el

subsiguiente desarrollo de la respuesta inmunitaria.>>

De acuerdo a su tipo de funcidn en la respuesta defensiva, se clasifican

en: granulocitos, monocitos y linfocitos. Los granulocitos y monocitos se



ocupan de fagocitar, mientras que los monocitos y linfocitos interactlian

para producir una respuesta inmunitaria.>> ©3

Granulocitos. Son células granulares, se clasifican en:

» Neutrofilos. Constituyen la mayor parte de leucocitos de la sangre
periférica. Su numero absoluto puede variar a lo largo del dia, de

acuerdo con grado de actividad del individuo. °°

» Basodfilos. Son los granulocitos mas pequefnos, actiuan junto con
células cebadas como mediadores de las respuestas inflamatorias, en
especial las de hipersensibilidad o alérgicas, al liberar enzimas
vasoactivas, broncoconstrictivas y quimiota’cticas.26' >3

» Eosindfilos. Son los encargados de modular la respuesta alérgica,
al segregar sustancias que pueden neutralizar los productos de células
cebadoras y basdfilos.*% >3
Monocitos. El sistema monocito-macréfago inicia y regula la respuesta
inmunoldgica. Ingieren factores de coagulacion activados, proteinas

desnaturalizadas y complejos antigeno-anticuerpo °>° ©3

Linfocitos. Su funcion primaria es reaccionar con antigenos y trabajar
con monocitos para modular la respuesta inflamatoria, por medio de los

linfocitos T y linfocitos B.>>

Los linfocitos T participan en una la respuesta inmune mediada por
células, la cual requiere la interaccion entre macroéfagos, linfocitos T y
antigeno. Mientras que los linfocitos B incluyen la parte de la respuesta
inmune conocida como inmunidad humoral que se basa en la sintesis y

secrecién de anticuerpos.””



3.5.1.3 Serie trombocitica

Plaquetas. Son células discoidales de superficie lisa. Lleva acabo
funciones de adhesién, agregacion y liberacion en la formacién de
coagulos sanguineos. También promueven la reparacién tisular después

de una lesién.>

La cantidad y morfologia de las plaquetas puede proporcionar datos
adicionales respecto a la causa de anemia, debido a que algunas
deficiencias nutricionales, alteraciones y anormalidades en las células,

pueden alterar su produccion, funcién y/o morfologia.

3.5.2 Quimica sanguinea

La quimica sanguinea o analisis metabdlico base, es un grupo de
pruebas de laboratorio que se basa en el analisis de sustancias quimicas
disueltas en la sangre, las cuales proporcionan informacién acerca del
metabolismo de un organismo y que, a su vez evidencia el
funcionamiento de 6rganos, como el higado, el corazén y los rifiones

principalmente.®!

3.5.2.1 Glucosa

La glucosa es un hidrato de carbono simple, su principal funcién
bioquimica es proporcionar energia para los procesos del organismo; asi
la glucosa es transportada a través de la sangre para ser almacenada
como reservorio compacto (glucégeno) y también para movilizar la

glucosa almacenada, para mantener el nivel de glucosa en sangre.®’

La prueba de glucosa en ayunas evalla de modo aproximado la
capacidad del cuerpo para regular la glucosa y proporciona informacién

acerca de la clase de anormalidad, hipoglucemia o hiperglucemia.?® ¢!
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La determinacion de glucosa por un método enzimatico fue propuesto
por Trinder en 1972, en el cual la enzima glucosa oxidasa cataliza la

oxidacién de la glucosa a gluconato y peréxido de hidrogeno.®!

La concentracion de glucosa es proporcional al H,O,, el cual puede
determinarse por medio de una reaccién acoplada que utiliza la enzima
peroxidasa deshidrogenasa y 4-aminofenazona en medio alcalino

obteniéndose un compuesto coloreado el cual es leido a 520 nm.®!

glucosa
oxidasa

Glucosa + 0, Gluconato + H,0,

peroxidasa
deshidrogenasa

2 H,0y + 4-AF + 2,4-PS ———— Quinoniminacoioreaaa) + 4 H20

4-AF = 4-aminofenazona

2,4-PS = 2,4-diclorofenol sulfonato

3.5.2.2 Colesterol

El colesterol es una sustancia hidréfoba, insoluble en el plasma
sanguineo, puede tener una procedencia exdgena o enddgena; se
sintetiza sobre todo en el higado, pero también en la piel, intestino,

glandulas suprarrenales, ovarios, testiculos, rifién y el pulmén.?® 3¢

El colesterol es esencial para funciones del organismo, como:
» Componente estructural esencial de membranas de todas las
células animales y particulas subcelulares.

> Precursor de acidos biliares.

\4

Precursor de hormonas esteroides.

> Precursor de vitamina D.



La determinacién de colesterol se realiza por medio de un método
analitico enzimatico, en el que los esteres de colesterol son hidrolizados
y oxidados por medio de la enzima colesterol esterasa y colesterol
oxidasa respectivamente, produciendo 4-colesterona y peroxido de

hidrogeno.®!

El peréxido de hidrogeno producido se valora mediante la reaccion con
4-aminoantipirina y fenol, en presencia de peroxidasa, para producir un
cromdgeno con absorbancia maxima a 520 nm. La intensidad del color
producida es directamente proporcional a la concentracidon de colesterol

total en la muestra.®!

Colesterol

esterasa

Esteres de colesterol + H,0 colesterol + Acidos grasos

Colesterol
oxidasa

Colesterol + 0, 4-colesterona + H,0,

peroxidasa
deshidrogenasa
—)

2 H,0, + 4-AAP + Fenol Quinonimina + 4 H,0

4-AAP = 4-aminoantipirina

3.5.2.3 Triglicéridos

Los triglicéridos son moléculas esterificadas constituidas por glicerol y

acidos grasos.>’

Las fuentes de lipidos pueden ser exdgenas o enddgenas, sus vias
metabdlicas hacia todas las areas del organismo y procedentes de ellas
constituyen una red compleja de reacciones quimicas en las que

participan moléculas individuales y lipoproteinas de gran tamafio.?



Su determinacion estd basada en un método enzimatico en el cual la
enzima glicerol cinasa y Glicerol-P-oxidasa, libera el peréxido de
hidrégeno que se valora mediante la reaccién de Trinder, de acuerdo a

las siguientes reacciones:®!

Lipoprotein
lipasa

Trigliceridos + 2 H,0 Glicerol + Acidos grasos

Glicerol
cinasa

Glicerol + ATP Glicerol-3-P + ADP

Glicerol-P-oxidasa

Glicerol-3-P + 0, Dihidroxiacetona-P + H,0,

Peroxidasa
deshidrogenasa

H,0, + 4-AF + p-clorofenol ——— Quinona + H,0

4-AF = 4-aminofenazona

3.5.2.4 Acido urico

El acido urico es un acido débil que se encuentra en el plasma sanguineo
en su forma no ionizada (uratos), en los mamiferos es el producto final
del catabolismo de las bases puricas. Los uratos se sintetizan en los
tejidos que contienen xantina oxidasa, especialmente el higado y la

mucosa intestinal, su eliminacién es principalmente por el rifién.?

Su origen puede ser endodgeno, debido al catabolismo de purinas vy
exogeno por la hidrodlisis de acidos nucleicos provenientes de la ingestién

de alimentos ricos en purinas.?* %!

Niveles altos de acido Urico estan asociados a patologia renal por

retencion de productos nitrogenados.



Para su cuantificacién, se utilizan métodos basados en la oxidacién del
acido urico a alantoina y perdxido de hidrogeno, que en presencia de la
enzima peroxidasa deshidrogenasa y 4-aminofenazona en medio alcalino
se obtiene un compuesto coloreado el cual es leido a 520 nm en el

espectrofotéometro.®?

uricasa

Acurico + 2 H,0 + 0, —— Alantoina + CO, + 2 H,0,

peroxidasa
deshidrogenasa

2 Hy0; + 4-AF + 2/4-PS ——— > Quinonimina coioreada) + 4 H20

4-AF = 4-aminofenazona

2,4-PS = 2,4-diclorofenol sulfonato

Donde la intensidad de quinonimina roja formada es proporcional a la

concentracion de acido Urico presente en la muestra sanguinea.

3.5.2.5 Creatinina

La creatinina es un acido organico nitrogenado que se obtiene como
producto final del metabolismo muscular, resultado de la degradacion de

la creatina, por perdida de una molécula de agua.>®

La creatinina es un componente de los musculos y células nerviosas,
puede generar ATP, por lo que es una fuente de energia para las células.
Su eliminacion tiene lugar casi exclusivamente a través de rifidn, siendo

un importante indice del funcionamiento renal.3® ¢!

Los métodos utilizados para la determinacién de creatinina se basan en
la reaccion de Jaffé, descrita en 1886. La creatinina reacciona con una
solucién alcalina de picrato sédico para formar un complejo coloreado

rojo-anaranjado el cual es leido a 520 nm. El control del pH es de suma
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importancia, debido a la presencia de sustancias que pueden actuar

como cromdgenos durante la reaccién.®!

Se han desarrollado otros métodos que se basan en la cuantificacion de

amonio liberado por la enzima creatininimido hidrolasa.®*

3.5.2.6 Urea

La urea es un compuesto nitrogenado no proteico, obtenido como
producto final del catabolismo de proteinas y de los aminoacidos a
través del ciclo de la urea, sintetizado en el higado. Su excrecién es por

rifién (90%) y también por sudor e intestino.?® ¢!

La urea se filtra por los glomérulos y una gran parte (40- 80%) se
reabsorbe de forma pasiva con el agua en los tubulos proximales. El
valor de urea esta condicionado por la ingestién proteinica y por el

aumento del catabolismo.?3 6!

Los métodos mas usuales se basan en la determinacion de nitrégeno de
urea en sangre (BUN) tienen como objetivo la determinacién de
amoniaco liberado por la urea, empleando la titulacién de hipobromuro o

mediante la reaccidon de indolfenol de Berthelot.®!

Otros métodos se basan en el uso de la enzima ureasa, la cual cataliza
la hidrélisis de urea en amoniaco y CO,. La produccién de amoniaco
formado se acopla a la reaccién de valoracion enzimatica de la

glutamato deshidrogenasa, pasando NADH a NAD™.®!



ureasa
Urea + H,0 —— 2 NH; + CO,

glutamato
deshidrogenasa

NH; + a-CGL+ NADH + HYf ———  L-glutamato + NAD* + H,0
3 g

a-CGL = a-cetoglutarato

Donde la disminucion de la absorbancia a 340nm, frente al tiempo es

proporcional a la concentracién de urea.

3.6 Histologia

Consiste en un estudio microscdpico de células, tejidos y drganos, asi

como de su funcién en términos estructurales.”*

3.6.1 Técnica histoldgica

Consiste en cortes del material incluido en parafina y tefiido con
hematoxilina y eosina (HE). Los pasos importantes en la técnica

histoldgica son:!> 2% >*

Fijacidn. Conservar la estructura de los tejidos, se pueden utilizar

agentes fijadores fisicos o quimicos, el mas utilizado es el formaldehido.

