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Resumen 

A lo largo del tiempo el ser humano ha permitido que los perros y gatos se 
reproduzcan de manera descontrolada, propiciando asi que estos se 
conviertan en un serio problema dentro de las ciudades, varios son los 
motivos por los cuales la gente decide abandonar a estos animales que 

• previamente fueron animales de compania, de este modo la tendencia es 
que estas poblaciones en condicion de calle vayan en aumento en los 
'Daises en vias de desarrollo, lo que conlleva graves peligros para estas 
especies y un riesgo considerable para el hombre y su sociedad. El objetivo 
de este estudio fue evaluar mediante lecturas espectrofotometricas si 
existen alteraciones clinicas e histopatologicas en higado y rinon de ratas 
tratadas con la combinacibn de quitoson-coumestrol. Se utilizaron 45 ratas 
macho Wistar, estas se dividieron aleatoriamente en tres grupos, 15 
animales control, 15 tratados con una dosis Unica de quitosan-coumestrol 
de 800 pg y 15 tratadas con una dosis Unica de quitosan-coumestrol de 
1600 pg por via subcutanea, se deja ejercer su efecto durante 9 semanas, 

• 
para valorar su efecto en dichos organos. Resultados: Se realizaron pruebas 
para fosfatasa alcalina (FAS), alanino aminotransferasa (ALT), creatinina 
(CRE) y nitrogeno ureico (BUN) no encontrando cambios entre los animales 
del grupo control y los tratados. Por su parte la evaluacion histopatologica 
de rinon mostre congestion y tubulonefrosis ambas ligeras sin representar 
diferencia entre los animales control y los tratados. En lo referente a la 
valoracion histopatologica de higado se encontro congestion, 
tumetaccion y lipidosis leve sin presentar diferencia entre los animales 
control y los tratados. Conclusiones: Se concluye que la utilizacibn de la 
combinacion quitosan-coumestrol no parece generar alteraciones 

• funcionales o estructurales a corto plaza a nivel de higado y 

Palabras clove: Higado, rinon, coumestrol, quitosan, fluorescencia 
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1. Impacto de los animales ferales 

A lo largo del tiempo el ser humano ha permitido que los perros y gatos se 
reproduzcan de manera descontrolada, propiciando asi que estos se 
conviertan en un serio problema dentro de las ciudades y comunidades; 

creandose problemas de exceso de animales, contaminacion, amenazas 
a la salud, crueldad y abandono, entre otros. (Morales et al., 2009). 

Varios son los motivos por los cuales la gente decide abandonar a un 
perro que previamente fue animal de compania, entre los que destacan: 
cambios de domicilio, camadas inesperadas, factores econornicos, falta 
de interes, comportamiento del animal, alergias de los propietarios, hijos 
inesperados entre los propietarios, ingresos a hospitales o defunciones, 
vacaciones (Cendon y Holm, 2012). 

Los animales de compania Canto el perro coma el gato para algunos 
paises de la Union Europea coma Espana o Alemania son vinculados a la 
tenencia responsable; sin embargo los Ilamados perros callejeros y su 
abandono hay en dia se han convertido en un debate publico, pues en la 
actualidad el vincula mascota-dueno se ha roto, ya que los humanos han 
permitido la reproduccion excesiva de estos, para luego abandonarlos. De 
este modo la tendencia es que la poblacion canina en condicion de calle 
vaya en aumento, en los paises en vias de desarrollo, lo que conlleva 
graves peligros para estas especies y un riesgo considerable para el 
hombre y su sociedad. Otra tendencia observada es que la proporcion de 
machos es mayor que la de hembras, esto debido a la presion por 
seleccion, realizadas sabre los machos pues se prefieren ya que a estos no 
se les vincula con el periodo de celo, estimandose asi que dos tercios de la 
poblacion total corresponden a machos (Hughes et al., 2013; Soto, 2013). 

A los perros que se mantienen en las calles se les puede clasificar coma: 

a) perros que tienen en apariencia dueno y este les permite andar libres 
por las calles. 

b) perros sin un dueno especifico es decir no tiene casa. 

c) perros ferales que habitan en las zonas suburbanas. (Perez-Rivera, 2008). 
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En Italia para 2001, existia una poblacion de 6,9 millones de perros con 
duenos, de los cuales se estimo que 150,000 de estos fueron abandonados 
lo que representa una tasa del 2.2 por coda 100 perros con due no; dichos 
animates abandonados se dieron por falta de interes, dificultades para 

mantenerlos (Hogasen et al., 2013). 

• 
	

Cuatro millones de gatos entran en refugios de animales en los Estados 
Unidos coda ano, y cerca de 70 % de estos son eutanasiados. El impacto 
economico de estas poblaciones ferales estimado para 2011 fue de 620 
millones de delares al ano (Greenberg et al., 2013; Hughes et al., 2013). 

Mexico ocupa el primer lugar en tenencia de perros y gatos en America 
Latina, de ahi la importancia de desarrollar una cultura que limite su 
reproduccion y promueva el cuidado de estos animales; la Organizacion 

de las Naciones Unidas (ONU) estima que la tasa de crecimiento de la 
poblaciOn caning en Mexico es de 12% al ano, mientras que en el ser 
humano el crecimiento es del 5%. (LXI Legislatura de Mexico, 2014). 

Para el ano 2003 la poblacion canina en la Ciudad de Mexico se 
calculaba en poco mos de un 1,393,000 perros; es decir un perro por coda 
7 habitantes, sin embargo esta distribucion no es homogenea pues las 
mayores concentraciones de perros ferales se encuentran en las 
delegaciones Gustavo A. Madero, Xochimilco, lztapalapa y Milpa Alta 
(Secret aria de Salud, 2013). 

SegOn el Censo Nacional de Poblacion en 2010, habia 112 millones 336 mil 
538 habitantes en Mexico (INEGI, 2013) y la Secretaria de Salud del Distrito 
Federal estima que en el pals hay 12 millones de perros, lo que nos da una 

• razor) de 9 habitantes por perro de los cuales se pierden al ano para entrar 
en situacion de calle 18,000 perros, tomando en cuenta que el Distrito 
Federal tiene una poblacion de 8,851,080 habitantes, se estima que se 
pierde un perro al ano por coda 492 habitantes , solo en la delegacion 
TIFASan existen 650,567 habitantes, por lo que potencialmente al ano se 
pierden alrededor de1322 perros. 

