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RESUMEN

Se estudi6 la especie de Chenopodium ambrosioides, para determinar la toxicidad
de la infusion de la planta completa por administracion de dosis continuas en ratones. Se
evaluo la toxicidad de esta planta de acuerdo a la norma 408 de la Organizacion para la
cooperacion y el desarrollo economico (OECD). Para determinar la toxicidad subcronica
de la infusion se emplearon ratones albinos suizos INH de ambos sexos, a los que se les
administré por via oral infusiones de la especie estudiada a dosis de 6.4g/ml, 13.4g/ml y
3.2g/ml por 90 dias. Al mismo tiempo se realizaron observaciones clinicas diarias con el fin
de identificar algun efecto toxico post administracion de la sustancia, ademas al finalizar
los 90 dias de administracion los ratones fueron sacrificados para realizar examenes
hematoldgicos y bioquimicos asi como estudios macroscopicos e histologicos de los
organos internos. Se encontrd que la infusion de epazote a las dosis administrada no causo
efecto significativos en los pardmetros toxicoldgicos, en el peso corporal, en hematologia y
quimica sanguinea, al igual que tampoco provocd alteraciones anatomopatologicas sobre
los 6rganos y tejidos evaluados. Por lo que la infusion de epazote bajo nuestras condiciones

experimentales no presentd actividad toxica.

XIII



I. INTRODUCCION

Por lo general, en nuestro region la mayor parte de la poblacion utiliza plantas
medicinales para curar sus afecciones de salud, ;pero seran en realidad estas plantas
inofensivas?, esta es una de las principales dudas inherentes a la fitoterapia. Razones por la
cuales organizaciones internacionales tales como Food and Drug Administration (FDA),
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD). Proponen Ila
evaluacion toxicologica a través de ensayos en animales de experimentacion como
herramienta para comprobar que sustancias ingresadas de forma intencional al organismo,
no produzcan dafios sobre la salud del hombre. La evaluacion toxicoldgica tiene como
objetivo fundamental aproximar los efectos adversos de una sustancia y aportar datos

adecuados al estimar la relacion dosis-respuesta.

Se estima que entre 20,000 y 55,000 especies vegetales se han empleado
medicinalmente, de las cuales una pequena cantidad se ha investigado para desarrollar
medicamentos. De todas solo 15 a 20 % de las plantas terrestres ha sido evaluadas. En
consecuencia, las plantas, incluidas las medicinales no investigadas, continian
representando un conjunto significativo de materia prima para el descubrimiento de nuevos

medicamentos (Moron, 2007).

Ultimamente un renovado y fortisimo interés por una medicina mas natural ha
puesto de moda el uso (antiquisimo) de las plantas con fines terapéuticos. Pero, entendamos
bien este calificativo; la planta, como fabrica de substancias con propiedades especiales
(medicinales, narcoticas, toxicas, venenosas, psicoactivas), no establece una
compartimentacion o limite claro (ni mucho menos general para cada especie y tipo de
receptor), entre unos u otros efectos. Asi, y segun Martinez, (2000) la medicina de base
fitoterapetitica no puede en su farmacopea fijar dosis curativas estandar. Unos limites
difusos e imprecisos separan lo util de lo pernicioso, y asi se deriva una misma cantidad

como adecuada para la patologia de determinado sujeto y ser toxica en otro.



Segun Tello, (1997), los efectos toxicos producidos por las plantas son debido a que
ellas han desarrollado un sistema de defensa para su preservacion, produciendo quimicos
con efectos toxicos sobre los que las ingieren. Igualmente los animales han desarrollado
mecanismos de defensa para eliminar las sustancias toxicas que ingresan, por medio de la
accion de los citocromos, (familia de hemoproteinas responsable del metabolismo
oxidativo), sin embargo esta biotransformacion d4 como resultado en ocasiones la
produccién de metabolitos intermedios que también pueden ser toxicos por lo que se
considera que son pocas las plantas con actividad medicinal que no produzcan actividad
toxica. Al ser ingeridos y a pesar de que se cree que los remedios vegetales no representan
un grave problema en cuanto a su toxicidad se ha demostrado que diversas especies

vegetales tienen un efecto toxico para el hombre. (Huerta et al, 2003)

La metodologia que se utilizo para realizar este trabajo consistié en administrar
diariamente la preparacion del vegetal por via oral en tres concentraciones diferentes a
distintos lotes de animales de experimentacion durante 90 dias. Durante el periodo de
administracion, se observo atentamente a los animales el aparecimiento de signos de
toxicidad. Se practic6 analisis de laboratorio clinico al final de la administracion, necropsia
macro y microscopica a los animales sacrificados. La presente investigacion se realizo con
el proposito de conocer los posibles efectos toxicos producidos por la infusion de epazote

sobre el modelo biologico utilizado.



II. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. LAS PLANTAS.

Las plantas son organismos vivientes autosuficientes pertenecientes al reino vegetal
que pueden habitar en la tierra o en el agua. Existen mas de 300.000 especies de plantas, de
las cuales mas de 250.000 producen flores (angiospermas). A diferencia de los animales,
que necesitan digerir alimentos ya elaborados, las plantas son capaces de producir sus
propios alimentos a través de un proceso quimico llamado fotosintesis. La fotosintesis
consiste basicamente en la elaboracion de azucar a partir del C02 (di6xido de carbono)
minerales y agua con la ayuda de la luz solar. Producto del proceso fotosintético, es el
oxigeno., un producto secundario, que proviene de la descomposicion del agua. El oxigeno,
que se forma por la reaccion entre el CO2 y el agua, es expulsado de la planta a través de
los estomas de las hojas. Para hacer la fotosintesis se necesita la energia que toma la planta

del sol. (Reichholf, 1994)

Las plantas presentan formas muy diversas, algunas las llamamos arboles; otras las
conocemos como hierbas; otras presentan una forma arbustiva; algunas se conocen como
lianas y otras simplemente como flores. De acuerdo a su altura, a que sean mas blandas o
mas duras, al uso que hacemos de las mismas, etc., las llamamos con nombres diferentes.

(Reichholf, 1994)

2.2. PLANTAS MEDICINALES Y TOXICAS.

Las propiedades de las plantas medicinales se han utilizado desde tiempos remotos
en la curacion de enfermedades. En la actualidad, en paises tecnolégicamente avanzados
como los Estados Unidos, se estima que un 60 % de la poblacion utilizan habitualmente
plantas medicinales para combatir ciertas dolencias. Las plantas constituyen nuestro
alimento y pueden constituir igualmente nuestra medicina natural, pero también muchas
plantas pueden resultar potencialmente mortales. Las plantas, utilizadas en dosis adecuadas
poseen propiedades curativas, pero en cantidades mas grandes se convierten en potentes

venenos. (Reichholf, 1994)



Las plantas toxicas son muy abundantes dentro del reino vegetal. Dentro de esta
categoria pueden estar implicadas plantas de diferente naturaleza. La toxicidad del mundo
vegetal depende de muchos factores. El clima, la época del afio pueden determinar que una
misma planta sea mas toxica en un momento que en otros. A veces el contenido del
subsuelo también influye. Son bien conocidas las intoxicaciones producidas por ingestion

de plantas que acumulan componentes. (Reichholf, 1994)

2.3. TAXONOMIA DEL EPAZOTE.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales

Familia: Chenopodiaceae

Subfamilia: Chenopodioideae

Género: Chenopodium

Especie: ambrosioides

(Heike Vibrans, 2005)



2.4. DESCRIPCION BOTANICA DEL EPAZOTE.

Chenopodium ambrosioides (epazote) es una planta herbacea, natural de América
Central que crece hasta una altura de unos 100 cm. Las hojas son ovales y dentadas. La
planta tiene un fuerte olor no muy agradable. Posee tallos ramificados sus flores nacen en
racimos y originan semillas negras. Se cultiva en las casas y estd bien adaptada a climas
calido, semicalido, seco y templado. Crece asociada a la selva tropical caducifolia,
subcaducifolia, perennifolia, subperennifolia, matorral xerdfilo, bosques mesofilo de

montaia, de encino y mixto de pino. (Taylor, 2005)

Para Ramirez, et al (2002). El epazote es una planta perteneciente a la familia
Chenopodiaceae, es una especie de planta empleada en la medicina tradicional; la infusion
de sus hojas se administra como remedio contra bronquitis, cura heridas, dolor muscular,
flujo vaginal y dolores estomacales, ademas se atribuyen propiedades vermifugas. Es una

planta silvestre anual.

2.5. USO DEL EPAZOTE.

El empleo del “paico” o epazote para las parasitosis intestinales ha sido desplazado
por farmacos de sintesis menos toxicos, pero aun asi se mantiene su tradicion de uso. La
infusion de hojas y flores es utilizada contra el “empacho y dolor de estdbmago” como,
carminativa, antihelmintica, y digestiva (hojas en infusién o con el mate, en el Caribe y
Centro América se la emplea como tonico estomacal, carminativo y antihelmintico por su
accion paralizante y narcotica sobre ascarides, oxiuros y anquilostomas, ineficaz contra
tenias y tricocéfalo). La decoccidon en conjuncidon con otras cortezas actian como purgante

y abortiva.

Se ha comprobado que su extracto acuoso inhibe el crecimiento de Staphylococcus
aureus en cultivo; las hojas tienen actividad antiamebiana, antifingica y antimaldrica

(Plasmodium falciparum, P. vivax in vitro 'y P. berghei, en ratones en dosis 100 mg/ml). El



aceite posee actividad antibacteriana, antihelmintica (particularmente contra Ascaris
lumbricoide demostrado experimental y clinicamente en dosis de 1,5 ml/persona de 75 kg
de peso corporal), ademas es, antifungica (1.000 ppm), depresora cardiaca, hipotensora,
relajante muscular y estimulante respiratoria; disminuye la motilidad gastrica y tiene

actividad espasmolitica (Torres, 2003).