Deshidratacion. Eliminacién de H,O para poder fijarlo en parafina, se

utilizan soluciones alcohdlicas de graduacion creciente.

Aclaramiento. Utilizacién de un disolvente organico para el proceso de

aclaramiento, por lo regular se utiliza xilitol.

Inclusion. Consiste en infiltrar el tejido en parafina fundida, para formar

un bloque llamado “taco”.



Corte. Se realizan cortes por medio de un instrumento llamado
microtomo, por lo general, se realizan cortes de 5 a 8 micras. El grosor

del corte esta regulado por medio de un tornillo micrométrico.

Hidratacion. Consiste en eliminar la parafina, utilizando un disolvente
organico, posteriormente, se realiza la rehidratacion por medio de una

serie de soluciones alcohdlicas decrecientes, hasta llegar a H,0.

3.6.2 Tincion hematoxilina-Eosina

La coloracién es una propiedad que poseen ciertos cuerpos de ejercer

sobre la luz de absorcion selectiva.”*

La tinciéon de hematoxilina—eosina consiste en la aplicacidon de colorantes
de diferente carga para poder diferenciar ciertas estructuras dentro de la

célula o tejido de acuerdo a su naturaleza quimica.'® >*

Hematoxilina. Se utiliza con un mordiente (intermediario) para asemejar

a un colorante basico, por lo cual se asocia y colorea estructuras
anionicas. Su componente cromdégeno es el complejo de hemateina vy

aluminio.t> 2% >4

La reaccién de éstos varia de acuerdo al pH, tifen estructuras
nucleares:

e Fosfatos y acidos nucleicos (DNA y RNA).

e Sulfatos de los glucosaminoglucanos.

e Grupo carboxilo de las proteinas.

Eosina. Colorante acido, se asocia y colorea estructuras catidnicas

(cargas con densidad positiva). 1> 21 >*
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Es un colorante citoplasmatico:
e Grupos amino ionizados de las proteinas.
e Filamentos citoplasmaticos
¢ Membranas intracelulares

e Fibras extracelulares

Los componentes tefidos por la hematoxilina, colorante basico, se
describen como basdfilos; mientras que a los componentes celulares que
capten y sean tefidos por la eosina, colorante acido, se les describe

como aciddfilos.?® 3%

3.7 Eficiencia alimenticia

La eficiencia alimenticia es una medida de productividad animal, se
define como la cantidad de alimento necesario para obtener una
ganancia de peso corporal de una unidad, es decir la relaciéon entre el
incremento en la masa corporal y el alimento consumido.'* 37 > Entre

mayor es el valor obtenido de esta relacién, mayor es la eficiencia.

Sin embargo es un parametro que puede variar debido a:

> Factores extrinsecos. Se refieren a las condiciones externas a
las cuales se encuentra expuesto el organismo en estudio, por
ejemplo temperatura, calidad del alimento y agua, ventilacion,

nivel de actividad fisica en la que se encuentra sometido, etc.°

> Factores intrinsecos. Son el conjunto de caracteristicas propias

del animal, como pueden ser especie, edad, aspectos genéticos,

funcionamiento del metabolismo, enfermedades.® *



3.8 Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento se refieren al tipo de grafico que representa la
tasa de crecimiento de un individuo o una poblacién. Son utiles para

conocer de qué manera estd cambiando la poblacién en el tiempo.>®

El grafico es generalmente una curva de tipo asintético, lo que significa
gue los individuos no pueden sobrepasar un peso maximo, como

tampoco pueden crecer indefinidamente.”®

La utilizacién de curvas de crecimiento en ensayos bioldgicos se basa en
la evaluacion del peso corporal de un individuo con respecto al tiempo
de experimentacién, este parametro es un indicador simple pero

sensible de posibles efectos téxicos.”" 1% 32



Capitulo IV
Método

4.1Diagrama General de Trabajo

[ Recoleccion de la semilla ]

[ Limpieza y seleccion ]

A 4

Tratamiento térmico
121 9C 15 min

Secado en estufa
35° C 16 h

v

[ Descascarado J

Proceso de destoxificacion

[ Desengrasado } 1
; [ Grasa cruda ]
[ CPAHD * ]

}

—[ Evaluacién toxicoldgica ]7

A 4

Evaluacion de Evaluacion Evaluacion
peso corporal Hematoldgica Histopatologica
Curva de Eficiencia Bioquimica Citometria
crecimiento Alimenticia Sanguinea Hematica

*Concentrado Proteinico de la Almendra de Higuerilla Destoxificada.

Figura 4.1 Diagrama general de desarrollo experimental
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4.2 Recoleccion de la semilla

Los frutos de higuerilla (Ricinus communis) fueron recolectadas en los
alrededores de Zacualtipan Hidalgo, principalmente de San Agustin

Metzquititlan.

4.3 Limpieza y seleccion de la semilla

Material

e Pinzas de punta y corte TRUPER

Procedimiento
Las semillas se obtuvieron de manera manual por medio de unas pinzas
de punta, teniendo cuidado de no romper la semilla. Al mismo tiempo se
hizo la seleccién de estas, eliminando las semillas rotas, contaminadas

y/0 secas.

Las semillas fueron almacenadas en un recipiente de plastico con tapa a

temperatura ambiente.

4.4 Destoxificacion: tratamiento térmico

Se realizd por calor himedo en una autoclave, la cual permite calentar
las muestras a temperaturas superiores a las de ebullicion del agua,
dicho tratamiento térmico se llevé a cabo a 121 °C (15 psi) 15 minutos,
con el fin de inactivar los agentes toxicos y/o antinutrimentales

presentes en la semilla de higuerilla.
Materiales y reactivos

e Autoclave HIRAYAMA modelo HA-300 MII
e Estufa de secado FELISA modelo FE-293A
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e 1 vaso de precipitados de 2 L
e Papel de Aluminio

e Balanza SAUTER

e Charola de Aluminio

1 Litro de Agua

Procedimiento
Se pesd 1 kg de semillas en un vaso de precipitados de 2L se agregd
agua en relacion 1:1 masa-volumen, se tapd con papel aluminio, se
metié a la autoclave a 121 °C 15 min, posteriormente las semillas se

colocaron en una estufa de secado por 16 h a 35°C.°

4.5 Destoxificacion: descascarado

El descascarado tiene como objetivo separar la almendra de la cascara

de la higuerilla.

Materiales

e Pinzas de punta y corte TRUPER

Procedimiento.
Se tomé una semilla de higuerilla y se presiona ligeramente con unas
pinzas de punta hasta quebrar la cadscara. La almendra se obtuvo de
forma manual, se colocé en un recipiente de plastico etiquetado y se

guardd a temperatura ambiente.

4.6 Destoxificacion: desengrasado

Se basa en la extraccién de la grasa contenida en la almendra de
higuerilla por medio de disolventes organicos, en este caso, se utilizd

como disolvente hexano.>°



Materiales y reactivos

e Equipo de extraccidon especial tipo Soxhlet
e Matraz bola de 3L

e Soporte universal

e 2 pinzas de nuez

e Canastilla de calentamiento

e Bomba de agua

e Charola de plastico

e Papel filtro

e Rotavapor Buchi modelo RE-111
e Bano de agua Bichi modelo B-461
e Termdmetro

¢ Hexano (R.A.)

Procedimiento

Se colocd la muestra fraccionada en una funda de tela dentro del tubo
contenedor del equipo de Soxhlet, se coloco el refrigerante conectado a
una bomba, que se encontraba en bafo de hielo con el objetivo de re-

circular agua fria.>°

En el matraz bola, se colocaron piedras de ebullicion y se agregd hexano
hasta la mitad de su capacidad. Se colocd en una canastilla de
calentamiento a una temperatura de 50-60°C, se verificé que el equipo

estuviera bien montado y que no tuviera fugas.

Después de aproximadamente 30 h de funcionamiento continuo, se
procedia hacer una prueba que consiste en tomar un pedazo de papel
filtro y adicionar un poco de disolvente que haya estado en contacto con

la muestra, si no se observa una mancha de grasa, se considerd que la
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muestra esta desengrasada; si por el contrario, hay la existencia de una
mancha de grasa sobre el papel filtro, se sigue el proceso de

desengrasado hasta que la prueba sea negativa.>°

Cuando la muestra estd desengrasada, se desmonta el equipo, la
muestra dentro de la funda de tela se coloca sobre la campana de
extraccidon para la evaporacion del disolvente residual y posteriormente
la harina se guarda en un frasco etiquetado.

La grasa cruda se separd del disolvente por medio de un equipo de
rotavapor a una temperatura de 45 °C a presidén reducida. La grasa
cruda recuperada se guarddé en un frasco etiquetado y se almacend en el

congelador.

4.7 Ensayo bioldgico. Prueba de toxicidad cronica

La toxicidad cronica es el conjunto de efectos observados por la
administracion de dosis repetidas, durante un periodo del 10% de la
vida media del modelo bioldgico estudiado. Los objetivos fundamentales
de los estudios a largo y mediano plazo son obtener y determinar la

dosis sin efecto observado (NOEL).”?

Materiales y reactivos

e Balanza para animales de laboratorio triple brazo OHAUS modelo
730-SW

e Balanza granataria digital OHAUS

e 5 Jaulas de acrilico con tapa de enrejado de acero inoxidable

e 5 bebederos

e 50 ratones macho de la cepa ICR de 16-20 g, recién destetados

e Marcador de orejas metalico



Procedimiento

4.7.1 Modelo bioldogico

En el estudio de toxicidad cronica del concentrado proteinico de la
almendra de higuerilla destoxificada (CPAHD), se utiliz6 como modelo
bioldgico ratones macho de la cepa ICR de 16-18 g de peso corporal,
recién destetados (1-2 semanas de edad), con el fin de observar su
desarrollo durante el bioensayo y poder elaborar las respectivas curvas

de crecimiento.38 46

4.7.2 Registro

Para la identificacion de los animales se realizé el marcaje de los ratones

de forma permanente por medio de la perforacidn de orejas.

a) Se inmovilizd al ratdn con una mano de modo que las orejas

queden perfectamente accesibles.?

b) Se realizaron perforaciones en las orejas del animal siguiendo el

cddigo de marcaje! que se muestra en la figura siguiente:

Figura 4.2. Cddigo de marcaje ratones.

4.7.3 Distribucion de los animales

Los ratones fueron pesados y se distribuyeron en 5 lotes colocando 10
ratones por jaula, en una distribucién de “culebra japonesa” (anexo),
para que el peso de los lotes fuera lo mas homogéneo posible.?
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4.7.4 Eleccion de los grupos

Se trabajaron 5 lotes de 10 animales cada uno, de los cuales se
manejaron 3 lotes con diferentes concentraciones del CPAHD y 2 lotes

control. La asignacion del lote se hizo de manera aleatorizada.