1.1 eComo afecta a la salud humana la sobrepoblacion de animales 
ferales? 

Las zoonosis son enfermedades que se transmiten en ambos sentidos entre 
los animales y el hombre y viceversa, por lo que son diferentes al rest o de 
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las enfermedades infecciosas debido a su peligrosidad para el ser humano 
por lo que, su prevenciOn y control requiere estrategias muy particulares 
basadas en investigaciones de tipo epidemiologico (Gil y Samartino, 2000; 
Dabanch, 2003). 

Las enfermedades transmitidas a los serer humanos por animales 
considerados fauna nociva, cada vez son mds frecuentes y peligrosas para 
la salud humana. En los Oltimos anos se ha observado la emergencia y 
reemergencia de algunas zoonosis, fenomeno estrechamente relacionado 
a cambios ecologicos, climaticos y socioculturales que han determinado 
que la poblacion animal comparta su habitat con el hombre cada vez con 
mayor frecuencia (Dabanch, 2003). En la actualidad estas enfermedades 
representan un gran porcentaje de las enfermedades descritas en muchos 
poises y constituyen el origen de perdidas economicas tanto para la salud 
animal como para la salud pUblica (Traversa, 2005). 

Existen dos maneras de fransmision de zoonosis, estas son la directa e 
indirecta; en la primera se habla de una manera circunstancial en la 
convivencia y se da por mordeduras y contacto con la saliva y secreciones 
corporales, mientras que en la indirecta se atribuye a ciclos de transmision 
determinados por el ambiente (agua, suelo y materia organica) 
provenientes de los animales y sus vectores (Fuentes, 2006). 

Los perros son la causa del 99% de las 55,000 muertes humanas por rabia 
reportados en todo el mundo, sobre todo en Asia y Africa, de igual manera 
estan asociados con mas de 60 zoonosis (Hughes et of., 2013; Massei y 
Miller, 2013) como equinococosis, toxocariasis, leishmaniasis, toxoplasmosis 
y bartonelosis, ademos de los problemas originados por contaminacion 
ambiental con desechos de la orina y las heces (Slater et al., 2008). 

Los perros causan entre el 85 y 90% de las mordeduras por mamiferos, 
seguidos por los gatos con un 5 a 10%, mientras que los roedores participan 
entre 2 y 3%, representando asi un problema de salud publica a nivel 
mundial; en algunos paises desarrollados han Ilegado a ubicarse como el 
segundo lugar en cuanto a problemas de salud publica mos costosos, al 
asociarse a complicaciones de indole infeccioso, funcionales e incluso 
fatales para la persona agredida (Munoz, 2012). 

Pese a la frecuencia de agresiones por perros, la poca notificacion de 
casos de personas mordidas en Estados Unidos y Mexico es elevado, esto 
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debido a que solo los lesionados que requieren hospitalizacion son los que 
reportan la agresion, siendo estos un numero muy reducido, pues la 
mayoria prefiere atenderse en casa, en estos reportes los ninon son las 
victimas mas frecuentes de las agresiones (Perez-Rivero, 2008). 

En la RepUblica Mexicana las zoonosis mas frecuentes transmitidas por 
perros son la rabia, leptospirosis, brucelosis, coccidiosis, tuberculosis, 
tripanosomiasis, toxocariasis, giardiasis, de las cuales se tienen pocos 
reportes a excepcion de la rabia (Sanchez et al., 2010; SAGARPA, 2007). 

1.2 ZQue problemas sociales generan? 

Las poblaciones caninas que deambulan por las calles causan en la 
sociedad diversas consecuencias, dentro de las que destacan el gran 
acUmulo de materia fecal tanto en las calles como en los parques o 
plazas, dicho actimulo atrae moscas y roedores; de igual manera se 
puede correr el riesgo de ser atacado y mordido por alguno de estos 
perros ferales, y de manera importante la contaminacion acustica por los 
ladridos. Desde el punto de vista humanitario hacia los animales estos se 
encuentran expuestos a desnutricion, parasitismo, contraer enfermedades, 
abusos, ser atropellados o pueden ser causa de accidentes 
automovilisticos (Hogasen et al., 2013; Hughes et al., 20013; Soto 2013). 

Otro grave problema que existe en el control de las poblaciones de estos 
animales es el de hacinamiento que ocurre cuando son albergados en 
instituciones especializadas, en donde por lo general presentan falta de 
higiene y falta de alimentacion en las perreras Ilevando un incremento 
sostenido en la poblacion canina y contribuyendo asi al deterioro 
ambiental, con la consiguiente disminucion de la calidad de vida de las 
personas (Rivera, 2009). 

De esta manera la seguridad personal es el problema mas importante en el 
control de perros y gatos, seguido por el bienestar animal, la salud poblica 
y saneamiento (Hogasen et al., 2013). 

Por lo cual debido a la falta de educacion y cultura civica de los humanos 
al adquirir un ejemplar canino o felino y abandonarlo en la calle se genera 
el problema de la sobrepoblacion de estos animales en las ciudades 
(Sanchez et al., 2010). 
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1.3 Afectaciones ecologicas por la sobrepoblacion de animales 
ferales 

Por muchas decadas la gente ha reconocido la importancia de la 
conservation de la vida silvestre, sin embargo a partir de este siglo ha 

comenzado a Ilamar la atencion de los conservacionisfas, por tanto en la 
• 

	

	
medida en que la poblacion humana se ha extendido tambien lo han 
hecho muchas especies en sus habitats y ecosistemas, de ahi que los 
impactos negativos de los animates domesticos que se han vuelto ferales 
afecten negativamente a las poblaciones de fauna nativa a traves de la 
depredation, competencia, alteration, hibridacion y transmision de 
enfermedades, tat es el caso de la rabia y el moquillo (Hughes et al., 2013). 

Al ser los perros depredadores, son considerados como factor de riesgo y 
se asocian a la reduction poblacional del conejo y del venado bura 
pudiendo desplazar competitivamente tanto a coyotes como a lobos, no 
obstante lo mos grave es la afectacion de poblaciones de presas como 
ayes, reptiles y algunos mamiferos pequenos y medianos. En poblaciones 
ferales, los perros tienen impacto importante sobre la fauna nativa como 
depredador sobre todo en las islas. De la misma manera es capaz de 
hibridizar con el lobo y hasta con el coyote, lo cual significa una amenaza 
a la integridad genetica y la continuidad de las poblaciones; otra forma 
de afectacion ecologica es que en ocasiones ayudan a las ratas a 
remover la basura y sacarla de sus contenedores en ambienfes urbanos 
(Alvarez- Romero y Medellin, 2005). 