Usos especificos por localizacion (Taylor, 2005):
e Belice
= Para problemas de digestion, crudas o resacas, flatulencia, parasitos
intestinales y como sedante
e Brasil
= Para provocar abortos, dolores anginosos, contra infecciones bacterianas,
bronquitis, heridas, problemas de circulacion, resfriados, contusiones,
fiebre, desordenes gastricos, hemorroides, hemorragias, insomnio,
flatulencia, parasitos intestinales, laringitis, dificultades menstruales,
sinusitis, garganta inflamada, ulceras, espasmos, tuberculosis, gusanos,
como repelente de insectos y como sedante
e Ecuador
= Para la indigestion, flatulencia, parasitos intestinales y digestion lenta
e Haiti
= Contra pardsitos, piel lastimada o herida, dolor de estdémago, contra gusanos
y como antiséptico
e  México
= Para coélicos, desordenes menstruales, contra los nervios, parasitos dolor de

muelas, tumores, retencion de agua y parésitos intestinales.

e Panama

* Contra el asma, la disenteria y parasitos intestinales.
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e Peru
= Para controlar abscesos, artritis, como anticonceptivo, para limpiar la sangre,

el colera, para aliviar contusiones, diabetes, diarrea, problemas

digestivos, disenteria, edema pulmonar, exceso de mucosa, fracturas,

gastritis, hemorroides, histeria, gases intestinales, memoria, desdrdenes

menstruales, nerviosismo, dolor, pardlisis, parasitos, espasmos,

reumatismo, inflamacion del tracto urinario, vomito, retencién de

liquidos, como anti acido, antiséptico y sedante

e Trinidad y Tobago
= Para infecciones por amibas, asma, como control anticonceptivo, disenteria,
fatiga, palpitaciones y gusanos
e Turquia
= Contra el asma, problemas de digestion, dificultades menstruales,
Nerviosismo y gusanos
o Estados Unidos
= Para incrementar la producciéon de leche materna, contra desordenes

menstruales, dolor, parasitos.

¢ Venezuela
» Para la digestion y contra los gusanos
e Otras partes
= Para abortar, infecciones por amibas, anemia, apendicitis, artritis, asma,
dificultades de parto, colera, resfriados, colicos, conjuntivitis, disenteria,
fatiga, fiebre, parasitos intestinales, gases, ulceras intestinales, lactancia,
malaria, irregularidades menstruales, nerviosismo, dolor, palpitaciones,
paralisis, reumatismos, mordeduras de serpiente, dolor de estomago,
espasmos, tumores, retencion de agua, gusanos, como antiséptico,

insecticida y sedante.



2.6. METABOLITOS SECUNDARIOS EN CHENOPODIOCEAE.

El principal componente del aceite esencial en las Chenopodioideas es el Ascaridol. El

mayor contenido de este aceite se encuentra en las semillas. En el aceite esencial de las

diferentes especies de esta subfamilia se ha determinado la presencia de los siguientes

metabolitos secundarios (Andénimo, s.a):

Ascaridol

p-Cimeno

(-)-Limoneno

(+)-Alcanfor

Aritasona, safrole, N-docosano, N-hentriacontano, N-heptacosano, N-octacosano,
beta-pineno

Metadieno

Metilsalicilato

Dimetilsulfoxido

Ademas, se reportan en diferentes organos y tejidos los siguientes compuestos:

Oligosacaridos
Acidos (en hojas jovenes 6-8%, en las mas viejas mas del 16%)
= L(-)-4cido malico
= D(+)-acido tartarico
= Acido oxaltirico
= Acido adipico
= Acido glicolico
= Acido glutarico
Vitaminas
* Vitamina C (40-155 mg/100g)
Aminoacidos
= Asparagina
* Glutamina

= Betaina



e Histamina (arriba de 140 mg/100g peso fresco)
» Flavonoides:
= Patuletina
= Espinacetina
= Espinatoside
e Clorofila (0,3-1,0%).
e Chenopodidsidos Ay B
e Saponinas

e Taninos (Castillo, 1994)
2.7. PRINCIPIOS GENERALES DE LA TOXICOLOGIA.

La toxicologia es el estudio de los venenos o, en una definicion mas precisa, la
identificacion y cuantificacion de los efectos adversos asociados a la exposicion a agentes
fisicos, sustancias quimicas y otras situaciones. En ese sentido, la toxicologia es tributaria, en
materia de informacion, disefios de la investigacion y métodos, de la mayoria de las ciencias
biolodgicas basicas y disciplinas médicas, de la epidemiologia y de determinadas esferas de la
quimica y la fisica. La toxicologia abarca desde estudios de investigacion basica sobre el
mecanismo de accion de los agentes toxicos hasta la elaboracion e interpretacion de pruebas

normalizadas para determinar las propiedades toxicas de los agentes. (Silbergeld, s.a)

Moreno (2002), describe de una forma muy general el disefio experimental para realizar los

estudios toxicologicos, como sigue a continuacion:

1. Sustrato biologico/ Especie animal

Numero total y distribucion de los grupos de animales
Seleccion de las dosis

Eleccion de las vias de administracion

Duracién del estudio (Toxicidad aguda, por dosis repetidas o cronica)

AN

Pardmetros ha determinar (Examen fisico, hematologia, bioquimica, estudio
macroscopico y estudio histologico)

7. Analisis de resultados



8. Condiciones generales del ensayo:

o Recomendaciones y normativas internacionales
o Observacion previa de los animales Ambiente idéntico
o Administracion y observacion a la misma hora

o Sacrificio rapido y poco estresante.

2.8. TOXICODINAMICA.

El organismo humano es un complejo sistema bioldgico que estd organizado en diversos
niveles, desde el molecular-celular hasta el de los tejidos y 6rganos. Es un sistema abierto, que
intercambia materia y energia con su medio ambiente a través de numerosas reacciones
bioquimicas que estan en equilibrio dinamico. El medio ambiente puede estar contaminado por
diversos toxicos. Cuando moléculas o iones toxicos penetran en ese sistema férreamente
coordinado desde el medio en que un individuo trabaja o vive pueden verse perturbados,
reversible o irreversiblemente, los procesos bioquimicos normales de la célula, o incluso
producirse lesiones y muerte de la célula. En el medio ambiente la biota esta rodeada
permanentemente de una gran cantidad de sustancias con las cuales interacciona en todas sus
actividades vitales. Aunque todos los compuestos con los que esta en contacto, incluyendo el
agua, pueden ser toxicos en determinadas dosis, es evidente que un gran nimero de especies

han tolerado esta situacion. (Pena et al, 2001)

Este mismo autor menciona que, para que un toxico cause dafio en primer lugar se debe
estar expuesto a ¢l y en segundo lugar el toxico tiene que vencer las defensas del organismo
que tratan de impedirle que lleguen al tejido blanco en forma activa. Las defensas consisten
fundamentalmente en mecanismos que restringen la movilidad y disminuyen el periodo de
exposicion del tejido blanco. Esto lo puede hacer el organismo poniendo barreras a su
desplazamiento hacia determinados tejidos disminuyendo su difusibilidad a través de las
membranas celulares facilitando su excrecion. El producido por una dosis, depende de la
cantidad de toxico que llegue en estado activo, al sitio de accion y del tiempo que se le permita

actuar ahi.
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El proceso de transporte y transformacion que experimenta el toxico desde la superficie
epitelial de contacto hasta llegar a los 6rganos en los que se almacenan y en los que causan
lesiones es muy complejo. Por esto segiin Pefia et al (2001), por conveniencia para facilitar su
estudio se considera que consta de cuatro pasos: Absorcion, Distribucion, Metabolismo y
Excrecion. El proceso se conoce por sus siglas ADME y la vez los define de la siguiente

manera.

2.8.1. Absorcion.

La absorcion de un toxico se define como el proceso por medio del cual este atraviesa
membranas y capas de células hasta llegar al torrente sanguineo. El mecanismo de ingreso del
toxico al organismo usa los mismos mecanismos de transporte disefiado para movilizar

compuestos de estructura similar.

2.8.2. Distribucion.

Se entiende por distribucion de un toxico su localizacién y concentracion en diferentes
tejidos. La distribucion no es la accion de transportar el toxico. Por ejemplo, cuando se dice
que un compuesto se distribuye en los 6rganos A, B y C, no se refiere a como el compuesto se
desplazo desde la superficie de absorcion hasta los 6rganos A, B y C, si no al hecho de que el

toxico aparece en esos Organos con una concentracion a, b y ¢, respectivamente.

2.8.3. Excrecion.

La concentracion de un téxico distribuido se puede disminuir por excrecion. Todas las
secreciones corporales pueden excretar compuestos quimicos pero las tres principales vias son
la orina, las heces y el aire exhalado. La excrecion de xenobiodticos utiliza los mismos

mecanismos que tiene el organismo para excretar los desechos metabolicos enddgenos.
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2.8.4. Metabolismo.

Se conoce que, para reducir la posibilidad de que una sustancia produzca una respuesta
toxica se debe de disminuir la cantidad de sustancia que llega en forma activa al tejido blanco,

asi como disminuir el tiempo de permanencia de ésta en su sitio de accion.

Lo anterior se logra disminuyendo la difusibilidad del toxico e incrementando la velocidad
de excrecion ambos fendmenos se producen cuando se incrementa la polaridad del
xenobiotico. Los lipidos se difunden mas rapidamente, asi que al transformar el xenobiotico en
un compuesto mas polar se reduce la velocidad de difusion, se aumenta su solubilidad en agua,

y esto facilita la excrecion en orina.

Al conjunto de vias metabdlicas por medio de los cuales los tejidos incrementan la
polaridad de un toxico se denomina biotransformacion. Podemos decir la biotransformacion de
un toxico consiste fundamentalmente en convertir un xenobi6tico no polar en un compuesto
soluble en agua o sea un compuesto polar. Este es el mecanismo mas comuin que usan los

organismos para eliminar los toxicos ambientales.

En algunos casos la biotransformacion resulta en la produccion de un metabolito que es
mas toxico que el compuesto original. Si estos metabolitos se acumulan y vencen las defensas

del organismo entonces pueden producir un dafio que se manifieste en una respuesta toxica.