4.7.5 Via de administracion y dosis

La via de administracién fue oral, incorporandose la cantidad calculada
del CPAHD en el alimento comercial para roedores de la marca HARLAN.
Las dosis utilizadas se determinaron con base en un estudio previo’ en
el cual se realizd6 una evaluacidon de toxicidad aguda con el CPAHD, a
una dosis maxima de 15 000 mg/kgp.c., donde no se produjo toxicidad

alguna.

Se utilizaron dos controles y tres dosis prueba del CPAHD, la siguiente
tabla muestra la dosis empleada, la concentracién y la clave utilizada

para fines practicos.

Tabla 4.1. Especificaciones del alimento empleado para el estudio de

toxicidad croénica.

Material evaluar Clave | Concentracion Dosis
(%) (mg/Kgy.c.)
TEKLAD Global para
roedores 18% cpT | - e
8 © | Proteina HARLAN®.
g' = Concentrado
0] 8 Proteinico de Soya CS75 7.5 15,000
(Glycine max)
desengrasada
HI50 5.0 10,000
3 3
O a HI100 10.0 20,000




4.7.6 Preparacion de la muestra

Para la preparacion del alimento se utilizaron pellets de composicion
conocida (anexo), los cuales se molieron finamente y se mezclaron con
el CPAHD, segun las dosis a emplear, adicionando la cantidad de agua

para formar una pasta y formar los pellets.

Posteriormente, los pellets se colocaron en una estufa de secado a una
temperatura de 54°C + 2°C durante aproximadamente 18 horas hasta
observar que estuvieran absolutamente secos, se dejaron enfriar, para
después almacenarlos a temperatura ambiente en recipientes limpios y

secos de plastico.

4.7.6.1 Calculos
El promedio del alimento ingerido por dia de un raton es de 3-6 g, el
cual varia de acuerdo a la edad. Para el estudio de toxicidad del CPAHD,

se utilizaron los siguientes datos reportados de un estudio previo:*®

e Alimento ingerido promedio: 5.52 g de alimento ingerido/dia

e Peso corporal promedio del ratén: 27.8 g

a) Concentracion de las dosis empleadas
Tomando en cuenta los datos reportados y las dosis empleadas para el
estudio, se obtiene, la concentracion de CPAHD en el alimento.
e Dosis de 10 000 mg/kgp.c.

. (10 000 mg-CPAHDY ( 1g CPAHD
(27.80 gp-e-—raton) ( 1000g-p-e-—raton ) (1000 mgCPAHD

( 0.28 g CPAHD )(100) —5.04% = 5.0 %
5.52 g de alimento T o= T

) = 0.28 g CPAHD




b) Calculos para la preparacion de muestras por lote
Los calculos efectuados para la preparacién de las muestras, segun las

dosis empleadas, se muestran a continuacion:

g alimenw) _cco g alimento

10-ratdn (5.52
( ) dia * ratén dia

Se infirid que hay un desperdicio del 15% por lo que para conocer la

cantidad de alimento que se necesita, se realiza la siguiente operacién:
g alimento

dia

g alimentc))] g alimento
dia

(55.20 ) + [(0.15) (55.20 , — 63.50 /
dia

Para conocer la cantidad de harina del CPAHD a incorporar en el
alimento comercial (harina de pellets), se realizaron los siguientes
calculos:

CPAHD al 5.0 %

( g—&l—H%%GG)( 5 g CPAHD )_320gCPAHD

63.50
dia 100 g-alimento dia

La cantidad de harina de pellet, a pesar en cada caso, se obtiene por
medio de la diferencia de la cantidad de alimento y la cantidad de
CPAHD.

alimento CPAHD ellet
( g—) - (3.20 g—) 60.30 gp

63.50
dia dia dia

En la siguiente tabla, se muestra el resumen de las cantidades a
emplear de cada ingrediente en la preparacién de los pellets en un

periodo de un dia.



Tabla 4.2. Preparacion de pellets con incorporacion del CPAHD.

Concentracion de Harina del CPAHD Harina pellet comercial
0 g CPAHD g harina pellet
CPAHD (/0) ( dia ) ( dia )
5.0 3.2 60.3
7.5 4.8 58.7
10.0 6.4 57.1

4.7.7 Administracion de las muestras de estudio

» El alimento se administré ad libitum, se pes6 3 veces por
semana, llevando un control de los datos (anexo). Ya que estos
animales tienden a desperdiciar alimento, se recuperd el alimento que
pudiera encontrarse en su cama de aserrin.

> El agua fue administrada ad libitum, cambiandose una vez por
semana.

> Las jaulas se cambiaron una vez por semana y la cama de aserrin
se cambid 2 veces por semana.

» Los animales se mantuvieron a una temperatura de 24°C con una
humedad relativa de 30-35%, con ciclos de 12 h de luz y 12 h de

oscuridad (sistema automatizado marca TORK), libre de olores y ruidos.

4.7.8 Observaciones e indicadores de toxicidad

Durante todo el experimento, se observé a los animales detalladamente

para evidenciar los efectos toxicos potenciales del CPAHD en cuestion.

> Peso corporal y consumo de alimento. El consumo de alimento
y el peso corporal de animales se monitoreo cada tercer dia, anotando
los datos obtenidos en una hoja control (anexo), para observar su

crecimiento a lo largo del experimento.



> Observaciones clinicas. Se realizd la evaluacién clinica
observando los siguientes signos: lordosis, sifoxis, ataxia, piloereccion,
ereccion caudal, agresividad, aletargamiento, excitacion, disnea,

cianosis e hipotermia.

> Pruebas de laboratorio. Al término del experimento se
realizaron evaluaciones de sangre: citometria hematica y quimica

sanguinea.

> Examen Post-mortem. Al término del experimento a los
animales en estudio se les realizd una necropsia con el objetivo de

obtener un examen patoldgico general.

Se extrajeron los siguientes érganos: bazo, corazén, higado, pulmones y

rinones; posteriormente, se realizaron examenes histoldgicos.

4.7.9 Analisis de resultados

Una vez obtenidos los parametros a evaluar se realizd el cadlculo de la
media, desviacidn estandar y coeficiente de variacion de: curvas de
crecimiento, eficiencia alimenticia, conversidn alimenticia, citometrias

hematicas, quimicas sanguineas y relacion porcentual de 6rganos.

Seguidamente, se realiz6 un analisis de varianza para determinar si hay
diferencia significativa entre los datos obtenidos mediante un programa
estadistico llamado SPSS 15 for Windows.

4.7.10 Modelo predictivo

Una vez obtenido el analisis estadistico de resultados se hizo la
estimacion del NOEL como valor de referencia de seguridad para el
uso del CPAHD.



4.8 Evaluacion de parametros sanguineos

Se realizd6 la recoleccion de muestras sanguineas para evaluarlas
clinicamente y poder determinar posibles dafos causados por el
consumo del CPAHD en los ratones utilizados para el estudio. Las cuales

fueron tomadas a las 14 semanas del estudio.

Para la obtencién de las muestras se emplearon dos metodologias, para

procurar el bienestar de los animales en estudio.*?

4.8.1 Extraccion de sangre de seno retro-orbital

El sangrado del seno retro-orbital es una técnica que implica punzar el
seno venoso que se halla inmediatamente al globo ocular, este

procedimiento se realiza bajo anestesia.

Material y reactivos

e Tubos capilares heparinizados

e Microtiner brand tubes para 200-500 pL con EDTA potasico
(Becton Dickinson Vacutainer No 365973

e Desecador de vidrio con tapa

e Algododn

e FEter etilico

Procedimiento
La anestesia se realizé al introducir al ratéon en el desecador, en cuyo

interior se colocd algoddn impregnado con éter etilico.

Una vez anestesiado, se sujeta al animal estirando la piel del cuello
hacia atras, asegurandose de no dificultar la respiracion. Se inserté el

capilar heparinizado en el angulo externo del ojo (2 mm aprox).
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La muestra de sangre se recogid en tubos microtiner con EDTA y se
retird el capilar. Se comprobd la recuperacion de la anestesia y se

regreso a su respectiva jaula.

4.8.2Extraccion de sangre de Vena Mandibular

La punciéon mandibular es un método para la obtencién de sangre en
roedores, pues es un procedimiento sencillo y poco traumatico en el que

se realiza una puncion a la altura del angulo de la mandibula.

Material

e Agujal9-21G
e Microtiner brand tubes para 200-500 pL con EDTA potasico
(Becton Dickinson Vacutainer No 365973)

Procedimiento
Se sujetd firmemente al ratdén por la piel y el cuello de manera que la
cabeza quedara alineada con el cuerpo, provocando la suficiente tensién
como para dificultar temporalmente el retorno venoso yugular y facilitar
el sangrado, pero teniendo la precaucién de que el animal continuara

respirando sin dificultad.

Se localizé la zona dorsocaudal, al angulo de la mandibula, donde
confluyen las venas facial, maxilar y temporal superficial, en animales
de pelaje blanco, se puede apreciar una pequefia zona circular
desprovista de pelo, situada centralmente en la mandibula inferior del

animal (puede no estar presente en algunas cepas).



Con una aguja de 19 G o0 21 G, dependiendo de la edad y/o tamafo del
raton, se realizé la puncién (inclinando dorsalmente la aguja 1-2 mm)

en la zona anteriormente descrita. La profundidad 6ptima es de 2-3 mm.

La sangre se recogid en tubos microtiner con EDTA potasico, hasta un

volumen minimo de 250 pyL. Una vez obtenida la muestra, se libero al

raton.
'\_<‘\
Figura 4.3 Vascularizacién Figura 4.4 Puncién de la zona
venosa de la cabeza de raton. mandibular.

4.8.3 Citometria Hematica y Quimica Sanguinea

Las muestras sanguineas se obtuvieron por cualquiera de las dos
técnicas de extraccién de sangre descritas. Estas fueron analizadas con
apoyo del Departamento de Hematologia Clinica de la Facultad de
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM para la evaluacidn de citometrias
hematicas y para la realizacion de quimicas sanguineas se conté con el
apoyo del Centro Universitario de Diagndstico, de la FES Cuautitlan de la
UNAM.

4.9 Necropsias

Al término del experimento, los animales se pesaron, se sacrificaron y
se les realizd necropsia; también se calculd la relacion porcentual de los
siguientes dérganos: bazo, corazén, higado, pulmones y rifiones. Para

ello se utilizé la operaciéon aritmética:
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» Peso 6rgano
Relacién porcentual = - x 100
Peso corporal final

4.10 Evaluacion histopaldgica de 6rganos

La técnica histoldogica utilizada consistié en el analisis microscopico
anatdmico y estructural de cortes de células, tejidos y/o odrganos,

incluidos en parafina y teflidos con hematoxilina-eosina.