2. Medidas de control para animales ferales 

2.1 Metodos de control mas utilizados en Mexico y el mundo 

Los perros y gatos son una especie con un alto indite de prolificidad y con 
caracteristicas reproductivas muy particulares; una estimation es que en 6 
anos una perra y sus crias tienen el potential pare producir 67 mil nuevos 
perros, de ahi que se busquen maneras eficaces de control de 
poblaciones caninas pues es un grave problema a nivel mundial y en la 
Ciudad de Mexico (Perez-Rivera, 2008). 

El control de animates ferales ester dirigido a reducir su nOmero y de esta 

• manera evitar agresiones a humanos minimizando asi la posibilidad de 
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algOn contagio de enfermedades zoonoticas, la afectacion de la 
economic para tratamientos preventivos. Aunque el 63% de los cachorros 
nacidos en un sitio mueren por accidentes o enfermedades infecciosas, el 
problema de la sobrepoblacion sigue siendo grave (Pal, 2005). 

Dentro de las medidas preventivas para contener la poblacion de los gatos 
• 

	

	
y perros son la adopcion, la esterilizacion, la profilaxis quimica para el 
control del embarazo, y la educacian del propietario. Otras formas para la 
disminuci6n de la poblacion de animales callejeros es la eutanasia (Selby 
et al., 1979). En el cuadro 1 se muestran los principales metodos de control 
de poblaciones en Mexico y el mundo. 

La manera de detener la poblacion canina se ha centrado principalmente 
en la esterilizacion quirurgica, la cual puede ser realizada tanto en 

cachorros que aim no han entrado a la pubertad como en perros adultos, 
requiere tecnicas quirOrgicas y asepticas apropiadas para poder garantizar 
buenos resultados y bienestar animal. Es mas aceptada por la sociedad en 

• general que la eutanasia, no obstante es de costo elevado debido a que 
se requiere el use de farmacos, personal especializado, requiere de 
instalaciOnes idoneas, y pone en riesgo el bienestar del animal debido a 
que es un procedimiento invasivo en donde se utilizan agentes anestesicos 
(Massei y Miller, 2013). No obstante, la esterilizacion mejora la calidad de 
vida del animal, en el caso de los machos el deseo de apareamiento 
desaparece, alejandolos de peleas por dominancia; mientras que en el 
caso de las hembras se evitan los celos recurrences, el nacimiento de 
camadas, en cualquiera de los casos los animales se tornan mas pacificos 
y dOciles (Perez-Rivero, 2008; Gonzalez y Orrego, 2013). 

• En el caso especifico de gatos han existidoproyectos que pretenden 
reducir el nOmeros de estas comunidades, dichos proyectos incluyen la 
liberacion intencional del virus de panleucopenia, intoxicacion, 
introducci6n de depredadores, eutanasia y castracian (Foley et al., 2005). 
Para que estas medidas de control sean efectivas los factores sociales 
juegan un papel importante en la implementacion de la erradicacion de 
gatos callejeros (Nogales et al., 2013). 

• 
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Cuadro 1. Principales metodos de control de poblaciones ferales en 

Mexico y el mundo. 

Metodo Mexico Mundo 
Esterilizacion quirurgica V ✓ 

Castracion ✓ ✓ 

Eutanasia ✓ 

Aprobada por la NOM- 
033-SAG/ZOO-2014 

✓ 

En Italia no es 
aprobada 

Educacion ✓ ✓ 

Profilaxis quimica ✓ ✓ 

Adopcion ✓ ✓ 

Medicina alternativa ✓ 

Caric a Papaya 
Coumestrol- Quitosan 

✓ 

Asia Embelia ribes 

Una de las preocupaciones para abordar este problema de la 
sobrepoblacion de caninos y felinos es atendida en los centros de atencion 
canina ( Clinicas veterinarias delegacionales en la Ciudad de Mexico), los 
cuales son establecimientos de servicio publicos orientados a resolver esos 
problemas, entre las actividades que estos lugares realizan se encuentra la 
captura de perros callejeros, recoleccion y observacion de animales 
agresivos, sacrificio de los animales no reclamados y obtencion de 
muestras para diagnostico de animales sospechosos (Secretaria de Salud, 
2013). 

2.2 Politicas pUblicas a nivel Mundial para el control de fauna feral 
(inversion economica) 

Debido a la creciente preocupacion acerca de los perros y gatos 
vagabundos en algunos poises como Italia en donde la prohibicion de la 
eutanasia es dictada por las autoridades, excepto si los perros estan 
enfermos incurables o son peligrosos, promoviendo la inscripci6n en un 
registro del perro y su esterilizacion, asi como la proteccion y asistencia 
para los perros y gatos vagabundos coma se menciona en la Ley n. 281 

"de Animales de Compania y la Prevencion de Vagabundos", que 
describe los problemas y sento las bases para las acciones para resolverlos, 
haciendo hincapie en el bienestar de los animales; mientras que en Japan 
y Australia el 10% de perros capturados en las calles son devueltos a sus 
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duenos y al resto se les realiza eutanasia, de esta manera se controla a la 
poblacion canina (1-10gasen et al., 2013; Slater et al., 2008). 

En Venezuela cuentan con una Ley para la Proteccion de los Animales 
Domesticos, dominados, silvestres y exoticos, libres y en cautiverio, que da 
proteccion a los animales y plantea un trato justo. Establece sanciones que 

• 

	

	
garanticen la integridad fisica y psicologica de los animales domesticos en 

condiciones que no impliquen maltrato, abandono, danos, crueldad y 
sufrimiento (LXI Legislatura de Mexico, 2014). 

La Ley de Proteccion Animal de Argentina sanciona el maltrato animal 
para animales domesticos y su abandono (LXI Legislatura de Mexico, 2014). 

En Chile la Ley de Tenencia Responsable de mascotas instaura la eutanasia 
como una forma de control de la poblacion de animales abandonados 
(LXI legislatura de Mexico, 2014). 