El proceso de penetracion de un toxico desde el medio ambiente hasta los lugares en

que va a producir su efecto toxico dentro del organismo puede dividirse en tres fases:

1. La fase de exposicion, que comprende todos los procesos que se producen entre diversos
toxicos y/o la influencia que tienen sobre ellos los factores ambientales (luz, temperatura,
humedad, etc.). Los tdéxicos pueden sufrir transformaciones quimicas, degradacion,

biodegradacion (por microorganismos) y desintegracion.

2. La fase toxicocinética, que comprende la absorcion de los toxicos en el organismo y todos

los procesos subsiguientes: transporte por los fluidos corporales, distribucién y acumulacion en
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tejidos y organos, biotransformacion en metabolitos y eliminacion del organismo (excrecion)

de los toxicos y/o metabolitos.

3. La fase toxicodinamica, que se refiere a la interaccion de los toxicos (moléculas, iones,
coloides) con lugares de accion especificos en las células o dentro de ellas —receptores—, con

el resultado ultimo de un efecto toxico.

Las moléculas o iones toxicos presentes en el medio ambiente penetran en el organismo
a través de la piel y las mucosas o a través de las células epiteliales del tracto respiratorio y el
tracto gastrointestinal, segun cudl sea el punto de entrada. Esto significa que las moléculas y
los iones toxicos han de atravesar membranas celulares de esos sistemas biologicos, asi como
un complejo sistema de membranas interiores de la célula. Todos los procesos toxicocinéticos
y toxicodindmicos se producen en el nivel molecular-celular. Son muchos los factores que

influyen en esos procesos, y que cabe dividir en dos grupos basicos:

* La constitucion quimica y las propiedades fisicoquimicas de los toxicos.

* La estructura de la célula, especialmente las propiedades y funcion de las membranas que

rodean la célula y sus 6rganos interiores. (Djuric’, s.a citado por Silbergeld)

2.9. TOXICOLOGIA VEGETAL.

La permanente expansion de conocimientos en la ciencia botanica se ha manifestado en
la creciente importancia de especialidades o ramas tales como la genética vegetal, la anatomia
botanica, la ecologia de las plantas y la fitopaleontologia. El nimero de especializaciones sigue
en paulatino aumento y los progresos logrados en el conjunto de estudios botanicos durante el
presente siglo han tenido trascendentales repercusiones en el nivel de vida de la moderna

sociedad humana.

La toxicologia vegetal no podia mantenerse al margen de este avance, sobre todo
después del impactante auge que experimento en todo el orbe la disciplina toxicologia, en los
ultimos 25 afios, y asi también ella ha llegado a constituir otra importante rama mas, no solo de

la ciencia botanica, sino también de la clinica medica. Las plantas toxicas existentes en nuestro
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medio son por lo general nativas y silvestres, pero las hay también que son exdticas, en su
mayoria ornamentales, que crecen en jardines, invernaderos o interiores de las habitaciones.
Las silvestres son habitualmente malezas, que se desarrollan en terrenos de barbecho, jardines
o a lo largo de los caminos, en praderas o bosques. Otras son cordilleras, algunas crecen en
desperdicios o estiércol, en la vecindad de viviendas humanas y finalmente, unas pocas,
vegetan en terrenos pantanosos. Los principios activos, por medio de los cuales las plantas
gjercen sus efectos toxicos, estdn constituidos por alcaloides. Glucdsidos, aceites volatiles,

ciertas sustancias indiferentes y algunas toxinas. (Bruning, 1974)

El grado de toxicidad de los vegetales depende de diversos factores inherentes tanto a
ellos, como al medio ambiente en que se desarrollan. Entre estos factores corresponde sefialar:
el estado y la fase de crecimiento de las plantas, la composicion y el grado de humedad del
suelo, los abonos aplicados, las condiciones climdticas, la altitud y la influencia de los

herbicidas hormonales. (Bruning, 1974)

2.10. METODOS DE ENSAYO EN TOXICOLOGIA.

La mayoria de los estudios mecanicistas se inicia con una descripcién toxicologica
referida a animales o a observaciones clinicas en humanos. Idealmente, los estudios con
animales comprenden cuidadosas observaciones clinicas y de comportamiento, un minucioso
examen bioquimico de los elementos de la sangre y la orina en busca de signos de deterioro
funcional en los principales sistemas bioldgicos del cuerpo, y una evaluacion post-mortem de
todos los sistemas organicos, mediante examen microscOpico, para comprobar la lesion
(véanse las directrices de ensayos de la Organisation for Economic Co-operation and
Development (OCDE); las directivas de la UE sobre evaluacion quimica; las normas sobre
ensayos de la Environmental Protection Agency (EPA) de los Estados Unidos, y la normativa
sobre sustancias quimicas del Japon). En los humanos, y con la excepcion del examen post-
mortem, todo ello equivale a un concienzudo examen fisico que se realiza en un laboratorio a

lo largo de dos o tres dias.

Comprender los mecanismos de la toxicidad es el arte y la ciencia de la observacion, de

la creatividad en la seleccion de técnicas para ensayar diversas hipotesis y de la integracion
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innovadora de signos y sintomas en una relacion causal. Los estudios mecanicistas se inician
con la exposicion, hacen un seguimiento de la distribucion temporal y el destino en el
organismo (farmacocinética) y miden el efecto toxico resultante a algiin nivel del sistema y a
algin nivel de dosis. Al provocar la toxicidad, sustancias diferentes pueden actuar a niveles

diferentes del sistema bioldgico. (Watanabe, s.a citado por Silbergeld)
2.10.1. Estudios de toxicidad de dosis repetidas.
Los estudios de toxicidad de dosis repetidas deberian realizarse con el objeto de definir:

(1) Efectos toxicos basados en exposicion repetida y/o acumulativa del compuesto
y/o sus metabolitos,

2) La incidencia y severidad del efecto en relacion a la dosis y/o duracion de la
exposicion,

3) Dosis asociadas a respuestas toxicas y bioldgicas, y

4) Un NOAEL (nivel sin efecto adverso observado, o en otras palabras la dosis

mas alta que no produce efecto toxico).
2.11. FISIOPATOLOGIAS DE LAS INTOXICACIONES.

Segun Bodin & Cheinisse (1969). Los mecanismos de la agresiéon tdxica son
extremadamente complejos y variados, siendo dificiles de comprender sin poseer una sélida
cultura médica y sin tener ciertos conocimientos de la patologia experimental. La accion de los

toxicos puede descomponerse en varios efectos fundamentales, tales como:

e Los primarios con efecto caustico, el cual produce una destruccion quimica de los
tejidos vivos. Otro aspecto del efecto toxico primario es la citotoxicidad, aqui los
toxicos tienen la propiedad de atacar especificamente determinados tejidos, en los que
perturban directamente el funcionamiento celular. Y como ultimo aspecto tenemos el
producido por ciertas sustancias que no actiian mas que en sujetos predispuestos y en

dosis aparentemente despreciables.
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e En los efectos secundarios, las grandes manifestaciones toxicas secundarias, al
contrario de los efectos primarios, no tiene ningtn caracter especifico, correspondiendo
a la repercusion de estos efectos sobre las funciones vitales del organismo (como la
respiracion, la circulacion y la excrecion) y a su eventual desfallecimiento. Lo mas
frecuente es que sea aqui donde se situa el peligro de muerte en el curso de las
intoxicaciones agudas, siendo en estos casos donde pueden intervenir con maximo de

eficacia las técnicas de reanimacion médica.
2.12. RUTAS DE EXPOSICION PARA SUSTANCIAS TOXICAS.

2.12.1. El sistema respiratorio (inhalacion).

La inhalacion es el medio més facil rapido de exposicion a las sustancias toxicas
porque estas sustancias se absorben facilmente en el sistema respiratorio. El recubrimiento
del sistema respiratorio no es eficaz para evitar la absorcion de sustancias toxicas en el
cuerpo. El sistema respiratorio comprende las vias nasales, la trdquea, la laringe y los
pulmones. Los siguientes factores segiin Agency for Toxic Substances & Disease Registry

(ATSDR), afectan la inhalacion de sustancias toxicas:

- La concentracion de sustancias toxicas en la atmosfera,

- Lasolubilidad de la sustancia en la sangre y en los tejidos,
- Latasa respiratoria,

- La duracion de la exposicion,

- El estado del sistema respiratorio, y

- El tamafio de la particula toxica.

2.12.2 El sistema digestivo (ingestion).

La ingestion de sustancias toxicas generalmente es incidental o inadvertida. El
sistema digestivo comprende la boca, el esofago (conducto por donde pasan los alimentos),
el estdbmago y el intestino (grueso y delgado). La funcidn principal del sistema digestivo es
digerir y absorber los alimentos que comemos. Segiin ATSDR la absorcion de sustancias

toxicas es afectada por factores fisicos y quimicos como la estructura del cuerpo y el
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tiempo que permanecen en el cuerpo los alimentos que contienen las sustancias. Una vez
que se absorbe una sustancia quimica, los efectos que provoca dependen de la
concentracion que se presenta en los 6rganos afectados, su forma quimica y fisica, lo que
ocurre después de la absorcion y cuanto tiempo permanece la sustancia en el tejido o el
organo afectado. Después de que la sustancia quimica es absorbida en la sangre, se
distribuye a todo el cuerpo de inmediato; se traslada de un organo o tejido a otro

(translocacion) o se transforma en un nuevo compuesto (biotransformacion)

2.13. USO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

El animal de experimentacion es una de las piezas fundamentales en la biomedicina,
tanto en los proyectos de investigacion como en las pruebas diagndsticas y en los controles
de productos farmacoldgicos. La Ciencia de Animales de Laboratorio fue creada para
ayudar a la comunidad cientifica a mejorar todos los aspectos concernientes a la
experimentacion animal. Cabe destacar que el nimero de animales utilizados debe ser el
minimo necesario para poder evaluar la hipdtesis y dar resultados estadisticamente ttiles.
Por lo tanto, podemos resumir que la Ciencia de Animales de Laboratorio se ocupa,
simultineamente, de mejorar la investigacion biomédica y de asegurar el bienestar animal.