Material y reactivos

e Pinzas de punta

e Navaja

e Crondometro

e Portaobjetos

e Charola de diseccion

e Parafina fundida

e Frascos ambar de vidrio con tapa

e Micrétomo LabTek modelo MIHI-05-2
e Histoquinette LEICA modelo HIQ-DP-MV005
e Microscopio de Luz

e Agua destilada

e Formol 10% pH 7.2-7.4

e Solucién alcohdlica al 80%

e Solucién alcohdlica al 96%

e Alcohol absoluto

e Xilitol

e Solucion de hematoxilina de Harris

e Solucion de eosina alcohdlica.



Procedimiento

4.10.1 Preparacion de las muestras

Una vez que los ratones fueron sacrificados, se les extrajeron los
siguientes 6rganos: bazo, corazén, higado, rifiones y pulmones, los
cuales se almacenaron en frascos ambar con tapon de 10 mL con formol
al 10% pH 7.2-7.4.

4.10.2 Diseccion de 6rganos

En una charola de diseccién previamente desinfectada, se colocd el
organo, se secciond en fragmentos menores a 1 cm, se colocd en una
laminilla de plastico previamente etiquetada, se fijé en una solucién de
formol al 10% por 24 horas, con el fin de conservar la estructura del

organo.

4.10.3 Fijacion, deshidratacion e inclusiéon en parafina

El procedimiento de inclusién y cortes en parafina se realizé por medio
de un equipo automatico “Histoquinete”. El procedimiento se llevd a

cabo en un tiempo de 24 horas, el cual se describe a continuacion:

a) Para terminar de fijarse, se puso en contacto por dos horas en una

solucion de formol al 10%.

b) Se realizaron lavados con agua corriente de 15 a 30 minutos, los
cortes de los organos se sumergieron en soluciones alcohdlicas de
concentracion ascendente desde 80% hasta 96%, las cuales se
mantuvieron por un tiempo de 2 horas en cada soluciéon, con el

propdsito de eliminar el agua tisular.



c) Para el proceso de aclaramiento, se sumergié por un periodo de 2
horas en una mezcla de alcohol-benceno y posteriormente por 4 horas

en una solucidon de benceno.

d) El corte del 6rgano fue infiltrado en parafina fundida (temperatura
entre 56- 63°QC).

4.10.4 Corte

Una vez solidificada, se le dio forma de bloque para realizar cortes muy

finos por medio de un equipo llamado “micrétomo”.

Los cortes se colocaron en un bafio de flotacion a 37°C con gelatina,
previamente disuelta, para adherir el 6rgano a un portaobjetos y se

dejaron secar a temperatura ambiente.

4.10.5 Tincion hematoxilina eosina

La eliminacidon de los restos de parafina se realizd en dos lavados con
xilitol, de 5 minutos cada uno. Los portaobjetos con el corte del tejido,
se colocaron en cambios sucesivos de soluciones alcohdlicas de
concentraciones decrecientes desde alcohol al 96% hasta alcohol un

lavado con H,O, por 5 minutos cada uno.

Se agregd una solucion de hematoxilina de Harris de 1 a 10 min, se lavd

con agua corriente y alcohol acido para eliminar el exceso de colorante.

Se agregd6 una solucién de agua amoniacal para cambiar el pH (morado
a azul) y se deshidraté con un lavado de agua y una solucién de alcohol
al 96%.



Luego, se tifid con una solucion de eosina de 3 a 5 minutos,
posteriormente, se realizaron los lavados con alcohol absoluto y alcohol

absoluto-xilitol.

Una vez deshidratada, se agregaron dos lavados con xilitol para aclarar.

4.10.6 Observacion e interpretacion

Para la observacion e interpretacion del material histoldgico obtenido, se
utilizé la toma de fotografias en un fotomicroscopio de disposicion

automatico.

4.11 Eficiencia alimenticia

La eficiencia alimenticia (EA), se calculd por medio de la siguiente

ecuacion:

A peso corporal
EA = — - x 100
alimento consumido

Donde:
A peso corporal = peso final — peso inicial

alimento consumido = Alimento total consumido en el experimento.



Capitulo V

Resultados y discusion

El estudio de toxicidad crdnica del concentrado proteinico de la almendra
de higuerilla destoxificada (CPAHD), tuvo una duracién de 14 semanas
(98 dias), como modelo bioldgico se emplearon ratones macho de la
cepa ICR, con un peso promedio de 16-18 g. Los animales fueron
distribuidos en 5 lotes. La via de administracion fue oral por medio de la

elaboracion de pellets en los que se incorporé el material a evaluar.

Las dosis empleadas fueron 10,000 mg/kgp,, 15,000 mg/kgp: y 20,000
mg/kgpc. Se manejaron dos controles uno que corresponde al alimento
estandar para ratones y otro que fue elaborado con un concentrado de
soya, para simular la adicidon de un preparado proteinico, relativamente

inocuo en los pellets.

Para fines practicos, se utilizaron las siguientes abreviaturas: CPT para
el grupo control, alimentados con pellets TEKLAD Global para roedores
18% Proteina HARLAN®; CS75 para el lote control de pellets preparados
con un concentrado de soya al 7.5%; HI50 para el lote alimentado con
un CPAHD al 5%; HI75 para el grupo alimentado con pellets al 7.5% del
CPAHD y HI100 para el lote alimentado con un CPAHD al 10%.

5.1 Incremento en peso corporal

Durante el estudio, se llevd acabo la evaluacidon del crecimiento por
medio del incremento en peso, con el fin de observar la influencia del

material en este parametro.

En la tabla 5.1, se reporta el promedio del peso acumulativo al final del
estudio de toxicidad, asi como la desviacion estandar vy el porcentaje

del coeficiente de variacion.



Los valores promedio del incremento en peso corporal obtenidos son
muy cercanos entre cada lote; de manera general, se puede decir que el
lote HI75 tuvo un mayor incremento en peso corporal, mientras que el
lote HI50 tuvo un menor incremento de peso, con respecto al grupo
control CPT.

Tabla 5.1 Incremento en peso corporal promedio de los diferentes lotes

de animales alimentados con preparados de pellets.

Lote’ Incremento en peso
Promedio (g) 22.4

CPT DS? 7.5
CV?(%) 33.3
Promedio (g) 24.8

CS75 DS* 7.4
CV3(%) 29.7
Promedio (g) 23.6

HI50 Ds! 8.0
CV?(%) 33.9

Promedio (g) 26.5

HI75 DS* 7.9
CV*(%) 29.9

Promedio (g) 24.4

HI100 Ds! 7.5
CV?(%) 30.6

! Desviacién estandar.
2 Coeficiente de variacién expresado en porcentaje.

3 CPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de
soya. HI50: pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets
10% del CPAHD.

* CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.

La evaluacién de este parametro se puede visualizar de manera mas
clara en el gréafico 5.1, el cual representa el incremento en peso
corporal con respecto al tiempo. Se observa que el crecimiento de los
animales en estudio fue muy similar con respecto al lote control CPT a

través de las 14 semanas de experimentacion.



Graficamente no existe diferencia significativa, pues las barras de
desviacidon estandar indican que ningun valor se encuentra por encima o

debajo de esta.

Curvas de crecimiento

27.0

24.0

21.0

18.0

15.0

12.0

9.0

6.0

3.0

Incremento en peso acumulativo
(9)

0.0

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tiempo (semana)

Grafico 5.1 Promedio incremento en peso acumulativo con respecto al
tiempo en un periodo de 14 semanas, en el estudio de la evaluacion
toxicolégica del CPAHD™.

CPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de
soya. HI50: pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets
10% del CPAHD.

* CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.

Para comprobar esta afirmacion, se realizd un andlisis de varianza
(anexo), para la ultima semana del estudio, se planted la hipotesis “Ho:
no existe diferencia entre lotes”. En el analisis estadistico, se acepta la
hipdtesis nula, al no encontrarse diferencia significativa entre el

incremento en peso corporal de los diferentes lotes evaluados.




5.2 Consumo de Alimento

De acuerdo al grafico 5.2 se observa que la ingesta de alimento fue
muy similar entre todos los lotes con respecto al control. El lote que
ingiri6 mas alimento fue el lote control CPT, este efecto se empezd a
manifestar a partir de la semana 5; para el caso de los lotes CS75,
HI75 y HI100, el consumo de alimento se ve muy similar; mientras que

el lote HI50 fue el lote que ingiri6 menor cantidad de alimento.

Consumo de Alimento

5.0
4.5
4.0
3.5
3.0

Alimento Acumulativo
Ingerido (kg)

2.5 ——CPT
2.0 -&-CS75
1.5 HI50
1.0 ==HI75
0.5 —#=HI100

0.0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Tiempo (semana)

Grafico 5.2 Alimento acumulativo ingerido respecto al tiempo, en el

estudio de la evaluacidn toxicolégica del CPAHD™.

CPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de
soya. HI50: pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets

10% del CPAHD.

* CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.

Al parecer, las diferencias entre la cantidad de alimento consumido
no afecto el incremento en peso de los ratones, pues se observa un
indica, que para este

crecimiento en peso muy similar, lo cual

parametro bioldgico, no se presentaron anomalias.
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5.3 Signos clinicos

Los ratones se mantuvieron en observacion durante todo el estudio, los
signos clinicos evaluados fueron: lordosis, xifosis, disnea, cianosis,
ataxia, excitaciéon, ereccién caudal, piloereccion, hipotermia,

agresividad y aletargamiento.

Los signos clinicos antes mencionados se evaluaron por medio de la
observacién de los diferentes lotes de prueba con respecto al lote
control CPT. Durante el periodo de evaluacion de los diferentes
preparados del CPAHD, no se observaron signos clinicos que pudiesen

indicar alguna anormalidad debida al consumo del material en estudio.

En este ensayo bioldgico, no se reporta la muerte de ninguno de los
ratones, lo que indica la posible ausencia de alguna sustancia toxica que

pudiere causar mortalidad en alguno de los lotes evaluados.

5.4 Eficiencia alimenticia

Se realizé el calculo de eficiencia alimenticia, que es una medida de
productividad de un animal, este parametro se puede utilizar como un
indicador de la calidad de proteinica del material de prueba con respecto
al control CPT, pues la eficiencia alimenticia relaciona la cantidad de

alimento consumido y la ganancia en peso corporal de un organismo.

Los valores de eficiencia alimenticia calculados se reportan en la tabla
5.2, en la que se puede observar que los valores obtenidos son muy
similares en los lotes de animales alimentados con diferentes
concentraciones proteinicas. Al realizar el analisis de varianza
correspondiente (anexo), se encontrd6 que no existe diferencia

significativa entre los lotes.



Vale la pena mencionar que los tres concentrados proteinicos de
almendra de higuerilla destoxificada (CPAHD) que se estudiaron
presentaron un valor mayor que el lote control CPT, lo que podria indicar
una mayor eficiencia alimenticia por parte del concentrado proteinico en
evaluacién, acercandose mas a la calidad proteinica del concentrado de

soya.