En Mexico, especificamente en el Distrito Federal se calcula un total de 1, 
200, 000 animales de los cuales se estima que un 10% se encuentran en 
situacion de calle, es decir (120,000). Para la delegacion Coyoacan el 
presupuesto asignado para realizar la actividad de esterilizacion de 
animales asciende a $1, 200,000.00 para el 2014, mientras que para la 
delegacion Milpa Alta el presupuesto asignado es de $150,000, para la 
delegacion Tlahuac se tiene un presupuesto de $ 625, 008 para las mismas 
actividades (IFAI, 2014). 

Se cuenta con el programa denominado "Se un dueno responsable" 
dandose inicio en el ano 2012, abarca la esterilizacion, vacunacion las 
cuales se Ilevan a cabo desde 1996 y 1995 respectivamente y fomenta a 
traves de platicas ciudadanas, brindarle a los animales de compania un 

• trato digno y convivencia para todos, asi como, Centros de Atencion 
Canina (IFAI, 2014). 

La Norma Oficial Mexicana (NOM-033-SAG-Z00-2014) menciona los 
metodos utilizados para el control letal de poblaciones de perros, dentro 
de las cuales se encuentra la electro insensibilizacion asi como sobredosis 
de formacos via intravenosa (barbituricos) para perros mayores de 4 
meses. 

• 
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3. Metodos no quinjrgicos de esterilizacion 

La esterilizacion no quirOrgica de perros y gatos callejeros presenta la 
ventaja de ser mas rentable que la esterilizacion quirOrgica pues ayuda a 
reducir el tamario y el impacto de dichos animales, pues mas animales 
pueden ser tratados por unidad de tiempo (Massei y Miller, 2013). 

Las formal alternativas de anticoncepcion en animales ferales en los 
ultimos efts han observado mayor interes, uno de los metodos de 
anticoncepci6n utilizado en gatos y que es alternativo a la castracion o 
esterilizacion quirUrgica es usado en Estados Unidos, se trata del acetato de 
megestrol (AM) (Greenberg et al., 2013). 

Otra alternativa para el control de poblaciones callejeras son las vacunas 
anticonceptivas las cuales se han utilizado para inhibir la reproduccion en 
roedores, ungulados, carnivoros, elefantes, y marsupiales (Massei y Miller, 
2013). 

Algunos farmacos que han sido utilizados para la esterilizacion de los perros 
machos, son esterilizantes infratesticulares, los cuales son inyectados en los 
testiculos provocando infertilidad, dentro de estos encontramos el 
Gluconato de Zinc neutralizado por arginina (Neutersol), otro nuevo estudio 
se realiza tambien con el cloruro de calcio (CaCl2), como inyeccion 
intratesticular (Massei y Miller, 2013). Tambien se ha utilizado la inyeccion de 
metilcianoacrilato (MCA) en la cola del epididimo la cud provoca 
azoospermia y como consecuencia la esterilidad de los perros (Galvan et. 
al., 1994). 

En cuanto a medicina alternativa, la administracion via oral del extracto de 
la semilla de Carica Papaya ha demostrado ser efectiva en el control de 
poblaciones de perros callejeros (Ortega et al., 2011). 

La planta Embelia ribes es utilizada para prevenir la gestacion y ha sido 
usada en perros machos por via oral como control de poblaciones 
temporal (Perez-Rivero et al., 2008). 
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4. Fitoestr6genos 

Los estrogenos de origen vegetal mejor conocidos como fitoestrogenos, 

(Pilsakova et al., 2010). Son producidos por una gran diversidad de plantas, 

y estos se caracterizan por tener actividad estrogenica o antiestrogenica 

sobre humanos y animates; los fitoestrogenos se producen en mayor 

cantidad en las leguminosas y son utilizados por las plantas como un 

mecanismo de defensa (Pike et al., 1999). 

La estructura quimica de los fitoestrogenos es similar a la de los estrogenos, 

debido a que en su estructura existe un anillo aromatic° y un grupo 

hidroxilo (Ososki y Kennelly, 2003). 

Debido a su diversidad quimica los fitoestrogenos se pueden dividir en 

diferentes familias de compuestos, dentro de los cuales se encuentran los 

flavonoides representados por las isoflavonas donde destaca la Genisteina, 

los coumestanos donde el coumestrol es su principal representante, los 

lignanos con la enterolactona y los estilbenos con el resveratrol (Patisaul et 

al., 2001). Los fitoestrogenos que mas abundan en la naturaleza son las 

isoflavonas y los coumestanos, estos Oltimos con una estrogenicidad de 

1/1000 y las isoflavonas con 1 / 10000 comparandolos con la actividad del 

17[3- estradiol (Adams, 1995). 

Debido a que los fitoestrogenos a dosis reducidas imitan funcionalmente a 

los estrogenos de los animates domesticos, estos desempenan un papel 

importante en la prevencion de cancer, enfermedades del corazon y 

sintomas de la menopausia, de manera similar estimulan el desarrollo de 

tejidos reproductivos femeninos y masculinos y en el mantenimiento del 

sistema nervioso central y esqueletico; debido a que influyen en el 

crecimiento y funcionamiento de los diferentes tejidos (Ososki y Kennelly, 

2003). 

Estos estrogenos producidos por las plantas ingresan a celulas blanco, en 
diferentes tejidos donde existan receptores para estrogenos, los cuales 

pueden ser del tipo alfa (REa), los cuales se encuentran en tejidos como el 

higado, sistema nervioso central, sistema cardiovascular, huesos, Otero y 

glondula mamaria. Los fitoestrogenos tambien se unen a receptores tipo f3 

(ER(3) los cuales se encuentran presentes en la prostata, ovarios, testiculos, 
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tiroides, suprarrenales, pancreas, vesicula biliar, piel, tracto urinario, tejido 

linfoide, pulmon, hipotalamo, cerebelo y bulbo olfatorio (Lenin et al., 2010). 

La gran diversidad en la actividad biologica de los fitoestrogenos se debe 

a su capacidad de actuar como agonistas, esto significa que imitan a los 

estrogenos enclogenos y causan efectos estrogenicos, tambien pueden 

actuar como antagonistas de los estrogenos ya que pueden bloquear o 

alterar los receptores de estrogeno (RE) y evitar la actividad estrogenica, 

causando asi efectos antiestrogenicos (Ososki y Kennelly, 2003). 

Los fitoestrogenos tienen una mayor afinidad de union para ER(3 que para 

REa, no obstante la complejidad de estos procesos hace dificil definir con 

exactitud a cual se une mos eficientemente debido a las diferentes 

actividades de transcripcion en funcion de los tipos de fitoestrogenos. 