(Medicina, 1996)

2.14. RATON DE LABORATORIO.

El ratén de laboratorio es un roedor, usualmente de la especie Mus musculus, que se

utiliza para la investigacion cientifica. Con frecuencia los ratones de laboratorio son blancos.

Los ratones de laboratorio deben pertenecer a una cepa pura o endogdmica. Los individuos de

una misma cepa llevan los mismos genes, por lo cual se facilita la comparacion de los efectos

de los diferentes tratamientos (fairmacos, entorno fisico, etc.) sin que se produzca confusion

debido a las diferencias genéticas. (Parker M. 2002)

Las caracteristicas que han hecho del raton de laboratorio el modelo biologico y

biomédico mas utilizado en las investigaciones cientificas segin Parker M. (2002) son:
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N o kWD

Fécil manejo

Tamafio apropiado para la crianza y manipulacion

No requieren demasiados cuidados.

Tienen un sistema inmune similar al de los seres humanos.

Tienen un alto nimero de crias.

Poseen un breve periodo de gestacion (19-21 dias) y rapido destete a los 20 dias.

Las hembras producen un gran numero de 6vulos, los cuales al ser fecundados son muy
resistentes.

Al ser mamiferos euterios, al igual que el hombre, tienen un genoma muy similar a los

humanos diploide.
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III. METODOLOGIA

El presente estudio se realizo conforme lo establecido en las guia para el cuidado y
uso de los animales de experimentacion (CCAC, 1998).

El método de ensayo de toxicidad oral subcronica descrita a continuacion reproduce
las directrices del documento; Ensayo de toxicidad oral subcronica: toxicidad oral por

administracion continuada, 90 dias en roedores (OECD, 1998).

3.1. PREPARACION DE LA INFUSION.

En un recipiente se colocod el material vegetal, se agregd 100 ml agua hirviendo,
luego se tapo y se dejo reposar por 5 minutos, utilizando una gaza se separ6 el liquido de
los tallos, semillas y hojas de la planta. La infusion se deposito en botes de color &mbar y

almacenados a 4 °C.

3.2. ANIMALES UTILIZADOS Y ViA DE ADMINISTRACION.

Para determinar la toxicidad subcrdnica del extracto se emplearon ratones albinos
suizos INH, todos procedentes del Bioterio de CENSALUD (Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud), de dos meses y una semana los cuales fueron mantenidos en un
cuarto a temperatura ambiente con un ciclo de luz/oscuridad de 10-12h. La alimentacion
consistio en alimento convencional para ratones y agua a voluntad. La sustancia de ensayo
se administrd por via oral mediante una cénula intragastrica rigida 19G cada 24 horas, el

volumen administrado fue en relacion al peso corporal (1ml/100 g de peso corporal).

3.3. ENSAYO DE TOXICIDAD SUB-CRONICO/ 90 DiAS.

Para comprobar que cualquier sustancia produce efectos sobre el organismo es
necesario € importante obtener todo tipo de informacion que permitan hacer una valoracion
cualitativa y cuantitativa de la toxicidad inducida por la sustancia de ensayo, dichos datos
se obtienen mediante la utilizacién de métodos de andlisis especificos que permitan hacer
una valoracion mas precisa sobre el dafio en los sistemas bioldgicos; asumiendo que

cualquier variacion en los parametros estudiados es el resultado a una respuesta causada por
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el agente o sustancia estudiada. Informacion obtenida de las evaluaciones fisicas, examenes
de laboratorio clinico, necropsia y analisis histopatoldgicos, son los parametros mas
adecuados para determinar la toxicidad, por que cualquier desviacion de la normalidad es
un fuerte argumento para asegurar la peligrosidad o no de las sustancias estudiadas.
(OECD, 2000)

Para el estudio principal se utilizaron tres grupos de ensayo con su respectiva
concentraciéon (T1=6.4g/ml, T2=13.4g/ml, T3=3.2g/ml) y un lote control, Se
confeccionaron grupos de veinte animales (10 de cada sexo) cada uno, identificados
individualmente mediante un sistema de marcaje con acido picrico.

Las concentraciones de ensayo se administraron diariamente a los ratones durante
90 dias. El volumen méximo de liquido que se administrdé dependid del peso promedio de
cada grupo de ratones, este volumen se fue ajustando semanalmente con base a la ganancia
de peso de los ratones, al grupo control se le administro diariamente agua destilada de esta

forma se garantizo que recibieran la misma manipulacion que los grupos experimentales.

3.3.1. Observaciones.

Las observaciones clinicas que se perciben durante el periodo de exposicion
sirvieron para relacionar la toxicidad. Esto se puede utilizar como una fuerte evidencia de
apoyo para relacionar los efectos dosis-respuesta y pueden desempefiaran un papel
importante en la determinacién del punto final. (OECD, 2000)

Antes de iniciar la administracion de la infusién vegetal todos los animales se
sometieron al menos a una observacion clinica exhaustiva (para poder realizar
comparaciones en un mismo sujeto). Las observaciones se registraron cuidadosamente. El
periodo de observacion fue de 90 dias.

Se realizaron observaciones clinicas fuera de la jaula de alojamiento una vez al dia;
teniendo en cuenta el periodo mas agudo de los efectos tras la administracion (las primeras
4 horas). Los animales fueron observados a ultima hora del dia. (Ver anexo 3 y 4). Los
signos anotados incluyeron, cambios en la piel, pelo, ojos, mucosas, presencia de lagrimeo,

piloereccion, respiracion andomala, etc. (Ver Anexo 4).
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3.3.2. Peso corporal.

Cambios en el peso corporal (aumentos o pérdidas), en animales de experimentacion
es un criterio de mucha importancia para determinar la posible toxicidad de las sustancias
estudiadas. Los cambios en el peso tienen mucha influencia sobre aspectos metabolicos,
hormonales y mecanismos homeostaticos. Por lo tanto, para los estudios toxicoldgicos,
observar como se comporta este parametro en el transcurso de la investigacion es
fundamental, puesto que es un indicador de toxicidad muy confiable. (OECD, 2000)

Los animales fueron pesados una vez por semana con una balanza digital marca
COBOS. El ajuste de los volimenes se hicieron cada dos semanas y el control del peso
como indicador de toxicidad se registrd una vez por semana para los grupos experimentales

y control. Al final de la prueba los ratones sobrevivientes se pesaron antes de sacrificarse.

3.4. EXAMENES DE LABORATORIO CLINICO.

Las pautas reguladoras sugieren generalmente que se midan rutinariamente en
estudios de toxicidad subcronicos y crénicos parametros clinicos, tales como los
hematoldgicos, quimica. Variaciones normales en valores bioldgicos inter-animal y su
alteracion puede ser respuesta a la sustancia estudiada. (OECD, 2000)

Los examenes clinicos se realizaron con el fin de conocer los posibles dafios sobre
otros sistemas biologicos como el sanguineo, ademas se verificaron el funcionamiento
hepatico y renal por medio del andlisis bioquimico de enzimas indicadores para estos
organos.

Las determinaciones hematologicas y de quimica sanguinea se llevaron a cabo a los
90 dias de administracion de la infusion. Los exdmenes de bioquimica sanguinea se
realizaron en el Area de Laboratorio clinico de CENSALUD; para el hemograma completo

se contrato los servicios de un laboratorio clinico privado.

3.4.1. Parametros hematologicos.
Cualquier variacion en el perfil sanguineo, es respuesta a diferentes procesos
fisioldgicos y patologicos; por lo que se hace necesario medir los parametros hematologicos

que brindan informacion general de las condiciones internas del modelo bioldgico. Para
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esto se tomaron 0.5 ml de sangre mediante la técnica retrorbitral en tubos con EDTA (4cido
etilendiaminotetraacético) para luego ser transportadas al laboratorio donde fueron
analizados.

Los andlisis fueron dirigidos a conocer variaciones en: Hemoglobina (Hb),
hematocrito (Hto), leucocitos totales (Leuc), conteo diferencial de leucocitos que incluye

neutrofilos (N) y linfocitos (L). (Ver anexo 5)

3.4.2. Parametros de quimica sanguinea.

Con el fin de detectar fallas en el funcionamiento de drganos especificos, se
realizaron determinaciones bioquimicas a partir de suero sanguineo de las siguientes
enzimas: Alanino aminotransferasa (ALT) y Creatinina (Crea). (Ver anexo 6).

Siguiendo la técnica retroorbital, se extrajo sangre (0.5 ml) de los ratones por medio
de microcapilares heparinizados, esta se coloco en tubos ependorf de 1.5 ml., luego se llevod
al laboratorio de serologia de CENSALUD. La sangre fue centrifugada en una
microcentrifuga marca SELECTA por 5 min 12,000 rpm.

El suero separado se mezclé con volumenes estandarizados de los reactivos
comerciales, esta mezcla fue procesada mediante un espectrofotdmetro marca
LIGHTWAVE con longitudes de onda de 340 nanémetros para ALT y 500 nandémetros

para la Cretinina.

3.5. NECROPSIA MACROSCOPICA.

La patologia tiene un papel importante en toxicologia puesto que proporciona
informacion en diferencias de la morfologia del tejido fino y del 6rgano que establecen la
presencia o la ausencia de lesiones y si las hay relaciona el efecto de la dosis para tales
lesiones. Asi mismo, los datos de la patologia pueden facilitar la interpretacion de otros
datos tales como cambios del peso o resultados de la hematologia. (OECD, 2000)

Al finalizar el estudio los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical para
luego practicarles una necropsia macroscopica completa y detallada a todos los animales
empleados en el estudio, incluy6 un examen detenido de la superficie corporal externa, la

cavidad toracica y abdominal con su contenido, para detectar posibles alteraciones
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macroscopica como producto de la toxicidad. Asi como también se determiné el peso de
higado, corazdn, pulmones, rifion, estomago y pancreas.
Los organos fueron conservados, fijados en solucion de formol al 10% para su

posterior estudio histopatoldgico.