Tabla 5.2 Eficiencia alimenticia de preparados de pellet

Lote® Eficiencia Alimenticia ®
(%)
CPT 44,5898 + 0.8457
CS75 5.2179 £ 0.4241
HI50 5.3411 £ 1.0649
HI75 5.5209 £ 0.4698
HI100 5.3267 £ 0.6165

@ Se reporta valor promedio *+ desviacion estandar.

PCPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de
soya. HI50: pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets
10% del CPAHD.

*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.

La eficiencia alimenticia es un indicador simple, pero sensible a los
efectos toxicos de una sustancia; por lo tanto, al no observarse
diferencia significativa entre los valores calculados, se deduce que no se
presentaron anormalidades debidas a algun compuesto toxico presente

en el CPAHD estudiado.

5.5 Citometria hematica

Los parametros de una citometria hematica son indicadores del estado
de salud de un individuo, ya que suelen evidenciar signos subclinicos
debidos a un dafio causado por alguna sustancia toxica que pudiera

estar presente en el CPAHD.



Al término del experimento, se realizd la toma de muestras sanguineas
sobre los animales en estudio, con el fin realizar un analisis de
laboratorio, la obtencidn de las muestras se realizd por medio de un

sangrado vena mandibular o seno retro-orbital.

El anadlisis de las muestras sanguineas se realizd con el apoyo del
Departamento de Patologia Clinica de la Facultad de Veterinaria y
Zootecnia, de la UNAM.

Los parametros hematoldgicos obtenidos se dividieron en tres grupos:
serie blanca, serie roja y serie trombocitica, los cuales se representan
graficamente a continuacidon, donde en cada grafico se puede observar
la barra del valor promedio con su intervalo que corresponde a una

desviacion estandar.

Serie blanca

Leucocitos @b
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Leucocitos (103/uL)
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CPT CS75 HI50 HI75 HI100

Grafico 5.3 Resultados leucocitos (LEU) en el estudio de la evaluacién
toxicoldgica del CPAHD"™.

3Se reporta el valor promedio con barras de desviacién estandar.
PCPT- control pellets 18% proteina; €CS75- Pellets 7.5% concentrado proteinico de soya;
HI50- pellets 5% del CPAHD; HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets 10% del CPAHD.
*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.
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Serie roja
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Grafico 5.4 Resultados eritrocitos (ERI) en el estudio de la evaluacion
toxicoldgica del CPAHD™.
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Grafico 5.5 Resultados hemoglobina (Hb) en el estudio de la evaluacion
toxicoldgica del CPAHD™.

aSe reporta el valor promedio con barras de desviacién estandar.
PCPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de soya. HI50:
pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets 10% del CPAHD.

*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.
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Grafico 5.6 Resultados hematocrito (Hct) en el estudio de la evaluacion
toxicoldgica del CPAHD™.
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Grafico 5.7 Resultados volumen corpuscular medio (VCM) en el estudio

de la evaluacion toxicolégica del CPAHD".

aSe reporta el valor promedio con barras de desviacion estandar
PCPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de soya. HI50:
pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets 10% del CPAHD.
*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.
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Grafico 5.8 Resultados hemoglobina corpuscular media (HCM) en el

estudio de la evaluacién toxicoldgica del CPAHD™.
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Grafico 5.9 Resultados concentracion de hemoglobina corpuscular

media (CMCM) en la evaluacién toxicoldgica del CPAHD™.

aSe reporta el valor promedio con barras de desviacion estandar.
PCPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de soya. HI50:
pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets 10% del CPAHD.
*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.
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Grafico 5.10 Resultados plaquetas (PQT) en el estudio de la evaluacion
toxicolégica del CPAHD™.

aSe reporta el valor promedio con barras de desviacidon estandar.
PCPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de soya. HI50:
pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets 10% del CPAHD.
*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.

En la representacién grafica de los resultados obtenidos en la evaluacion
de citometria hematica, se presentan las barras correspondientes a +
una desviacion, lo que nos permite observar de una manera mas sencilla
que los valores obtenidos en los diferentes parametros evaluados son
muy similares, entre los grupos de ensayo del CPAHD, con respecto a
los controles CPT y CS75.

Se realizé un andlisis de varianza de una via (anexo) en cada uno de los
parametros obtenidos, para demostrar que no existe diferencia
significativa entre los diferentes lotes, con un intervalo de confianza del
10%, debido a que es un estudio bioldgico, se debe considerar la

variabilidad intrinseca que existe entre los individuos.
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En dicho estudio estadistico, se corrobord que no hay diferencia
significativa entre los lotes en ninguno de los parametros evaluados en
la citometria hematica. Lo que en cierta forma indica la posible

inocuidad del concentrado proteinico evaluado.

5.6 Quimica sanguinea

Los parametros de la quimica sanguinea hacen referencia al
funcionamiento metabodlico de un individuo, por lo que, en el estudio
toxicoldgico del CPAHD, se realiz6 tal evaluacion, para ello los animales
se sometieron a 4 horas de ayuno, posteriormente, se obtuvieron las
muestras sanguineas y se procesaron con apoyo de el Centro

Universitario de Diagndstico, de la FES Cuautitlan, de la UNAM.

Se realiz6 una quimica sanguinea de seis elementos: glucosa, colesterol,
triglicéridos, acido urico, urea y creatinina, los cuales se analizaron en

una representacion grafica y posteriormente con un analisis estadistico.

A continuacién, se presentan de manera grafica los resultados
correspondientes de la quimica sanguinea realizada al termino del
experimento de la evaluacion toxicoldgica en ratones alimentados con
un concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada
(CPAHD); en tales graficos, se reporta la barra del valor promedio con
su intervalo que corresponde a una desviacion estandar; el porcentaje

del coeficiente de variacion de cada lote se muestran en el anexo.
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Grafico 5.11 Resultados glucosa en el estudio de la evaluacién
toxicoldgica del CPAHD™.
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Grafico 5.12 Resultados colesterol en el estudio de la evaluaciéon
toxicoldgica del CPAHD™.

3Se reporta el valor promedio con barras de desviacion estandar.

BCPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de
soya. HI50: pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets
10% del CPAHD.

*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.
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Grafico 5.13 Resultados triglicéridos en el estudio de la evaluacién
toxicoldgica del CPAHD".
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Grafico 5.14 Resultados urea en el estudio de la evaluacion toxicoldgica
del CPAHD".

3Se reporta el valor promedio con barras de desviacion estandar.

BCPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de
soya. HI50: pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets
10% del CPAHD.

*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.
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Grafico 5.15 Resultados acido urico en el estudio de la evaluacion
toxicolégica del CPAHD™.
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Grafico 5.16 Resultados creatinina en el estudio de la evaluaciéon
toxicoldgica del CPAHD"™.

3Se reporta el valor promedio con barras de desviacion estandar.

PCPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de
soya. HI50: pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets
10% del CPAHD.

*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.
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Los datos obtenidos, se analizaron estadisticamente, por medio de un
analisis de varianza de una via, con una o de 0.01 (anexo), debido a la
variabilidad intraespecie. Al ser una investigacién de tipo bioldgica, en
dicho analisis estadistico, se encontré que los parametros evaluados no
presentan diferencia significativa entre los diferentes preparados de
CPAHD y los controles CPT y CS75.

Lo anterior indica, de forma indirecta, que el funcionamiento del higado
y rifiones es adecuado, por lo que se podria afirmar que el toxico
presente en forma natural en la semilla de higuerilla se ha desactivado
y/o eliminado, por lo que, aparentemente, no hay presencia de algun

dano caudado por la ingesta del CPAHD durante el periodo ensayado.

5.7 Relacion porcentual de 6rganos

Al término del estudio, se realizaron necropsias a los animales
empleados durante el ensayo biolégico, con el objetivo de observar
posibles alteraciones en los 6érganos, se extrajeron 5 dérganos: bazo,

corazon, higado, pulmones vy rifiones.

Los 6rganos extraidos se pesaron inmediatamente después de realizar la
necropsia, para hacer una relacién entre el peso del drgano y el peso del
animal, es decir, obtener la relaciéon porcentual de cada uno de estos

organos.

Los resultados obtenidos se muestran en los siguientes graficos de
barras, en los que se presenta el valor promedio con su intervalo que
corresponde a una desviacion estandar, la tabla de resultados

correspondientes se reporta en el anexo.
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Grafico 5.17 Resultados relacion porcentual del bazo en el estudio de la

evaluacién toxicolégica del CPAHD”.
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Grafico 5.18 Resultados relacion porcentual del corazén en el estudio

de la evaluacién toxicolégica del CPAHD".

3Se reporta el valor promedio con barras de desviacion estandar.

PCPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de
soya. HI50: pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets
10% del CPAHD.

*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.
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Grafico 5.19 Resultados relacion porcentual del higado en el estudio de

la evaluacién toxicolégica del CPAHD”.
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Grafico 5.20 Resultados relacion porcentual de los pulmones en el

estudio de la evaluacion toxicolégica del CPAHD".

3Se reporta el valor promedio con barras de desviacion estandar.

BCPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de
soya. HI50: pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets
10% del CPAHD.

*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.
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Grafico 5.21 Resultados relacién porcentual de los rifiones en el estudio
de la evaluacién toxicolégica del CPAHD”™.
3Se reporta el valor promedio con barras de desviacion estandar.
PCPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de
soya. HI50: pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets

10% del CPAHD.
*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.

De los datos obtenidos en la relacion porcentual de los dérganos
extraidos, se les realizé un andlisis de varianza de una via (anexo), con
un nivel de significancia de «=0.01, debido a la variabilidad intraespecie,

al ser un estudio bioldgico.

El analisis estadistico muestra que no existe diferencia significativa en
la relacion porcentual obtenida entre los datos de los d&rganos
correspondientes a los animales que fueron alimentados con las
diferentes dosis del concentrado proteinico de la almendra de higuerilla
destoxificada (CPAHD) y de los animales que fueron alimentados con

pellets para roedores de la marca HARLAN 18% proteina.



Los resultados obtenidos senalan que los 6rganos de los ratones en
experimentacion no sufrieron alguna alteracién causada por el consumo

habitual del CPAHD, lo cual puede ser indicio de su relativa inocuidad.

5.8 Evaluacion histopatolégica de 6rganos

Se realizd la evaluacién histoldgica de los siguientes érganos: bazo,
corazén, higado, pulmones y rifones; por medio la observacién
microscopica de los tejidos, incluidos en parafina y tefidos con

hematoxilina-eosina (HE).

El procedimiento histopatoldgico se realizé en la Facultad de Veterinaria
y Zootecnia de la UNAM, en el Departamento de Patologia, con base en
el Manual de métodos histotecnoldgicos, del Instituto de Patologia, de

las fuerzas Armadas de los Estados Unidos de América (AFIP).?®

Para el estudio, se eligieron de forma aleatoria 5 ratones de cada lote, a
los cuales, al finalizar el experimento, se les extrajeron los cinco
organos antes mencionados, teniendo un total de 25 muestras por cada

lote.