(Ososki y Kennelly, 2003). 

Las diversas actividades y la biodisponibilidad de los fitoestrogenos varian 

dependiendo de la forma de administracion, dosis, metabolismo del 

individuo y la ingestion de otras sustancias, el tipo de tejido donde tienen 

efecto y sobre todo del tipo de fitoestrogeno (Ososki y Kennelly, 2003). 

El empleo de algunos fitoestrogenos administrados por via oral ha sido 

descrito como una alternativa en el control reproductivo en el vampiro 
comun (Serrano of al. 2007). 

4.1 Coumestanos 

Los coumestanos se sintetizan a partir de acid° cinamico, siendo el 
coumestrol un compuesto de 15 carbonos (Hernandez, 2004), son 
fitoestrogenos que muestran actividad estrogenica, las plantas que mas 
contienen coumestanos son el trebol (Trifolium) y la alfalfa (Medicago 
sativa), el contenido de coumestrol en estas plantas se da segOn la 
variedad de la planta, etapa de crecimiento, corte, presencia de 
enfermedad por ataques de insectos ode hongos (Ososki y Kennelly, 2003). 

Se ha reportado que en algunos animales que consumen estos forrajes se 
ha demostrado que tienen efectos estrogenicos negativos principalmente 
en hembras, esto debido a su fuerte afinidad a los REI3 (Ososki y Kennelly, 
2003). 
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El coumestrol es un fitoestrageno que al incorporarse a la dieta de los 
animales machos reporta una disminucion importante en el peso y la libido 
(Whiten et al, 1994). 

4.2 Efectos de los fitoestrogenos en diversos organos 

El sistema vascular expresa el Era y Erp por lo cual los fitoestrogenos se unen 

con diferente afinidad, teniendo efecto biologico tanto en sus celulas 

endoteliales como en las del mUsculo liso; la genisteina inhibe la 

proliferacion de las celulas endoteliales inhibiendo las senales de 

transduccion involucradas en transtornos vaso-oclusivos (Dubey et al., 

2000). 

Los RE13 en el cerebra se expresan en el area preoptica, en el nude() 

ventro-medial del hipotalamo y en el tallo cerebral antagonizando la 

accion del estradiol mediante la regulacion del ARNm para el RE13 en el 

nucleo paraventricular (Perez-Rivera et al., 2007). El coumestrol tiene la 

capacidad de suprimir picas de hormona luteinizante (LH) en ratas; la 

presencia de los REa y RE13 en las neuronas secretoras de la (GnRH) abre la 

posibilidad de que los fitoestrogenos actuen sabre ellas (McGarvey et al., 
2001). 

En el aparato reproductor del macho, los RE13 se expresan en diversas 

regiones en el testiculo, dentro de las cuales se encuentran los conductos 

eferentes, epididimo, conductos deferentes y la prostates: de igual manera 

se sabe que se expresan en las celulas de Sertoli, espermatogonias y 

espermatocitos, solo en las celulas de Leydig de los adultos se expresan los 
REa (Perez-Rivero et al., 2007). La exposicion a estrogenos exogenos como 

los fitoestrogenos o inhibicion de estrogenos endagenos durante el 

desarrollo o edad adulta induce cambios estructurales y funcionales dentro 

del tracto reproductivo masculino (Assinder et al., 2007). 

Los fitoestrogenos alteran tambien la expresion de RE en la hembra, 

influenciando de manera negativa los ciclos foliculares en los ovarios ya 

que estos actuan uniendose a los REI3 presentes en las celulas de la 

granulosa, por lo que actuan disminuyendo el efecto de los estrogenos en 
los foliculos (Whitten y Patisaul, 2001). 
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Los estrogenos tienen una participacion importante dentro del sistema 
oseo ya que ayudan a disminuir el riesgo de osteoporosis y fracturas en 

hembras (Wen-Ling Lee et al., 2013). 

• 
	 5. Receptores estrogenicos 

Las hormonas esteroides ejercen accion por medio de la union a 
receptores miembros de la superfamilia de receptores nucleares, los cuales 
son factores de transcripcion, dentro de los cuales se encuentran 
receptores de androgenos (RA), glucocorticoides (RG), progesterona (RP), 
mineralocorticoides (RM) y estrogenos (RE); todos ellos con una estructura 
modular que consiste en un dominio carboxi-terminal de union al ligando 
(LBD), una region localizada en el centro de la estructura la cual es capaz 
de unir ADN (DBD) y un dominio amino-terminal (NTD) para la completa 
actividad transcripcional del receptor (Bottino y Lanari, 2010). 

Estructura de los Receptores Estrogenicos: 

El ERa contiene 595 aminoacidos y ester constituido por diferentes dominios: 
A/B o dominio regulador, el cual contiene varios sitios de fosforilacion; 

dominio central de union al ADN (DBD) en la region C y el cual es esencial 
para activar la trascripcion y producir el cambio contormacional necesario 
para interactuar con el elemento respuesta a los estrogenos (ERE); un 
dominio en la region D que participa en el movimiento del ER al nucleo 
despues de su sintesis en el citoplasma y finalmente un dominio de union al 
ligando que se ubica en la region D, en el extremo carboxilo terminal (LBD). 
Por otra parte el Er13 contiene solamente 530 aminoacidos, es debil por 

0 	 estar asociado con un dominio represor, su estructura es similar al ERa 
(Teppa y Teran, 2005), como se muestra en la Figura 1. 

• 
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Figura 1.- Estructura modular de los receptores estrogenicos (RE) a y 
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La activacion del ER se inicia cuando la hormona se una a el, induciendo 
cambios en la conformacion del receptor, disociandose de un complejo 
co-represor y uniendose a un complejo co-activador ocurriendo asf su 
dimerizacion, el receptor se transporta al nOcleo permitiendo asf la 
interaccion de los sitios especfficos de union al ADN del receptor con las 
secuencias conocidas como ERE que se encuentran en el genoma, luego 
se inicia la transcirpcion a traves de la enzima ARN polimerasa y la 
formacion de ARNm el cual migra al citoplasma, donde se realiza la 
traduccion en los ribosomal; las protefnas resultantes actOan como 
correguladoras modulando la capacidad de trascripcion del ER 
incrementandola o disminuyendola; de tal manera que se modulan varias 
respuestas en muchos tejidos en donde la hormona ejerce su efecto 
biologico, ya sean de caracterfsticas agonistas o antagonistas (Teppa y 
Teran, 2005). 
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Cuando hay una ausencia de estrogenos los ER se asocian con los co-

represores que inhiben la actividad de transcripcion. El coumestrol puede 
actuar como ligando uniendose de manera mas eficiente al ERp con una 
afinidad similar al 17P estradiol. (Perez-Rivero et of., 2007). 