3.6. EXAMEN HISTOPATOLOGICO.

Se examinaron histoldogicamente los tejidos mas importantes, aquellos encargados
de la metabolizacion y eliminacion de los agentes toxicos por ser los mas susceptibles a
sufrir toxicidad. A razén de lo anterior, se tomaron muestras de pulmoén, higado, rifiéon e
intestino delgado en frascos rotulados de Gerber con una solucion de formalina al 10%.

Los fragmentos seleccionados correspondientes a todos los grupos, fueron
embebidos en parafina y cortados en secciones con un grosor de 4 micras con un
micrétomo marca LEYCA, las cuales fueron tefiiddos con hematoxilina y eosina, dicho
procedimiento fue realizados técnicos especialistas en histologia. Los cortes fueron
descritos al observarlos bajo un microscopio simple, FOCUS INSTRUMENS en todos sus
campos, bajo la direccion del especialista del area de patologia de CENSALUD.

3.7. ANALISIS DE DATOS.

El analisis de varianza (ANOVA) sirve para comparar varios grupos de una
variable cuantitativa. EI ANOVA permite obtener informacion sobre el resultado de
comparacion entre varios grupos. Es decir, permite concluir si los sujetos sometidos a
diferentes tratamientos difieren significativamente. Para tal objetivo, se utilizo el paquete
estadistico SPSS 12 para Windows, bajo la formula:

Yij=pu+d+e&j coni=l,...,ayj=1,...,n

Donde:
Yij Es la j-ésima tratamiento
H Es la media general de las observaciones
n Es el efecto del i-ésimo tratamiento
&y

Es el término usual del error aleatorio
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Para los datos de histologia se utilizo un analisis clister, con el paquete de
distribucion libre PAST. Anélisis “cluster”, o de conglomerados, es un nombre genérico
utilizado para identificar una gran variedad de procedimientos usados para establecer una
clasificacion. Estos métodos parten de un conjunto de datos con informacion relevante
acerca de una serie de casos (en nuestro caso presencia ¢ ausencia de lesiones) e intentan

reorganizarlos en grupos homogéneos, en base a esa informa.
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IV. RESULTADOS

4.1. TOXICIDAD SUBCRONICA

4.1.1. Observaciones clinicas.

En las observaciones clinicas que se realizaron diariamente a los animales tratados
con la infusion de “epazote” no se evidenciaron signos de toxicidad ni efectos adversos,
tales como: cambios en el pelaje, apariencia de ojos y mucosas, asi como la actividad
motora, el comportamiento fue normal, observandose una adecuada respuesta ante los
estimulos (tactiles, auditivos, etc.)

Los resultados del peso corporal en general muestran una clara tendencia al aumento
(Ver tabla 1). Esta tendencia constante se mantuvo durante el tiempo para ambos sexos, sin
embargo los machos aumentaron mas de peso que las hembras en todos los grupos tratados.
Los grupos experimentales al final del estudio obtuvieron mayor aumento porcentual en
peso al ser comparados con el grupo control el cual logré una ganancia del 10.82% para
machos y 15.35% para las hembras y los menores porcentajes corresponde a los grupos

tratados.

Tabla 1. Valores promedios iniciales y finales de peso corporal en los grupos de ratones.

Peso corporal en gramos

Sexo Macho Hembra

Grupo Inicio Final Diferencia | Aumento (%) Inicio Final Diferencia | Aumento (%)

Control |30.95+1.52|34.314+1.99 | 3.35+2.46 10.82 22.354+1.02 | 25.78+1.26 | 3.43+0.81 15.35
T1 29.54+1.81 | 34.15+£2.31 | 4.61+1.86 15.60 24.44+1.98 | 26.43+1.42 | 1.994+2.41 8.14
T2 27.97+£3.52 | 31.20+1.93 | 3.22+2.31 11.51 22.57+1.56 | 25.72£1.95 | 3.15+1.26 13.96
T3 29.40+2.13 | 32.85+1.33 | 3.45+3.04 11.73 23.44+0.96 | 25.36+1.09 | 1.92+0.23 8.19

Los valores se expresan como la media + D.S. (desviacion estandar) p>0.05

4.1.2. Efecto sobre indicadores hematologicos.

sexo pueden apreciarse en la tabla 2, los cuales

desviacion estandar (D.S).

Los valores de los indicadores hematologicos por grupo de tratamiento para cada
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hemograma de los ratones experimentales son muy similares a los del grupo control en

ambos sexos. (Anexo 5)

Tabla 2. Variaciones medias del hematocrito, eritrocitos, recuento total y diferencial de leucocitos a los 90
dias de tratamiento, en los grupos control y tratamiento.

Grupo Sexo Hto (%)  Hb (gs%) GR (xmmc) GB N (%) L (%)
(xmmc)

M 33.2+1.7 11.05£0.55 3925000+170782.5  3725+206.15 13.75£2.2 86.25+2.2

Control
H 33.541.9 11.12+0.60 3975000+£221735.5 2675+£287.22 10.75£0.9 81.25+£5.5
M 34+2.16  11.30+£0.70  4000000+£216024.6  3400+316.22 16.75+6.6  84.0+5.4
T1
H 342+1.2  11.15+0.17 397500050000 2750+£387.29 13.50+4.5 84.25+5.9
M 352423 11.70+£0.80 4125000+£236290.7 4050+£953.93 13.25+49 86.0+£5.16
T2
H 32.5+3.1 10.80£1.0  3925000+330403.7 3675+221.73 11.25+3.8 88.75+3.8
M 30.5£6.4 10.15+2.1 3576250+915381.2  2875+525.19 12.25+4.9 86.25+6.7
T3

H 34.0+1.6  11.3£0.57  4075000+170782.5 3050+885.06 11.75+£3.5 84.5+7.1

Los valores se expresan como la media + D.S. p>0.05

4.1.3. Efectos sobre indicadores bioquimicos.

El efecto del extracto sobre la funcion hepatica y renal de los ratones, fue medido a
través de cambios en Alanino amino transaminasa (ALT) y creatinina (Tabla 3 y 4)
respectivamente. La figura 1 muestra la representacion grafica de los valores promedios de
ALT en machos y hembras tratados y no tratados, en cuanto a los valores mas alto de este
indicador bioquimico se puede apreciar en el grupo control de machos el cual obtuvo el
valor promedio mas alto 49.21U/L y los valores promedios menores correspondieron a los
grupos tratados, caso diferente en las hembras donde el valor promedio mas alto
correspondi6é al T1 con 46.5 U/L y los promedios menores para los restantes grupos.
Mediante las comparaciones de los niveles séricos de ALT de los grupos experimentales

con el control se pudo establecer que el grupo T2 machos difiere con el grupo control.
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Tabla 3. Valores promedios de transaminasa (ALT) después de 90 dias de experimento, en los grupos

control y tratados.

Grupo ALT(U/L)
Sexo Macho Hembra
Control 49.21 £ 8.48 28.13+£9.04
T1 43.05+16.21 46.5+12.18
T2 30.75 £ 6.54* 33.57+£15.96
T3 35.35+£9.47 438 +12.78

Los valores se expresan como la media + D.S. *p <0.05.y p >0.05 para los demas.
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Fig. 1. Comparacion grafica del promedio de ALT entre ratones de ambos sexos experimentales y control.
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Tabla 4. Valores promedios de creatinina después de 90 dias de experimento, en los grupos control y
tratados.

Grupo CREATININA (mg/dL)
Sexo Macho Hembra
Control 0.16+0.09 0.13+0.007
T1 0.12+0.05 0.1940.030
T2 0.344+0.09 0.24+0.179
T3 0.24+0.13 0.1940.029

Los valores se expresan como la media + D.S. p >0.05.

La figura 2 muestra que el mayor promedio para creatinina corresponde al grupo T2
con 0.34+0.09 mg/dL, no obstante los resultados de los otros grupos fueron menores
principalmente el grupo de la T1 machos cuyo valor fue de 0.12+0.05 mg/dL. Obsérvese
ademas que el grupo T2 hembra aparece con el mayor promedio 0.24+0.179 y los restantes

grupos con los menores promedios.

CREATININA

0.50
045 |
0.40 | ] T
0.35

0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00

mg/dL

C T1 T2 T3
m Macho 0.16 0.12 0.34 0.24
B Hembra 0.13 0.19 0.24 0.19

Fig. 2. Comparacion grafica del promedio de creatinina entre ratones de ambos sexos experimentales y
control.
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4.1.4. Necropsia.

Al realizar la necropsia no se encontraron alteraciones macroscopicas, debido a que
las caracteristicas morfologicas de los organos de los grupos experimentales tenian una
apariencia similar a las del grupo control en cuanto ha superficie, consistencia, color,
tamafio y peso. Con respecto al peso de érganos, los datos de estos se presentan en las
tablas 5; en ella se muestran los valores promedios de los pesos de 6rganos en machos y
hembras. La tabla permite apreciar que los 6rganos pulmén y estomago del grupo control
machos fueron los de mayor peso al contrastarlos con los grupos experimentales, no asi con
los otros d6rganos; puesto que para higado los mayores valores fueron para el grupo TI,
corazon T2, rindén T3 y T2 para pancreas.

Al realizar la misma exploraciéon de datos en las hembras, se establece que las
hembras del T1 resultaron con valores mas elevados para estos 6rganos: higado, corazon,
pulmoén, rifidon y pancreas al compararlos con el grupo control. Las hembras control

presentaron los pesos mayores para estomago con respecto a los grupos experimentales.

Tabla 5. Valores promedios del peso de 6rganos en gramos en machos y hembras después de 90 dias de
tratamiento, en los grupos control y tratados.