A continuacién, se muestran las fotomicrografias de los tejidos de los
organos analizados histoldgicamente, en donde los resultados que se
obtuvieron se agruparon de acuerdo al érgano analizado, para facilitar la
comparacion del tejido con respecto al grupo control y los diferentes
lotes que se manejaron en el estudio toxicoldgico de la almendra de

higuerilla destoxificada.



Figura 5.1 Resultados tincidn HE de las células del bazo, evaluacién
histopatoldgica del CPAHD".

A. Fotomicrografia del bazo lote CPT (control pellets 18% proteina) sin
cambios histopatoldgicos aparentes (40x); B. Fotomicrografia del bazo
lote CS75 (pellets 7.5% del CPAHD) sin cambios histopatoldgicos
aparentes (40x); C. Fotomicrografia del bazo lote HI50 (pellets 5% del
CPAHD) sin cambios  histopatoldgicos aparentes (40x);

D. Fotomicrografia del bazo lote HI75 (pellets 7.5% del CPAHD) sin
cambios histopatoldgicos aparentes (40x); E. Fotomicrografia del bazo
lote HI100 (pellets 10 % del CPAHD) sin cambios histopatoldgicos
aparentes (40x).

*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de Higuerilla destoxificada.
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Corazon

Figura 5.2 Resultados tincion HE de las células del corazén, evaluacién
histopatoldgica del CPAHD".

A. Fotomicrografia del corazén lote CPT (control pellets 18% proteina)
sin cambios  histopatoldégicos aparentes  (10x);

B. Fotomicrografia del corazén lote CS75 (pellets 7.5% del CPAHD) sin
cambios histopatoldgicos aparentes (10x); C. Fotomicrografia del
corazon lote HI50 (pellets 5% del CPAHD) sin cambios histopatoldgicos
aparentes (10x); D. Fotomicrografia del corazén lote HI75 (pellets 7.5%
del CPAHD) sin cambios histopatoldgicos aparentes (10x); E.
Fotomicrografia del corazén lote HI100 (pellets 10 % del CPAHD) sin
cambios histopatoldgicos aparentes (40x).

*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de Higuerilla destoxificada.
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Figura 5.3 Resultados tincién HE de las células del higado, evaluacién
histopatoldgica del CPAHD".

A. Fotomicrografia del higado lote CPT (control pellets 18% proteina) sin
cambios histopatoldgicos aparentes (10x); B. Fotomicrografia del higado
lote CS75 (pellets 7.5% del CPAHD) sin cambios histopatoldgicos
aparentes (10x); C. Fotomicrografia del higado lote HI50 (pellets 5%
del CPAHD) sin cambios histopatolégicos aparentes (10x); D.
Fotomicrografia del higado lote HI75 (pellets 7.5% del CPAHD) sin
cambios histopatoldgicos aparentes  (10x);

E. Fotomicrografia del higado lote HI100 (pellets 10 % del CPAHD) sin
cambios histopatoldgicos aparentes (40x).

*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de Higuerilla destoxificada.
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Pulmon

Figura 5.4 Resultados tincion HE de las células de pulmén, evaluacion
histopatoldgica del CPAHD".

A. Fotomicrografia de pulmén lote CPT (control pellets 18% proteina)
sin cambios histopatoldgicos aparentes (40x); B. Fotomicrografia de
pulmén lote CS75 (pellets 7.5% del CPAHD) sin cambios
histopatoldgicos aparentes (40x); C. Fotomicrografia de pulmoén lote
HI50 (pellets 5% del CPAHD) sin cambios histopatoldgicos aparentes
(40x); D. Fotomicrografia de pulmoén lote HI75 (pellets 7.5% del
CPAHD) sin cambios histopatoldgicos aparentes (40x);

E. Fotomicrografia de pulmén lote HI100 (pellets 10 % del CPAHD) sin
cambios histopatoldgicos aparentes (40x).

*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de Higuerilla destoxificada.
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Figura 5.5 Resultados tincidon HE de las células de rifidn, evaluacion

histopatoldgica del CPAHD".

A. Fotomicrografia de rifidn lote CPT (control pellets 18% proteina) sin
cambios histopatoldgicos aparentes (40x), B. Fotomicrografia de rifidn lote
CS75 (pellets 7.5% del CPAHD) sin cambios histopatoldgicos aparentes
(40x), C. Fotomicrografia de rifidn lote HI50 (pellets 5%  del
CPAHD) sin cambios histopatoldgicos aparentes (40x), D.
Fotomicrografia de rifidn lote HI75 (pellets 7.5% del CPAHD) sin cambios
histopatoldgicos aparentes (40x), E. Fotomicrografia de rifidn lote HI100
(pellets 10 % del CPAHD) sin cambios histopatoldgicos aparentes (40x).

*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de Higuerilla destoxificada.
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En las observaciones microscopicas de los tejidos del bazo, corazon,
higado, rifidn y pulmoén de los animales evaluados, se presentd un
patrén histolégico en los ratones alimentados con el CPAHD, lo que se
confirma al comparar éstas preparaciones histoldgicas contra las

preparaciones de los animales utilizados como control (CPT y CS75).

Con base en los resultados obtenidos en este ultimo estudio y las
anteriores pruebas realizadas en la evaluacion toxicolégica del
concentrado proteinico de la almendra de higuerilla, se puede establecer
que este concentrado proteinico es relativamente inocuo, pues no se

presentaron alteraciones de ningun tipo sobre los ratones en estudio.

5.9 Estimacion de parametros de seguridad

Las pruebas de laboratorio y observaciones que se realizaron a lo largo
del estudio sefialan que, aparentemente el CPAHD, no produce dafo

alguno en el organismo de estudio a las dosis empleadas.

Contando con los resultados anteriores, se decidid realizar el calculd del
parametro toxicoldgico de la dosis mas alta de un xenobidtico que no
manifiesta efectos toxicos, denominado como NOEL y de esta forma
proponer este valor como indice toxicolégico regulatorio de suma
importancia y asi poder a su vez hacer una propuesta de la Ingesta
Diaria Admisible (IDA) del CPAHD.

A continuacién se presentan los calculos realizados para obtener en

primera instancia el NOEL y posteriormente la IDA del CPAHD.



e dosis mas alta a la cual no se observo efecto = 10% del CPAHD

. . ellet
e Alimento consumido = 4.67%

e Peso final promedio = 40.8 g,, . = 0.0408 kg,

e valor establecido para: variabilidad interespecie = 10

variabilidad intraespecie = 10

Calculos

g—peuet:) (10 000 mg CPAHD) — 467 mg CPAHD

4.67
( 6 dia 100-g-petiet dia

mg CPAHD
467 "9 / dia
~ 0.0408 kg, dia kgp. dia
NOEL
IDA = TS donde FS = Factor de Seguridad

FS = (variabilidad interespecie)(variabilidad intraespecie)

FS =(10)(10) = 100

mg CPAHD
11446 kgp.c dia mg CPAHD
IDA = =1145 —
100 kgy. dia

En el estudio toxicoldgico por via oral, en ratones macho de la cepa ICR,

se propone el valor del NOEL de 11446 mg/kgp. dia, mientras que el

IDA calculado corresponde a 114.5 mg/kgp.c. dia; utilizando el factor de

seguridad establecido de 100 considerando la variabilidad intraespecie e

interespecie.



Capitulo VI

Conclusiones

El estudio toxicoldgico, hematoldgico e histopatoldgico, tuvo una
duracion de 14 semanas, en ratones macho de la cepa ICR, alimentados
con un concentrado proteinico de la almendra de Higuerilla (Ricinus
communis) destoxificada (CPAHD) a concentraciones de 5%, 7.5% y
10%, utilizando como vehiculo el alimento TEKLAD global para roedores
18% Proteina, permite concluir que dicho material evaluado es

practicamente no toxico debido a que:

v No influye en el crecimiento de los animales, al no observarse
diferencia significativa en el incremento en peso con respecto al

control, asi como en el consumo de alimento.

v En los analisis sanguineos realizados: citometria hematica y
quimica sanguinea no se muestra la presencia de algun dafio o
anormalidad debida al consumo del CPAHD, al no encontrarse

diferencia significativa en el analisis estadistico realizado.

v En la evaluacién estadistica de la relacién porcentual de los
organos extraidos al final del experimento, no se encontrd
diferencia significativa entre el control de soya y al control de

pellets comerciales y los diferentes preparados de CPAHD.

v' La evaluacion histopatoldgica de los érganos bazo, corazén,
higado, rindn y pulmén tefiidos con hematoxilina-eosina, se

observan dichos tejidos normales, sin cambios aparentes.

Por lo que se propone como NOEL un valor de 11446 mg/Kg,.. dia, y
como IDA 114. 46 mg/Kgp.c. dia.



6.1 Perspectivas

Realizar el ensayo toxicoldégico en otra especie mas sensible, de
preferencia en toda la vida del organismo, evaluar a lo largo del
estudio: los signos clinicos, el incremento en peso corporal, el

alimento consumido, parametros hematolégicos.

Al final del experimento, evaluar posibles dafios morfopatoldgicos
de drganos por medio de necropsias, asi como su estudio

histopatoldgico de los principales 6rganos.

Establecer la calidad proteinica del concentrado proteinico de
almendra de higuerilla destoxificada, por medio de métodos

quimicos, bioldgicos e inclusive microbioldgicos.

Realizar el perfil de aminoacidos de importancia en el area de

nutricion.

Realizar estudios nutricionales en animales de laboratorio, para
determinar la disponibilidad y aprovechamiento de la proteina, por
medio de experimentacién basada en la ganancia en peso o

balance de nitrégeno.
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Capitulo VIII

Anexos

8.1 Analisis proximal de alimento TEKLAD global

roedores 18% proteina HARLAN®

Tabla 8.1 Analisis proximal alimento comercial TEKLAD

Determinacion

Base seca (%)

Proteina cruda (minima) 18.0
Grasa cruda (minima) 5.0
Fibra cruda (maxima) 5.0

para

Ingredientes: Trigo molido, maiz molido, aceite de trigo, harina

de soya descascarillada, harina de gluten de maiz, aceite de soya,

carbonato de calcio, levadura de cerveza deshidratada,

dicdlcico, sal yodada, L-lisina,

DL-metionina,

fosfato

cloruro de colina,

mononitrato de tiamina, biotina, niacina, acetato de vitamina A,

clorhidrato de piridoxina, suplemento de vitamina D3, acido félico,

complejo de bisulfito sédico de metionina, suplemento de vitamina E,

suplemento de vitamina B12, pantotenato de calcio, sulfato ferroso,

oxido de magnesio, 6xido de manganeso, 6xido de zinc, sulfato de

cobre, yodato de calcio, carbonato de cobalto, sulfato crémico de

potasio y coalin.