6. Quitoson 
• 

Hoy en clia el use del quitosan en la medicina veterinaria comienza a 
hacerse importante pues se usa como agente de curacion de una herida, 
agente antimicrobiano, como material de vendaje, como injerto de piel, 
como agente hemostatic°, regeneracion asea, efectos analgesicos y 
tambien como un vehiculo en la administracion de formacos y vacunas 
(Senel y McClure, 2004). 

En los Oltimos anos el quitosan se ha usado en productos farmaceuticos 
convirtiendose en la promesa contra muchas dolencias y enfermedades 
de hoy y manana (Semwal et al., 2013). 

• La quitina es un polimero que se encuentra en abundancia en la 
naturaleza, es un polisacarido que es componente en los exoesqueletos de 

insectos y crustoceos y tambien en algunas paredes celulares de bacterial 
y hongos. El polimero de quitosan se obtiene despues de la desacetilacion 
alcalina de la quitina y se compone de copolimeros de glucosamina y N-
acetil glucosamina, el quitosan es semicristalino y el grado de cristalinidad 
se obtiene en funcion del grado de desacetilacion (Senel y McClure 2004). 
El interes hacia el quitosan se debe a su caracter cationic°, ya que la 
presencia de grupos aminas en la cadena polimerica ha hecho que el 
quitosan sea un material muy versatil para estudiar y con una gran 

• posibilidad de hacer modificaciones quimicas debido al grupo hidroxilo; no 
obstante existen diferencias en el comportamiento fisico-quimico de este 
compuesto dependiendo de su origen, forma de extraccion asi como la 
desacetilacion de la quitina (Chavez et al., 2012). 

El nombre real de la quitina es P(1-4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa. La 
quitina es completamente insoluble en agua o en medio acid° (Larez, 
2003). 

El quitosan tiene propiedades fisico-quimicas y biologicas, por lo que tiene 
diversas aplicaciones en diversos campos como la agricultura, cosmetica, 

nutricion, elaboracion de alimentos, en la industria farmaceutica y en 

• algunos campos de la medicina (Senel y McClure 2004). 
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Debido a su baja toxicidad y alergenicidad y a su alta biocompatibilidad, 
biodegradabilidad y bioactividad el quitosan es un buen agente 
encapsulador y transportador de formacos y principios bioactivos, esta 

encapsulacion consiste en el recubrimiento de un compuesto por un 
material de naturaleza polimerica (Neira-Carrillo et al., 2013). 

Tiene un alto peso molecular y una estructura lineal no ramificada, por lo 
tanto es un excelente agente potenciador de viscosidad en ambientes 
&lobs, comportandose como un material pseudoplastico, esta viscosidad 
se reduce cuando la temperatura disminuye; en ambientes &dos tiene la 

capacidad de formar geles ya que es hidrofilo y puede retener agua en su 
estructura; la acetilacion permite la modificacion de sus grupos amino 
libres y es responsable del proceso de gelificacion. Los geles son utilizados 
como suministro de farmacos de liberacion lenta (Senel y McClure 2004). 

7. Fisiologia de Higado y Riiion 

7.1 Higado 

Se encuentra situado en la porcion anterior de la cavidad abdominal, bajo 
el diafragma y esta protegido por las costillas, lo recubre una capsula de 
tejido conectivo fibroso que penetra en el organ° y forma tabiques que 
dividen al higado en labulos y lobulillos. Los labulos estan compuestos por 
las celulas hepaticas, un reticulo delicado, canales biliares, un plexo de 
grandes capilares Ilamado sinusoides y una vena central. Los hepatocitos 
son las celulas primordiales del higado y suponen mos del 75% de este, se 
organizan en laminas con perforaciones, son celulas relativamente 
grandes, con nUcleos redondeados, algunos son binucleados y la mayoria 
tetraploides, los hepatocitos son los responsables de la secrecion endocrina 
de proteinas plasmaticas como albOminas, lipoproteinas, glucoproteinas y 
fibrinagenos; tambien almacenan y modifican vitaminas y hormonas; la 
insulina y el glucagon son hormonas degradadas principalmente por el 
higado. Los hepatocitos son centros de detoxificacion de primer orden 
tales como las toxinas y maleculas externas al organismo, producen la 
mayor cantidad de urea (Sisson y Grossman, 2005). El higado de la rata 
constituye el 41.5% de su peso corporal se encuentra dividido en 4 labulos 
(mediano o labulo cistico, labulo lateral derecho, labulo izquierdo y lobulo 
caudal). La rata no posee vesicula biliar, la cual es sustituida por los 
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conductos biliares donde se produce un flujo casi continuo de bilis al 
duodeno (Gutierrez, 201 1). 

El higado es el organ° mas grande del cuerpo y el mos importante en la 
actividad metabolica dentro del organismo; dentro de las funciones 

bioquimicas que realiza este organ° se encuentran: almacenamiento de 
• glucogeno, sintesis de acidos grasos, formacion de lipoproteinas, colesterol 

y fosfolipidos; sintesis de proteinas plasmaticas, formacion de urea, 
conversion y desaminacion de aminoacidos; almacen y metabolismo de 
vitaminas; liberacion, sintesis y degradacion de factores de coagulacion; 
excreci6n y catabolismo de hormonas; detoxificacion de sustancias 
endOgenas y exogenas; formacion de bilis (Garcia y Zurita, 2010). 