Grupo Sexo Higado Corazon Pulmones Rifion Estomago Pancreas
M 1.60£0.21 0.15+£0.02 0.24 £0.06 0.28 £0.02 1.24+£0.47 0.10£0.01
Control
H 1.23+£0.11 0.12+£0.02 0.20+0.05 0.19+0.016 1.32+0.22 0.13+£0.04
M 1.70 £0.13 0.16 £0.03 0.21 £0.04 0.29 £0.02 1.21£0.41 0.18 £0.08
T1
H 1.35+£0.14 0.15+£0.02 0.22+0.04 0.22+0.027 1.27+0.32 0.18 £0.08
M 1.52+ 023  0.17+0.02 0.23 £0.03 0.27 £0.03 0.91£0.23 0.25+0.36
T2
H 1.28 £0.20 0.15+£0.03 0.19+0.04 0.20+£0.046 0.85+0.22 0.16 = 0.06
M 1.58£0.07 0.15+£0.03 0.20 £ 0.04 0.30+0.02 0.87£0.22 0.24 £ 0.05
T3
H 1.21+0.18 0.14+0.03 0.18+0.02 0.18+0.015 0.66+0.16 0.16 +0.07
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4.1.5. Histopatologia.

Los 6rganos preservados en formol al 10% fueron fijados e incluidos en parafina se
obtuvieron secciones utilizando un micrétomo, luego se tifieron con hematoxilina-eosina y
se observaron al microscopio optico.

En la fig. 3 se muestran los cortes de pulmodn, higado, rifién e intestino delgado con
sus respectivos hallazgos histologicos. Las lesiones encontradas se expresan en porcentaje
para cada grupo en las tablas 7, 8 y 9, mostrando que las alteraciones mas frecuentes
encontradas en los tejidos analizados fueron; a) infiltrados inflamatorios mononucleares
focal o multifocal, b) congestion y dilatacion vascular y ¢) congestion vascular septal todos
estos hallazgos fueron encontrados tanto en los grupos control como en los experimentales.
A diferencia de los hallazgos anteriores, aparece la hiperplasia folicular linfoide, como un

hallazgo que se report6 para los grupos experimentales.

Higado: En la tabla 6 se muestran las alteraciones presentes en el tejido hepatico,
entre estas tenemos: a) infiltrado inflamatorio mononuclear focal, en donde el porcentaje
mayor se encontrd en el grupo control con un 36.36% y el menor en el grupo del T3 con
9.09%. b) La congestion vascular fue mayor en el grupo del T3 con 36.36% y el menor en
el grupo del T2 con un 13.63%. c) La dilatacion vascular fue mayor en los grupos con el T1
y T3 con un porcentaje de 27.58% para cada uno y menor en el grupo control con un
20.68%. d) Los nucleos puntiformes subcapsulares fueron observadas mayoritariamente en
el grupo del T3 con un 40% mientras que en el grupo control presento solo un 5%, también
se observo en una minima cantidad. e) La desorganizacion trabecular y esta solamente se
observo en el grupo del T1 en un 80% y en el T2 que fue del 20%. En la figura 10 se

observan algunas alteraciones de los organos.
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Fig. 3. A. Pulmén 10X: infiltrado inflamatorio mononuclear leve focal peribronquial (1), Congestion
vascular (2) y congestion vascular septal (3). B. Higado 10X: congestion vascular (1) y Dilatacion vascular (2).
C. Pulmén 40X: Infiltrado inflamatorio mononuclear perivascular (1). D. Rifién 10X: infiltrado
inflamatorio mononuclear perivascular (1) e Infiltrado inflamatorio mononuclear intersticial (2). E.
Intestino delgado 10X: Hiperplasia folicular linfoide. F. Hipercelularidad glomerular.
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Tabla 6. Porcentaje de alteraciones histoldgicas en tejido hepatico de ratones control y tratados con
infusion de Chenopodium ambrosioides por 90 dias.

Alteraciones expresadas en %

Concentracion IIMN focal Congestion Dilatacion Nicleos Desorganizacion
vascular vascular puntiformes trabecular
subcapsulares
Control 36.36 18.81 20.68 5 -
T1 27.27 31.81 27.58 25 80
T2 27.27 13.63 24.13 30 20
T3 9.09 36.36 27.58 40 -
TOTAL 100 100 100 100 100

Pulmén: en la tabla 7 se presentan las alteraciones observadas en tejido pulmonar
donde se reportaron; a) infiltrados inflamatorios mononuclear focal con un mayor
porcentaje en los grupos control y Tl ambos con un 29.41%, mientras que el menor
porcentaje se reporto para el grupo del T2 con un 17.64%. b) Los infiltrados inflamatorios
mononuclear multifocal fueron observados en mayor cantidad en el grupo del T1 con un
42.85%, mientras que en los grupos control y T3 ambos se encontraron en un 14.28%. c) La
congestion vascular se encontré en mayor porcentaje en el grupo control con un 50% y el
menor en el grupo del T3 con un 10%, sin embargo en el grupo del T2 no fue reportado. d)
La dilatacion vascular se encontr6 en mayor porcentaje en el grupo del T1 siendo esta de
55.55% y el menor porcentaje se observo en los grupos del T2 y T3 ambos con 11.11% y e)
la congestion vascular septal presentd su mayor porcentaje en los grupos del T2 y T3 con
un 28.57% y el menor en el grupo control que fue de un 19.04%. En la figura 10 y 11 se

pueden observar algunas de las alteraciones mencionadas.

32



Tabla 7. Porcentaje de alteraciones histologicas en tejido pulmonar de ratones control y tratados con infusion
de Chenopodium ambrosioides por 90 dias.

Alteraciones expresadas en %

Concentracion
IIMN focal IIMN multifocal Congestion Dilatacion Congestion
vascular vascular vascular septal

Control 29.41 14.28 50 22.22 19.04

T1 29.41 42.85 40 55.55 23.80

T2 17.64 28.57 - 11.11 28.57

T3 23.52 14.28 10 11.11 28.57
TOTAL 100 100 100 100 100

e JIMN: Infiltrado inflamatorio mononuclear.

Rifion e intestino: la tabla 8 presenta las alteraciones encontradas en el riiidén e
intestino delgado. En cuanto a rifidon, solamente se identificaron; a) infiltrados inflamatorios
mononucleares focales fue mayoritariamente reportado en el grupo control con un 33.33%
y en menor porcentaje en el grupo del T2 con un 16.66% (fig. 12). Y b) la hipercelularidad
glomerular se identifico en los grupos del T2 en un 60% y en el T3 con un 40%; por otro
lado, el examen al microscopio realizado en el intestino delgado solamente revela la
presencia de hiperplasia folicular linfoide que como se mencion6 anteriormente solamente
se observo en los grupos experimentales teniendo el mayor porcentaje el grupo del T3 con

un 46.15% y el menor porcentaje el grupo del T2 con el 23.07%.
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Tabla 8. Porcentaje de alteraciones histologicas en tejido renal e intestinal de ratones control y tratados con
infusion de Chenopodium ambrosioides por 90 dias.

Alteraciones expresadas en %
Concentracion IIMN focal Hipercelularidad Hiperplasia folicular
glomerular linfoide.

Control 33.33 - -

T1 22.22 - 30.76

T2 16.66 60 23.07

T3 27.77 40 46.15
TOTAL 100 100 100

El dendograma que resulta en la clasificacion jerarquica de los individuos en base a las
variables especificadas, utilizando la distancia Euclidea y el método de Ward, para los

datos binarios de histologia se presenta en la Figura 4.

Dendograma para 32 casos
Ward's method
Euclidean distances

Linkage Distance
N

1613 8 151114109 4 21286 3 517 7 2 3025242320261232272919221831 1

Fig. 4. Resultado del Cluster jerarquico
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En base a estos resultados, se ha realizado un analisis clister no jerarquico, para 4 grupos.
Los individuos que contiene cada cluster pueden verse en el cuadro 9, obsérvese la
distribucion de los grupos y se pueden describir como sigue. El grupo uno est4 formado en,
esencia, por individuos del tratamiento 1 y dos individuos del grupo control (4,8). EI grupo
dos lo forman: los ratones del grupo control, los individuos 17, 21 y 28 pertenecen a los
tratamientos 2 y 3 respectivamente. EI grupo tres lo componen los ratones 20, 23, 24 del
tratamiento 2 y dos individuos del grupo del grupo 3 (25 y 30). El grupo cuatro incluye 10
animales, uno del grupo control y tratamiento que son los ratones 1 y 12 respectivamente,
tres ratones del tratamiento 2(18,19 y 22), los restantes cinco ratones (26, 27, 29, 31, 32)

del grupo experimental 3.

Tabla 9. Analisis Cluster. Individuos que integran cada grupo.

Grupo 1 16,13, 8, 15, 11, 14, 10, 9, 4.

Grupo 2 21,28,6,3,5,17,7, 2.

Grupo 3 30, 25, 24, 23, 20.

Grupo 4 26,12,32,27,29, 19, 22, 18, 31, 1.
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V. DISCUSION

Zeinsteger et al (2003), menciona que la sintomatologia de la intoxicacion se
caracteriza por alteraciones en la locomocién, convulsiones, actitudes posturales anormales
y consecuentes inanicion y muerte. Respecto a lo anterior, nuestras observaciones clinicas
conducen en un primer momento a una baja toxicidad de la sustancia, debido a que no se
registraron alteraciones etologicas ni morfoldgicas que pudieran ser producto de la
sustancia administrada. A favor de lo anterior, y en estudios similares (Pérez et al, 2008;

Toledo et al, 2007), no se reportaron cambios en los parametros toxicoldgicos (Ver anexo

3).

En cuanto al peso corporal Mancebo (2002), Afirma que los datos referentes a éste y
al consumo de alimentos, poseen una gran sensibilidad para detectar alteraciones debidas a
productos quimicos, incluso aquellos de baja toxicidad. Normalmente, después de la
administracion de sustancias toxicas se producen perdidas de peso en relacion con el grado
de toxicidad. Esto es consecuencia de la movilizacion de las reservas energéticas del
individuo para enfrentar la actividad metabolica incrementada que acompana los procesos

de detoxificacion (Bourzac, 1998).