8.2 Hoja de registro de datos para la prueba de toxicidad

Ratén: Sexo: Peso inicial (Pi): lote: Fecha:

Tiempo (dias)

Peso animal (Pqis)

Incremento acumulado (Pgia-Pi)

Alimento inicial (I)

Alimento final (F)

Alimento ingerido (AI=I-F)

Alimento acumulado (ZAI)

Observaciones:




Tabla 8.2 Distribucion de culebra japonesa

8.3 Distribucion de culebra japonesa

e Los ratones se pesan y se marcan de manera individual, lo

que corresponde a su peso inicial (Pi)

e Los animales se distribuyen de manera ascendente siguiendo

la distribucidén de culebra japonesa, de tal forma que entre los

lotes, el peso de los ratones sea lo mas uniforme posible.

Colocando 10 ratones por lote en su respectiva jaula.

ARARA

VRN

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5
15.70 ——> 15.70 c—=> 15.70 c—=> 1580 ——>15.80
15.90 <g;| 15.90 <:*;| 15.90 (-L— 15.90 <:ﬂ;| 15.80
16.00 :':> 16.10 .:'E> 16.10 L~ 16.20 :"::>16.20
16.30 <ﬂ: 16.20 <:*;| 16.20 <f:| 16.20 <:ﬂ;| 16.20
16.30 ,:b 16.30 :;> 16.30 .:':> 16.30 ,:b 16.40
16.50 <;':| 6.40 @ 16.40 (—— 16.40 (—— 16.40
16.50 ,:b 16.50 .:F> 16.50 L. 16.70 L~ 16.70
16.80 (—— 16.80 {—— 16.80 (1 16.70 —— 16.70
16.90 ——> 16.90 ,:b 17.00 ,:b 17.00 ,:b 17.20
17.9 (—— 17.50 ¢:| 17.30 ¢:| 17.20 <g:| 17.20
Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio
16.48 16.43 16.42 16.44 16.46




8.4 Tablas de resultados

8.4.1 Incremento en peso corporal y consumo de alimento

Tabla 8.3 Incremento en peso acumulativo promedio por semana de los diferentes lotes de animales

alimentados con preparados de pellets.

Semana | 1 | 2 | 3 | 4 [ 5 | 6 | 7 | 8 | 9 |10 | 11 | 12 | 13 | 14
Lote CPT Pellet TEKLAD Global
Promedio (g) | 9.7 | 13.3 | 15.9 | 18.1 | 19.8 | 21.1 | 22.1 | 22.3 | 23.0 | 24.1 | 23.9 | 23.4 | 23.2 | 22.4
DS 30| 41| 49 | 555 | 59 | 6.3 | 6.8 | 70 | 7.2 | 7.5 7.4 7.4 | 7.2 | 7.5
CV (%) 30.8 | 31.2 | 30.9 | 30.4 | 30.0 | 29.8 | 30.6 | 31.4 | 31.1 | 31.0 | 31.2 | 31.8 | 31.2 | 33.3
Lote CS75 Pellet 7.5 % de Harina de SOYA desengrasada
Promedio (g) | 9.6 | 13.4 | 15.5 | 17.6 | 19.3 | 20.7 | 22.2 | 21.8 | 23.5 | 25.1 | 24.6 | 24.9 | 25.0 | 24.8
DS 31| 42 | 49 | 54 | 58 | 6.3 | 6.8 | 6.6 | 7.1 | 7.7 7.6 7.7 | 7.6 | 7.4
CV (%) 32.3| 31.4 | 31.6 | 30.8 | 30.1 | 30.3 | 30.5 | 30.2 | 30.3 | 30.7 | 30.7 | 30.9 | 30.4 | 29.7
Lote HI50 Pellet 5.0 % de CPAHD
Promedio (g) | 8.4 | 11.3 | 13.7 | 16.0 | 17.9 | 19.2 | 20.7 | 20.3 | 20.4 | 22.1 | 22.4 | 22.0 | 23.1 | 23.6
DS 3.1 | 42 | 47 | 54 | 6.0 | 63 | 6.7 | 6.7 | 6.7 | 7.1 7.4 7.2 | 7.6 | 8.0
CV (%) 36.6 | 36.7 | 34.4 | 33.7 | 33.8 | 32.7 | 32.2 | 33.2 | 32.7 | 32.2 | 33.1 | 32.8 | 32.9 | 33.9
Lote HIZ75 Pellet 7.5 % de CPAHD
Promedio (g) | 10.3| 14.1 | 16.9 | 19.7 | 22.3 | 23.5 | 24.6 | 24.8 | 24.6 | 26.6 | 25.7 | 25.7 | 26.4 | 26.5
DS 3.1 | 42 | 5.1 59 | 67 | 70 | 73 | 7.5 | 7.4 | 8.0 7.6 7.8 | 8.0 | 7.9
CV (%) 30.0 | 30.1 | 30.3 | 30.1 | 30.3 | 29.9 | 29.8 | 30.1 | 29.9 | 30.1 | 29.8 | 30.2 | 30.2 | 29.9
Lote HI100 Pellet 10.0 % de CPAHD
Promedio (g) | 9.6 | 13.2 | 15.7 | 17.4 | 19.2 | 20.3 | 21.7 | 21.6 | 23.0 | 24.5 | 24.1 | 23.7 | 24.4 | 24.4
DS 30 | 42 | 49 | 54 | 58 | 6.2 | 6.7 | 6.7 | 7.1 | 7.5 7.3 7.2 | 7.4 | 7.5
CV (%) 31.8| 31.8 | 31.4 | 30.8 | 30.2 | 30.6 | 30.9 | 31.0 | 30.9 | 30.7 | 30.3 | 30.3 | 30.5 | 30.6

CPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de soya. HI50: pellets 5% del CPAHD. HIZ75: pellets 7.5% del
CPAHD. HI100 pellets 10% del CPAHD.
*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.
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Tabla 8.4 Analisis de varianza del peso promedio por lote de una via para la semana 14.

Suma de |Grados de| Media de F E Decisién
cuadrados| Libertad |cuadrados| critica
No hay
Entre Grupos 91,82 4 22,96 2.03 | 3.78 . .
diferencia
Dentro de grupos| 509,45 45 11,32
Total 601,27 49

Tabla 8.5 Alimento acumulativo por semana de los diferentes preparados de pellets durante el estudio de

toxicidad crodnica.

Semana |1 2 | 3 4 | 5 | 6 | 7|1 8] 9 |10 11]12] 13 ] 14
Lote CPT Pellet TEKLAD Global
A"me”to(i;‘;m“'a“vo 0.30 | 0.57 | 0.95|1.28 | 1.61 | 1.95 | 2.28 | 2.60 | 3.02 | 3.38 | 3.75 | 4.14 | 4.52 | 4.92
Lote CS75 Pellet 7.5 % de SOYA
A"me”to(i;‘;m“'a“vo 0.28 [ 0.54 | 0.88 | 1.18 | 1.47 | 1.79 | 2.14 | 2.46 | 2.90 | 3.28 | 3.64 | 4.02 | 4.39 | 4.75
Lote HI50 Pellet 5.0 % de HIGUERILLA
A"me”to(i;‘;m“'a“vo 0.28 (0.510.82|1.11 | 1.41|1.72 | 2.06 | 2.35 | 2.72 | 3.05 | 3.36 | 3.71 | 4.07 | 4.42
Lote HI75 Pellet 7.5 % de HIGUERILLA
A"me”to(i;‘;m“'a“vo 0.31[0.57|0.94 | 1.25|1.59 | 1.90 | 2.26 | 2.57 | 2.98 | 3.35 | 3.69 | 4.06 | 4.43 | 4.80
Lote HI100 Pellet 10.0 % de HIGUERILLA
A"me”to(izu)m“'ativo 0.27 [ 0.53|0.89|1.19 | 1.50 | 1.82 | 2.17 | 2.48 | 2.90 | 3.23 | 3.56 | 3.90 | 4.23 | 4.58

CPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de soya. HI50: pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del
CPAHD. HI100 pellets 10% del CPAHD.
*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.
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8.4.2 Citometria hematica
8.4.2.1 Resultados

Tabla 8.6 Resultados citometria hematica.
SERIE BLANCA

Parametro CPT CS75 HI50 HI75 | HI100
Promedio| 8.04 7.08 9.72 10.10 9.30
LEU?(10%/
o) DS 3.46 2.58 1.72 2.05 1.81
CV (%) | 43.07 | 36.44 17.72 20.28 19.41
SERIE ROJA
Parametro CPT CS75 HI50 HI75 | HI100
ERIP Promedio| 9.39 9.62 9.73 9.92 8.93
(10°/uL) DS 0.58 0.76 0.69 0.92 1.01

CV (%) | 6.19 7.90 7.09 9.24 11.35

Hb¢ |[Promedio| 15.10 | 15.90 | 16.46 | 16.70 | 15.20
(g/dL) DS 0.86 0.48 0.54 1.41 1.55
CV (%) | 5.70 3.05 3.29 8.44 10.20

Hct? Promedio | 49.41 52.04 55.17 55.70 51.83

(%) DS 4.88 4.54 2.57 5.89 5.46

CV (%) | 9.87 8.72 4.67 10.57 | 10.54
VCM® [ Promedio| 53.28 | 54.14 | 56.90 | 56.32 | 58.12
(fL) DS 2.21 3.48 4.30 5.06 3.76

CV (%) | 4.14 6.43 7.56 8.99 6.47
HCM" [Promedio| 16.06 | 16.60 | 16.98 | 16.80 | 16.98

(pg) DS 0.48 0.86 0.73 0.46 0.31
CV (%) | 3.01 5.16 4.30 2.73 1.83
Promedio | 30.10 | 30.72 | 29.90 | 30.04 | 29.34
CHCM DS 2.12 2.24 1.48 2.25 1.81
(g/dL)

CV (%) | 7.04 7.31 4.95 7.48 6.18
SERIE TROMBOCITICA
Parametro CPT | CS75 | HI50 | HI75 | HI100
PLQ" [Promedio| 461.20 | 466.20 | 552.20 | 555.40 | 470.80
(10%/pL) DS 132.42 | 113.09 | 57.10 | 47.37 | 54.35
CV (%) | 28.71 | 24.26 | 10.34 8.53 11.54

3 eucocitosPEritrocitos®Hemoglobina®Hematocrito
eVolumen corpuscular mediofHemaglobinacorpuescular media
9Concentracion de hemoglobina corpuescular medio Pplaquetas

CPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de soya. HI50:
pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets 10% del CPAHD.
*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.
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8.4.2.2

Analisis e

stadistico

Tabla 8.7 Analisis de varianza de una via resultados leucocitos (LEU).

Suma de | Grados de | Media de E F Decisién
cuadrados | Libertad |cuadrados exp critica
No hay
Entre Grupos 31.55 4 7.88 1.36 | 4.43 | . .
diferencia
Dentrode | 4,6 5g 20 5.81
grupos
Total 147.84 24

Tabla 8.8 Analisis de varianza de una via resultados eritrocitos (ERI).