7.2 Rinon 

Son las glandulas pares que secretan la orina; tienen color marron y se 
• localizan en la parte posterior de la cavidad abdominal, tienen forma de 

alubia y se encuentran rodeados por gran cantidad de tejido adiposo, en 
la parte dorsal de cada rifler) se encuentran las glandulas suprarrenales, 
que son exocrinas. Los rinones estan cubiertos por una capsule de tejido 
conectivo, formada de una red fibrosa colagena con una pequena 
cantidad de tibias elasticas; debajo de esta se encuentra la corteza renal 
es de color rojizo oscuro y granular donde estan los corpusculos renales 
cada uno formado por el origen dilatado de un tubulo renal con una red 
invaginada de capilares (glomerulos) cuya funcion es el filtrado de la 
sangre y la regulacion del equilibrio hidrosalino del medio inferno, aqui es 

• donde se encuentran las nefronas asi como los tapulos contorneados 
proximales, en los cuales se tiene lugar la reabsorcion de 
aproximadamente el 60% de las sustancias filtradas, adernas realiza otra 
funcion que es recibir productos que son secretados desde la sangre para 
ser excretados en la orina; entre las sustancias organicas endogenas que 
son secretadas a este nivel se incluyen las sales biliares, uratos, creatinina, 
adrenalina; tambien se eliminan algunos antibiaticos, diureticos, 

analgesicos y herbicidas; por otra parte en los tubulos distales se recupera 
la capacidad para el transporte de solutos; la medula se proyecta dentro 
de la pelvis renal (cdlices) con una o mos papilas; las papilas son los 
vertices de las piromides renales. La funcion principal del rinon no es solo 

• eliminar productos de desecho presentes en la sangre, sino que tambien 
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controla la concentracion de electronics, la relacion ocido-base y la 

presion sanguinea (Sisson y Grossman, 2005). 

El sistema urinario esta compuesto por dos rinones, dos ureteres, una vejiga 
y la uretra, situados en la cavidad abdominal, es uno de los sistemas mos 
importantes del cuerpo, y tiene una gran cantidad de funciones como: 
filtrar la sangre y reabsorber sustancias en un proceso que mantiene el 
balance acido-base; regulan el pH conservando o excretando iones de 
amonio y carbonato; mantiene la presion sanguinea al regular el 
contenido de agua en sangre y orina; conservar la concentracion de 

quimicos en la sangre y eliminar productos de desecho; filtran sustancias y 
excretan desechos incluyendo urea, creatinina, acido uric°, metabolitos 
de drogas y otras sustancias exogenas; reabsorben algunas de estas 
mismas sustancias, electrolitos y nutrientes; tienen funciones endocrinas, 
produciendo hormonas como renina la cual controla a la angiotensina; 
erifropoyetina que controla la produccion de eritrocitos; contribuye a 
mantener en el cuerpo la cantidad de calcio necesaria para los huesos 

(Ramirez P. 2010 y Sisson y Grossman, 2005). 

8. Pruebas de Iaboratorio que indican danos a higado o rilion 

8.1 Valoracion del funcionamiento hepatic° 

Debido a que en los seres vivos se producen reacciones quimicas 
constantemente, las cuales transforman las sustancias en energia y materia 
prima para crear nuevas estructuras, las reacciones que se realizan son a 
gran velocidad gracias a la existencia de catalizadores, los cuales son 

• capaces de acelerar una reaccion quimica sin formar parte de los 
productos finales ni desgastarse en el proceso dichos catalizadores se 
denominan enzimas (Pin y Guzman, 2004). 

El higado suele ser afectado en diversos procesos inflamatorios por 
infecciones de origen viral, procesos autoinmunes, toxicidad por farmacos 
y sus metabolitos, asi como por defectos geneticos; a este tipo de 
afectaciones se le llama hepatotoxicidad, la cual se define como la lesion 
o dano hepatica causado por la exposicion a un medicamento u otros 
agentes no farmacologicos. Si bien las reacciones adversas son dificiles de 
definir se han establecido estas en las alteraciones en los analisis 
bioquirnicos hepaticas los cuales incluyen aumento en por lo menos 

0 
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alguno de ellos (alanino aminotransferasa, aumento de la bilirrubina serica, 

aumento de aspartato aminotransferasa, fosfatasa alcalina y en la 
concentration total de bilirrubina) (Tejada, 2010). 

La quimica serica ayuda a detector anomalias hepaticas, dentro de las 
que se incluyen lesiones o necrosis de los hepatocitos, alteraciones de las 

0 

	

	
funciones excretoras o de sintesis en el higado, colestasis y alteraciones en 
la circulation portal (Latimer, 2005). 

Una alteration en la permeabilidad de la membrana celular de los 
hepatocitos ocasiona el derrame de enzimas citosolicas al liquido 
extracelular y la sangre; dicho derrame puede producirse Canto con dano 
hepatocelular subletal como con necrosis hepatocelular la magnitud del 
aumento de la actividad enzimatica en el suero depende del nOmero de 
hepatocitos afectados, gravedad de la lesion y tiempo de vida media en 
suero de la enzima; el clano hepatocelular suele it acompanado de 
tumefaction celular el cual puede Ilegar a comprimir los canaliculos 

• biliares ocasionando colestasis intrahepatica; este derrame provoca un 
aumento de la alanina aminotransferasa (ALT) (Latimer, 2005). 

La colestasis es la interruption u obstruction del flujo o excretion de la bilis 
y puede ser consecuencia de inflamacion, infection, neoplasias o bien 
desajustes metabolicos por hepatotoxicidad; la colestasis causa induction 
y liberation de fosfatasa alcalina (FAS) (Latimer, 2005). 

8.2 Pruebas que indican dano hepatic° 

• Para detector enfermedades hepaticas resulta util recurrir a las 
alteraciones en los parametros de quimica serica, las cuales pueden incluir 
actividades alteradas de las enzimas hepaticas, o aumento de la 
concentration de sustancias que el higado eliminaria o excretaria 
normalmente. Las enzimas hepaticas se dividen en dos categorias de 
derrame hepatocelular e inducidas; las primeras enzimas se liberan cuando 
se produce un dano a las membranas de los hepatocitos asociado a dano 
o necrosis hepatocelular como la ALT, las enzimas hepaticas inducidas no 
son liberadas al suero cuando aumenta la permeabilidad de la 
membrana, sino que el aumento de esta es consecuencia de la induction 
de la enzima por colestasis, formacos o efectos hormonales como la FAS 
(Latimer, 2005). 
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Alanina aminotransferasa (ALT) 

Las aminotransferasas son indicadores bioquimicos empleados para valorar 
individuos con sospecha de padecimientos hepaticas esto debido a que 

• son marcadores sensibles que detectan lesiones hepaticas (Sanchez y 
Nogales, 2009). 