De esta manera al analizar sobre los resultados obtenidos, se comprueba que no
existieron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos control y tratados.
Pero para Acufia ef al. (2005), el aumento de peso a favor en los grupos tratados machos
puede deberse a las sustancias quimicas que poseen las plantas, entre estas tenemos:
alcaloides, esteroides, taninos, glucdsidos, alcoholes y quinonas. Y segiin Pordomingo et al.
(2004), los taninos son sustancias que estimulan el aumento de peso y esta puede ser una de
las razones por los que los machos del tratamiento hayan aumentado més su peso que los
machos control. caso contrario las hembras tratadas que respondieran con una disminucioén
del peso corporal, lo que podria ser considerado como un efecto deletéreo inducido por la

sustancia.
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Por otro lado, este aumento porcentual del peso corporal del grupo de machos
tratamiento podria indicar segun Kaye et al. (1989), un aumento de sefales moleculares
estimulantes de la conducta alimentaria provocado posiblemente por el efecto directo o
indirecto de sustancias quimicas presentes en Chenopodium ambrosioides. Lo anterior
concuerda con los resultados obtenidos en un estudio toxicoldgico agudo oral de
Eucalyptus saligna realizado por Ledn et. al. (1999), quienes mencionan que el aumento de
peso en los animales del grupo tratamiento de dicha investigacion puede relacionarse con
las sustancias quimicas de la planta, sustancias que en algunos de los casos se encuentran
presentes en Chenopodium ambrosioides. No asi en las hembras donde ocurrié un efecto
contrario, ya que las tratadas obtuvieron los menores valores porcentuales y que en cierta
medida pudieran ser explicados ha una baja toxicidad de la infusion de epazote
Caso contrario las hembras tratadas que respondieran con una disminuciéon del peso

corporal, lo que podria ser considerado como un efecto deletéreo inducido por la sustancia.

El resultado de la exposicion a un compuesto quimico, generalmente produce
alteraciones bioquimicas e incluye modificaciones en la composicion celular sanguinea.
Por lo tanto, Mancebo (2002), propone que para la interpretacion de los datos procedentes
de los analisis de laboratorio clinico, tanto de hematologia como de bioquimica sanguinea,
resultaria de gran utilidad el establecimiento de rangos normales a partir de una poblacion

dada no alterada, a los que ¢l denomina el grupo control.

De acuerdo a lo anterior, se puede considerar que los indicadores hematologicos no
fueron afectados por la sustancias de ensayo manteniéndose dentro de los rangos normales,
ya que en ninguna de las comparaciones realizadas existio diferencias significativas
respecto a los controles, lo que indica que el tratamiento no afecto los componentes
celulares basicos que contiene la sangre al igual que en investigaciones similares realizadas

por Capo, 2008 y Aurrecochea, 2004.

Para el caso de la bioquimica sanguinea, deben de ser considerados como

indicadores de dafio hepatico (Transaminasas) y renal (Creatinina), solo en casos que se
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encuentre aumentado su valor (Torres, 2006). Para este estudio no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para Creatinina entre el grupo control y el
tratado, aunque se hallaron lesiones histologicas en higado y rifién, los valores de las
enzimas fueron normales, ya que no hubo lesiones celulares de importancia que
generalmente vienen acompaiadas de cambios enzimaticos significativos.

No obstante, los valores de ALT del grupo 2 machos mostrd diferencias
significativas con respecto al control (Tabla. 3), esto carece de importancia biologica
debido a que los valores se encuentran dentro del rango establecido para la especie (CCAC,
1998). Estos resultados son coherentes con investigaciones similares (Arango et al, 2005;

Lagarto et al, 2005), en donde los valores se mantienen dentro de estos rangos.

Con respecto al estudio anatomopatologico o necropsia, Hofle (2007), sugiere que
para determinar la presencia de dafios toxicologicos en Organos internos estos deben
presentar cambios en el tamafio, la forma, la superficie, el color y la consistencia. También
deben existir cambios significativos en el peso de los 6érganos. Mientras que los resultados
obtenidos en esta investigacion para este parametro no muestran cambios macroscOpicos
observables de los 6rganos internos examinados como los anteriormente mencionados, ni
diferencias significativas en el peso de 6rganos entre el grupo control y los tratados, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos por Acuiia et al. (2005) y Amole & Izegbu (2005)

quienes no reportan alteraciones significativas en los érganos estudiados.

En lo que concierne a la histopatologia, la congestion hepatica observada en los
animales, aparece como un trastorno hemodinamico inespecifico comin en analisis post-
mortem y sin otras lesiones cronicas, no esté relacionada con toxicidad quimica (Isaza et al,
2005). Las alteraciones de tipo congestivo reportados en el higado tanto en los grupos
tratados como en los control podrian deberse a un descenso del flujo sanguineo secundario
al éstasis venoso en el momento del sacrificio. Estos cambios se producen
fundamentalmente por la anoxia que sufren las células y por la accion prolongada del
¢éstasis. En un oOrgano parenquimatoso como el higado se puede manifestar como

hemorragias y congestion centrolobulillar entre otros (Lagarto et al, 2005).
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Lopez (2006), menciona que el estrés es uno de los factores externos mas frecuentes
que inhibe los mecanismos de defensa en los pulmones, entre las células encargadas de
desarrollar esta funcion estan, los macrofagos alveolares y células alveolares. Segun este
autor la inhibicion de estos mecanismos es la causa principal de aparicion de lesiones tales
como, infiltrados inflamatorios, congestion y dilatacion vascular; mismos hallazgos para la
presente investigacion, por lo tanto se considera que dichas lesiones pueden haber sido
provocadas por el estrés causado al ser manipulados, mas que por la infusién

administrada, ya que tanto el grupo control como los tratados las presentaron.

En cuanto a las lesiones inflamatorias intersticiales renales es posible que no sean
efectos toxicos del extracto, sino lesiones que aparecen con alguna frecuencia en esta
especie animal y que algunos autores atribuyen a las proteinas de la dieta (Isaza et al,
2005). Lagarto (op. cit.), por su parte menciona que es un tipo de lesion comun en
roedores. La patogénesis de esta lesion segiin este autor se relaciona con la perdida de

proteinas tras el aumento de porosidad de la membrana basal.

Con lo que respecta al tracto gastrointestinal, es un sistema organico de considerable
complejidad, el cual estd formado por numerosos tipos de tejidos y realiza multiples
funciones. Consecuentemente, posee posibles lugares para la produccion de efectos toxicos
por la accion de sustancias quimicas. Ademas, este sistema constituye la entrada habitual a
los componentes de la dieta, y tiene un considerable potencial para la exposicion a agentes
toxicos (Lagarto et al, 2002). Ademas se sabe que Chenopodium ambrosioides, posee (en
mayor 0 menor proporcion) terpenos entre sus componentes, y estos son capaces de alterar
la permeabilidad de la membrana celular, en especial sobre mecanismos de transporte

16nico (Zeinsteger et al, 2003).
Por lo tanto, en el presente estudio que muestra una asociaciébn entre la

administracion subcronica de la infusion de epazote y la aparicion de la hiperplasia

folicular linfoide, la reaccion histopatologica inespecifica de la pared intestinal puede estar
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relacionada especialmente con los compuestos terpénicos que segun Zeinsteger et al
(2003), algunos de ellos han sido descritos como de toxicidad baja o alta. En base a lo
anteriormente mencionado y de acuerdo al cambio histopatologico de la mucosa intestinal,
es valido atribuirselos a los componentes quimicos presentes naturalmente en Chenopodium
ambrosioides. Ha pesar de ser una reaccion inespecifica, lo que significa es que puede ser

causada por cualquier factor ya sea externo o interno.
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VI. CONCLUSIONES

Con lo que concierne a los parametros toxicoldgicos, no se encontraron alteraciones
etologicas y morfoldgicas en los signos clinicos, que puedan ser ocasionadas por la infusion
de epazote (Chenopodium ambrosioides) administrada oralmente, debido a estos resultado,

se concluye que la sustancia no resulto ser toxica para estos parametros en los ratones INH.

Aunque existio aumento de peso corporal para los machos tratados y disminucion
para las hembras tratadas, ambos resultados carecen de significancia estadistica para todos

los grupos.

Los exdmenes hematoloégicos y bioquimicas son de gran de valor en los ensayos
toxicologicos a largo plazo, ya que estos son indicativos de la gravedad que puede causar
una sustancia toxica; por lo tanto a falta de significancia estadistica en lo parametros
medidos para esta investigacion; se puede asegurar que la administracion subcronica (90

dias) de la sustancia de ensayo no caus6 dafio sistémico ni organico en los ratones tratados.

Habiendo un comportamiento morfologico similar entre los érganos estudiados de
los animales experimentales y el grupo control e incluso en el peso absoluto de 6rganos
tampoco existi6 diferencias significativas, se puede asegurar que la sustancia administrada

no causa ningun tipo de lesion orgénica que se pueda percibir a simple vista.

En el caso del andlisis de conglomerados en donde se busca la conformacion de
grupos similares (Fig. 4), notese la presencia de individuos controles y del grupo
experimental en cada uno de los cluster. Al no existir una conformacion homogénea de
individuos pertenecientes al mismo grupo, no se puede establecer mediante este andlisis
una clara diferenciacion en base a las lesiones histologicas. Confirmandose que los dafios
encontrados en los grupos experimentales no son resultado de la sustancia de ensayo debido

a que estas mismas lesiones se reportaron para el grupo control, a excepcion del dafo en la
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pared intestinal y aunque se consider6 para el analisis no influyo para la conformacion de

los cluster.

En general, bajo nuestras condiciones experimentales la administracion continua de
Chenopodium ambrosioides por via oral a estas dosis, no conduce a alteraciones en el
biomodelo experimental que pudieran ser considerados como signos toxicos al no haber
dafios macroscopicos, histoloégicos y bioquimicos, por lo que se considera a la infusion no

toxica.
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VII. RECOMENDACIONES

Las plantas medicinales y aromaticas juegan un importante papel en el cuidado de la
salud de las personas. Hasta el advenimiento de la medicina moderna, el hombre dependi6
de ellas para el tratamiento de sus enfermedades. La sociedad humana en todas las épocas,
ha acumulado un vasto arsenal de conocimientos tradicionales sobre el uso de las plantas
medicinales. Aproximadamente el 80 % de la poblacion de la mayor parte de los paises en
desarrollo todavia usan la medicina tradicional derivada de plantas para satisfacer las
necesidades primarias de salud. Los propositos de la ciencia actual llevan a Ila
transformacion del conocimiento tradicional en cientifico, los hédbitos y costumbres en
terapias comprobadas y los preparados, remedios, infusiones y cocimientos en suplementos

nutricionales y productos farmacéuticos. (Menéndez, 2006).