Suma de | Grados de| Media de E E Decisién
cuadrados | Libertad | cuadrados exp critica
Entre Grupos 2.88 4 0.72 1.11 | 4.43 | Nohay
diferencia
Dentro de 13.02 20 0.65
grupos
Total 15.90 24

Tabla 8.9 Analisis de varianza de una via resultados hemoglobina (Hb).

Suma de | Grados de | Media de E E Decisién
cuadrados| Libertad |cuadrados exp critica
Entre Grupos |  10.40 4 2.60 230 | 4.43 | Nohav
diferencia
Dentro de 22.63 20 1.13
grupos
Total 33.03 24

Tabla 8.10 Analisis de varianza de wuna via

corpuscular medio (VCM).

resultados volumen

Suma de | Grados de | Media de F F Decisién
cuadrados | Libertad |cuadrados exp critica
No hay
Entre Grupos 73.52 4 18.38 1.18 4.43 . .
diferencia
Dentrode | 540 3 19 15.59
grupos
Total 369.82 23




Tabla 8.11 Analisis de varianza de una via hemoglobina corpuscular

media (HCM).
Suma de |Grados de| Media de F F Decisién
cuadrados| Libertad |cuadrados exp critica
Entre Grupos |  2.93 4 0.73 | 2.02 | 4.43 | Nohay
diferencia
Dentro de 7.23 20 0.36
grupos
Total 10.15 24

Tabla 8.12 Analisis de varianza de una via concentracion de

hemoglobina corpuscular media (CHCM).

Suma de |Grados de| Media de F F Decisién
cuadrados| Libertad |cuadrados exp critica
Entre Grupos | 4.86 4 1.22 0.31 | 4.43 | Nohay
diferencia
Dentro de 75.75 19 3.99
grupos
Total 80.61 23
Tabla 8.13 Andlisis de varianza de una via plaquetas (PLQ).
Suma de |Grados de| Media de F E Decisién
cuadrados | Libertad |cuadrados exp critica
Entre Grupos | 46,438.9 4 11,609.7 | 1.50 | 4.43 | Nohay
diferencia
Dentrode | o0 435 4] 20 7.756.6
grupos
Total 201,571.3 24




8.4.3

Quimica sanguinea

8.4.3.1 Resultados
Tabla 8.14 Resultados quimica sanguinea.
Parametro CS75 | CPT | HI50 | HI75 | HI100
Promedio | 119.53 | 157.15 | 146.19 | 158.32 | 188.46
Glucosa
DS 4419 | 4451 | 39.27 | 44.66 | 16.84
(mg/dL)
CV (%) | 36.97 | 28.33 | 26.86 | 28.21 | 8.94
Promedio | 100.39 | 135.22 | 95.68 | 91.02 | 111.44
Colesterol DS 21.20 | 30.15 | 21.15 | 12.68 | 26.31
(mg/dL)
oV (%) | 21.11 | 22.29 | 22.11 | 13.93 | 23.61
- Promedio | 113.45 | 132.25 | 111.10 | 151.76 | 133.69
Trigliceridos DS 20.67 | 24.30 | 21.22 | 86.19 | 22.45
(mg/dL)
CV (%) | 26.15 | 18.38 | 19.10 | 56.79 | 16.79
Promedio | 62.67 | 57.00 | 65.20 | 49.60 | 51.40
Urea DS 1352 | 7.84 | 2592 | 462 | 5.94
(mg/dL)
CV (%) | 21.57 | 13.76 | 39.75 | 9.30 | 11.56
. Promedio | 1.22 | 1.65 | 1.15 | 1.04 | 0.78
Acido Urico DS 078 | 1.10 | 043 | 0.3¢ | 0.26
(mg/dL)
cv (%) | 63.72 | 66.26 | 37.84 | 32.52 | 33.51
- Promedio | 0.27 | 0.37 | 0.31 | 0.52 | 0.29
Creatinina DS 0.11 | 0.10 | 0.10 | 0.31 | 0.09
(mg/dL)
cV (%) | 39.38 | 27.08 | 34.10 | 59.67 | 30.46

CPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de soya. HI50:
pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets 10% del CPAHD.

*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.

8.4.3.2 Analisis estadistico
Tabla 8.15 Analisis de varianza de una via glucosa.
Suma de | Grados de | Media de F F Decisién
cuadrados | Libertad |cuadrados exp critica
No hay
Entre Grupos 12,326 4 3,081 1.99 | 443 | ,. .
diferencia
Dentrode | 54 513 20 1,550
grupos
Total 43,344 24




Tabla 8.16 Analisis de varianza de una via colesterol.

Suma de | Grados de | Media de F F Decisién
cuadrados| Libertad |cuadrados exp critica
Entre Grupos | 6,215.5 4 1,553.9 | 2.92 | 4.43 | Nohav
diferencia
Dentrode |44 634 5 20 531.7
grupos
Total 16,850.0 24
Tabla 8.17 Analisis de varianza de una via triglicéridos.
Suma de | Grados de | Media de F F Decisién
cuadrados| Libertad |cuadrados exp critica
Entre Grupos | 7,364.6 4 1,841.2 | 0.98 |4.43 | Nohay
diferencia
Dentrode | 35 530 6 20 1,876.5
grupos
Total 44,895.3 24
Tabla 8.18 Anélisis de varianza de una via urea.
Suma de | Grados de | Media de F E Decisién
cuadrados| Libertad |cuadrados exp critica
Entre Grupos | 922.96 4 230.74 | 1.13 | 4.43 | Nohay
diferencia
Dentrode | 4 57540 | 20 203.62
grupos
Total 4,995.36 24
Tabla 8.19 Analisis de varianza de una via acido urico.
Suma de |Grados de| Media de F F
cuadrados| Libertad |cuadrados exp critica | pacision
No hay
Entre Grupos 2.04 4 0.51 1.17 4.43 diferencia
Dentro de 8.70 20 0.43
grupos
Total 10.74 24




Tabla 8.20 Analisis de varianza de una via creatinina.

Suma de |Grados de| Media de F F
cuadrados| Libertad |cuadrados exp critica | pecisidon
No hay
Entre Grupos 0.21 4 0.05 1.88 4.43 diferencia
Dentro de 0.55 20 0.03
grupos
Total 0.76 24
8.4.4 Relacion porcentual de 6rganos

8.4.4.1

Resultados

Tabla 8.21 Resultados relacidon porcentual.

— Pardmetro | CPT_| CS75 | 50 | Hizs RIi100

Promedio| 0.3482 | 0.3933 |0.4282|0.4009|0.4052

Bazo DS 0.0890 | 0.1274 |0.1021(0.1302|0.0960
CV (%) 25.5 32.4 | 23.8 | 32.5 | 23.7

Promedio | 0.6345| 0.6622 |0.6438|0.5992|0.6246

Corazén DS 0.0783| 0.1453 |0.1652|0.1209|0.0667
CV (%) 12.3 21.9 | 25.7 | 20.2 | 10.7

Promedio|5.0109 | 4.7147 |5.2722|5.5888|5.4961

Higado DS 0.5526 | 0.8662 |0.8087|0.4195|0.4469
CV (%) 11.0 18.4 | 15.3 | 7.5 8.1

Promedio|0.7795| 0.8024 |0.8493|0.8032|0.8060

Pulmones DS 0.0629 | 0.2083 |0.1614|0.1474|0.0877
CV (%) 8.1 26.0 19.0 | 18.4 | 10.9

Promedio| 1.5718 | 1.6484 |1.5947|1.7301|1.6485

Rifiones DS 0.2129 | 0.5059 {0.0920|0.1658|0.1536
CV (%) 13.5 30.7 5.8 9.6 9.3

CPT: control pellets 18% proteina. CS75: Pellets 7.5% concentrado proteinico de soya. HI50:
pellets 5% del CPAHD. HI75: pellets 7.5% del CPAHD. HI100 pellets 10% del CPAHD.

*CPAHD: Concentrado proteinico de almendra de higuerilla destoxificada.

8.4.4.2

Analisis estadistico
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Tabla 8.22 Analisis de varianza de una via bazo.

Suma de |(Grados de| Media de F F Decisién
cuadrados | Libertad | cuadrados exp critica
No h
Entre Grupos | 0.034 4 0.009 |0.71]3.78 | .0 &
diferencia
Dentro de 0.547 45 0.012
grupos
Total 0.581 49
Tabla 8.23 Analisis de varianza de una via corazon.
Suma de | Grados de | Media de F E Decisién
cuadrados| Libertad |cuadrados exp critica Isto
No h
Entre Grupos | 0.022 4 0.000 | 0.37 | 3.78| 0"
diferencia
Dentro de 0.662 45 0.012
grupos
Total 0.684 49
Tabla 8.24 Analisis de varianza de una via higado.
Suma de | Grados de | Media de F E Decisién
cuadrados| Libertad |cuadrados exp critica
No h
Entre Grupos | 5.1639 4 1.285 | 3.08 | 3.78 | ..o
diferencia
Dentrode | ¢ g 45 0.417
grupos
Total 23.907 49
Tabla 8.25 Andlisis de varianza de una via pulmones.
Suma de | Grados de| Media de F F Decisién
cuadrados | Libertad |cuadrados exp critica
No ha
Entre Grupos 0.026 4 0.006 0.313 | 3.78 ) y
diferencia
Dentro de | 556 45 0.021
grupos
Total 0.951 49




Tabla 8.26 Analisis de varianza de una via rihones.

Suma de |Grados de| Media de F F Decisién
cuadrados| Libertad |cuadrados exp critica
No h
Entre Grupos | 0.150 4 0.037 |0.518| 3.78 | .0
diferencia
Dentrode | 5 54g 45 0.072
grupos
Total 3.397 49

8.5 Fotografias de ratones alimentados con concentrado

proteinico de almendra de Higuerilla destoxificada

(Ricinus communis)

Lote de animales alimentados con
Pellel al 5 % de )
MIGUERILLA (Ricins OGS

Lote de animales alimentados con
TEREAD Global p roedores 18%

profeina HARLAN

Figura 8.1 Ratones alimentados pellets elaborado con un concentrado

proteinico de almendra de Higuerilla destoxificada al 5%.




Lote de animales afimentados Lute de animales alimentados
con Imentados con
Pellet al 7,5% de HIGUERILLA TERLAD Global p/roedores 18%,
(Ricinus communjs) profeina HARLAN'

Figura 8.2 Ratones alimentados pellets elaborado con un concentrado

proteinico de almendra de Higuerilla destoxificada al 7.5%.

Lote de animales alimentados con
TEKLAD Global p/roedores 18%
proteina HARLAN'

Figura 8.3 Ratones alimentados pellets elaborado con un concentrado

proteinico de almendra de Higuerilla destoxificada al 10 %.



Lole de ammales alimentados con
Lote de animales alimentados con TERLAD Global p roedores 189,

Pellet al 7.5% de SOYA profeina HARLAN

Figura 8.4 Ratones alimentados pellets elaborado con un concentrado

proteinico de soya desengrasada (Glycinemax) al 7.5 %.
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