La mayor parte de los remedios naturales que se venden sin receta médica y los de
preparacion doméstica son consideradas inocuos y pueden ser beneficiosos cuando se
utilizan correctamente; cuando no, pueden ser dafiinos y peligrosos. Al no estar sujetos a un
control de calidad oficial en muchos paises, su calidad y autenticidad varian
ostensiblemente. Muchos carecen de eficacia comprobada y pueden provocar reacciones

inesperadas. (Moron, 2007).

Por lo tanto con base ha nuestros resultados proponemos que:

+» Considerando que la concentracion de los diferentes compuestos quimicos varia
dependiendo de la parte de la planta, edad, €época del afio, lugar de colecta y si el
material de la planta estad seco o fresco. Seria de mucha importancia conocer la
concentracion real de ascaridol presente en esta planta considerando dichas

variables.

+» Para esta investigacion se utilizaron concentraciones relativamente bajas, debido ha

esto se recomienda prolongar el tiempo de exposicion y esto con el fin de dilucidar
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dudas en cierta manera, con la hiperplasia folicular linfoide de los grupos tratados y

esta manera monitorear el avance patologico.

Evaluar el efecto de la infusion sobre cultivos celulares de intestino ya que de esta
manera se excluyen muchas variables del modelo bioldgico utilizado, que pueden
tanto directa como indirectamente influido sobre la formacion de la hiperplasia
folicular linfoide y excluyendo esos factores se pude hacer un analisis mas robusto y

especifico.

Se recomienda trabajar con otros modelos biologicos, ya que las normas para
estudios a largo plazo propuestas por la OECD sugiere utilizar dos especies
animales para este tipo de investigaciones con el fin de evaluar las respuestas

toxicologicas a diferentes categorias taxonodmicas.

Buscar métodos alternativos para minimizar el uso de ratones u otros modelos
biologicos que se dispongan, esto con el fin de reducir el nimero de animales
utilizados para futuras investigaciones toxicoldgicas, pero teniendo en cuenta que

sean igual de efectivos al comparar los resultados obtenidos.

Utilizar otra técnica de sangrado, ya que la técnica retro orbital no permite obtener
los volimenes relativamente grandes de sangre para realizar todas las pruebas de los
parametros hematoldgicos y bioquimicos. De acuerdo a esto se propone realizar la
técnica de puncion cardiaca con la cual se puede obtener mayores volumenes de
sangre para que permitirdn realizar todas las pruebas hematoldgicas y bioquimicas

que requieren los estudios toxicologicos.

Se deberia realizar mas investigacion cientifica de la planta estudiada, como de otras
plantas medicinales, debido a su importancia en la salud humana y la medicina; ya
que por medio de estos estudios se puede ayudar a la poblacidon a tener una mayor

seguridad de lo que consumen.
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ANEXOS



Anexo 1

Esquema representativa del disefio experimental del estudio toxicoldogico de Chenopoduim ambrosioides.

Grupo Grupo Grupo

Grupo Control Concentracion 1 Concentracion 2 Concentracion 3

—»{ Organos dafados ]

[ Citologia sanguinea ] [ Quimica sanguinea J Histopatologia
\ —.[ Higado y Rifion ]

[ Muestra representativa ] [ 100% de cada grupo J




Anexo 2

Diagrama del estudio preliminar.
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Fuente OECD, 2001



Anexo 3

Descripcion de parametros de toxicidad en animales de experimentacion.

Apariencia piel

Enrojecimiento, sequedad, exudacion.

Ojos y membranas

Enrojecimiento, sequedad, secrecion anormal.

mucosas
Ataxia Pérdida del equilibrio, caminata erratica.
Parilisis Pérdida de respuesta en cualquier extremidad.

Reaccion a

Respuesta al tacto o ruido (exagerado o ausente).

estimulos
Vasoconstriccion Palidez.
periférica
Vasodilatacion Enrojecimiento.
periférica

Pilo-ereccion

Pelaje erizo.

Sialorrea

Exceso de secrecion salival.

Actividad motora

Aumento o disminucion de la actividad normal, refleja o no

Tremores y Contraccion muscular anormal espontianea. Contraccion y estiramiento muscular descontrolado
convulsiones (tonito.
Respiracion Aumento o disminucion de la frecuencia respiratoria.
Deshidratacion Prueba de Robinou: pellizco de la piel, sin el retorno de ella a su posicion normal.
Diarrea Heces blandas o deposicion acuosa.

Fuente: Laboratorio de Ensayos Biologicos UCR




Numero de Raton

Anexo 4
Hoja de registro de parametros de toxicidad.

Concentracion Sexo

Signo clinico

Dias

26

27

28

29

30

Ataxia

Paralisis

Reaccion a
estimulos

Vasoconstriccion
periférica

Vasodilatacion
periférica

Piloereccion

Salivacion

Actividad motora

Tremores y
convulsiones

Respiracion
andmala

Deshidratacion

Diarrea

Apariencia de
pelo

Apariencia piel

Ojos membrana y
mucosa

*Criterios de evaluacion

Ausente =0

Moderado = 2 Grave =3 Muy Grave =4




Anexo 5

Valores de referencia hematologicos*

ESPECIES Glébulos Hb PCV Plaquetas Glébulos Neutrofilos Linfocitos Volumen
rojos X 10'%/L g/L L/L sanguineas blancos 10°/L 10°/L sanguineo.
X 10°/L X 10°/L (ml/kg)
GATO 7.5 120 0.37 12.5 7.5 4.0 66.7
5.0-10.0 80-150 | 0.24-0.45 190-400 5.5-19.5 2.5-12.5 1.5-7.0 45-75
GANADO 7.0 110 0.35 8.0 2.0 4.5 57
BOVINO 5.0-10.0 80-150 | 0.24-0.46 220-640 4.0-12.0 0.6-4.0 2.5-7.5 55-60
PERRO 6.8 150 0.45 11.5 7.0 2.8
5.5-8.5 132-193 | 0.38-0.57 145-440 6.0-17.0 3.9-12.0 1.0-4.8 83-101
COBAYO 5.2 0.43 2.6
4.8-5.9 110-140 | 0.37-0.46 450-630 3.8-13.5 2.0-3.1 6.4-7.5 65-90
HAMSTER 7.5 168 0.5 7.6
5.0-9.2 146-200 | 0.46-0.52 300-570 5.0-10.0 1.5-3.5 6.1-7.0 65-80
CABALLO 9.0 144 0.41 9.0 4.7 3.9 72
6.8-12.9 111-190 | 0.32-0.53 80-397 5.4-14.3 2.3-8.6 1.7-6.8 75-100
RATON 9.1
7.9-10.1 110-145 | 0.37-0.46 | 600-1200 5.0-13.7 0.4-2.7 7.1-9.5 70-80

*  Los valores normales pueden variar con la edad, el sexo, la raza y las funciones de los animales.
Fuente CCAC, 1998




Anexo 6

Valores de referencia de bioquimica clinica.

Amino- Amino- Fosfatasa
transferasa | transferasa | Alcalina
Glucosa Urea Colesterol Aspartato Alanina U/L
mmol/L mmol/L Total Proteina (AST, (ALT,
mmol/L SGOT) SGPT)
ESPECIES U/L U/L
Total | Albumina | Globulina
g/L g/L g/L
PERRO 3.61-6.55 7.14-19.99 3.50-6.99 | 54-71 26-33 27-44 23-66 21-102 20-156
(5.05£0.67) | (12.14£2.86) | (4.61£0.98) | (61+£5) (29+2) (34+£5) (33£12) (47+26) (66+36)
COBAYO 4.94-529 | 15.35-17.99 - 48-56 24-27 - 46-48 38-45 66-74
Hartley (5.12) (16.67) (52) (25) 47 41 (70)
(500-800g)
HAMSTER | 3.61-4.07 | 14.85-21.49 | 4.71-6.13 | 64-73 32-37 - 53-124 21-50 8-18
Siriano (3.84) (18.334£3.08) (5.42) (67+£5) (3542) (79432) (35£11) (13£5)
(100g)
CABALLO | 4.16-6.39 7.14-17.14 1.94-3.89 | 52-79 26-37 26-40 226-366 3-23 143-395
(5.30+0.47) (2.884+0.04) | (63+6) (31£3) (33£7) (296+70) (14+11) (244+101)
RATON 9.71-18.60 | 12.14-20.59 | 1.27-2.48 | 42-60 21-34 18-82 55-251 28-184 28-94
CD-1 (15.00) (16.07) (1.89) (&2 (28) (22) (139) 95) (67)
(Crl:CD-
1(ICR)BR)
CF-1 9.10-20.48 | 8.57-19.99 2.72-4.16 | 54-65 30-40 18-31 30-314 76-208 67-303
(Crl:CF- (14.46) (14.99) (3.49) (60) (395 (24) (177) (143) (167)
1BR)

Fuente CCAC, 1999




Anexo 7

Hoja de datos de necropsia.
# identificacion

Fecha de coleccion de necropsia

Historia

SEX M H EDAD Peso (g)

CONDICION CORPORAL: Buena regular mala

ORGANOS superficie consistencia color

tamafo

peso

Homogéneo/manchado, rojo, negro, café,
morado, bronceado, amarillo(H,C), rosado,

lisa, aspera, firme, aris(P)

granular, arrugada quebradizo,
€Sponjoso

Higado

Corazon

Pulmones

Bazo

Rifén

Estomago

Pancreas

Intestino delgado

Intestino grueso