La alanina aminotransferasa es una enzima de origen hepatica que 
cataliza la transferencia de grupos amino para formar oxaloacetato, por lo 
tanto su funeign es catalizar la transferencia reversible de un grupo amino, 

dando como resultado acido pirOvico y acido glutarnico en presencia de 
su activador (vitamina B6); la alanina es un aminoacido de 2 carbonos, el 
masculo utiliza aminoacidos como fuente de combustible, los grupos 
amino se transfieren al glutamato por transaminacion; el glutamato se 
convierte en glutamina o transfiere su grupo amino al piruvato mediante la 
alanina aminotransferasa. Se encuentra de manera abundante en el 
citoplasma de los hepatocitos. La alanina aminotransferasa es considerada 
como una enzima higado-especifica aunque tambien se puede encontrar 
en el rinon y en cantidades menores en el miocardio y musculo 
esqueletico; (Alvarez-Martinez y Perez-Campos, 2005; Jimenez et al., 2010 y 
Tejos et. al., 2013). 

La distribucion de la alanina aminotransferasa es aproximadamente 65% 
citoplasmica, 8% mitocondrial y 20% fraccion nuclear impura, aunque los 
niveles sericos de dicha enzima pueden cambiar por efecto de ejercicio 0 
por las mahanas en donde tiende a aumentar hasta en un 45%; la alanina 
aminotransferasa tiene una vida media de 63 horas y es vertida a la sangre 
cuando se lesiona la membrana celular, aunque no siempre es necesario 
que exista necrosis del hepatocito para su liberacion (Alvarez-Martinez y 
Perez-Campos, 2005; Gonzalez, 2012; Valladares, 2014). 

Debido a que en el higado se producen multiples reacciones de 
transaminacion una de gran valor clinico es la alaninoaminotransferasa, 
esta enzima ayuda a cuantificar el grado de inflamacion y lesiones 
hepaticas causadas por exposici6n a sustancias de origen quimico 0 
natural, ya que segUn sus niveles encontrados en las concentraciones 
sericas, cuando estas se encuentran elevadas se habla de enfermedades 
virales como hepatitis o hipotension prolongada, tambien tiende a elevarse 
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por farmacos o toxinas y otras enfermedades hepaticas asociadas con 

necrosis como: mononucleosis infecciosa y colestasis (Perez-Jackson et al., 
2010 y Valladares, 2014). 

Fosfatasa alcalina (Ortofosforico monoester fosfohidrolasa) 

Es una enzima que hidroliza el enlace ester fosf6rico entre un grupo fosfato 
y un radical organico a pH basic°, liberando fosfato inorganic°. La 
fosfatasa alcalina se sitUa en la membrana celular e interviene en la 
precipitacian del fosfato calcico en los huesos, absorcian de fosfatos por el 
intestino, sintesis de proteinas histicas e hidrolisis de los esteres fosfaticos del 
rinan e higado; por lo tanto se encuentra presente en higado, rinon, 
intestino, placenta y hueso; cada uno de estos sitios contiene una 
isoenzima diferente que puede ser separada mediante electroforesis. La 
fosfatasa alcalina del higado se encuentra predominantemente unida a la 
membrana plasmatica de los hepatocitos y epitelio biliar, tiene amplios 
intervalos de referencia, la isoenzima hepatica es especifica de 
enfermedades hepaticas y su aumento es un indicador sensible de 
colestasis, tiene un tiempo de aclaramiento de aproximadamente 72 horas 
en los perros; por lo tanto es un marcador de disfuncion biliar, cuyos valores 
pueden aumentar hasta 10 veces en procesos inflamatorios, obstrucciones 
de vias biliares o presencia de masas. La medida de niveles anormales de 
esta enzima en el suero indica la existencia de danos hepaticos o de 
enfermedades aseas degenerativas. El aumento fisiologico de los niveles 
plasmaticos de fosfatasa alcalina se produce en hembras gestantes o en 
animales en fase de crecimiento (Fernandez et al., 2008; Latimer, 2005 
Sanchez et al., 2002 y Barcena et al., 2007). 

Algunas otras elevaciones aisladas de esta enzima se pueden observar en 
enfermedades tales como diabetes, insuficiencia cardiaca e 
hipertiroidismo. La elevacion de fosfatasa alcalina de origen hepatic° 
mayor de 3 veces lo normal ocurre en individuos con enfermedad 
colestasica intro o extrahepatica y enfermedades infiltrativas tales como 
granulomatosis, neoplasias y amiloidosis (Valladares, 2014). 
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8.3 Valoracion del funcionamiento renal 

Los rifiones son Organos vitales que realizan multiples funciones con el fin 
de mantener la sangre limpia y quimicamente balanceada. El calculo de 
la tasa de filtracion glomerular (TFG) es uno de los principales indicadores 

de la funcion renal, ya que su valoracion permite un diagnostic° precoz de 
insuficiencia renal (Caruncho-Mendez et al., 2007). 

Los biomarcadores mas utilizados para determinar la funcion renal son la 
creatinina, el acid° Uric° y la urea; un biomarcador ideal para determinar 
la funcion renal debe filtrarse libremente por el capilar glomerular y 
excretarse solo por el glomerulo sin reabsorberse ni secretarse por tubulos 
renales, asi mismo debe tener niveles circulantes estables y no unirse a 
proteinas plasmaticas, puede ser enclogeno (preferentemente) o ex6geno 
pero no toxic° ni alterar la funcion renal (Fernadez- Garcia et al., 2010). 

8.4 Pruebas que indican dano renal 

0 	 Creatinina 

La creatinina es un desecho metabolic° que se origina de manera 
enclogena por conversion no enzimatica de creatina, es un compuesto 
nitrogenado natural que se combina con fosfato originando asi 
fosfocreatina como forma de almacenamiento de la energia metabolica 
en el musculo esqueletico teniendo importancia en el metabolismo 
energetic° durante la contraccion del musculo esqueletico y la 
recuperaci6n tras un esfuerzo fisico, y es excretada libremente por via renal 

y una pequena parte excretada en heces, siendo retirada del plasma por 
filtracion glomerular; su medicion es OM en el diagnostic° de diversas 
nefropatias (Carrillo y Gilli, 2011; Garcia et al., 2011; Latimer, 2005; Perez, 
2004). 

Todos los dias se transforma una cantidad constante de creatina en 
creatinina la cual no es reutilizada; esta Ultima se encuentra en valores 
superiores en machos que en hembras y se distribuye en toda el agua 
corporal difundiendose mas lentamente que la urea, la creatinina es 
filtrada libremente por los glomerulos no habiendo reabsorcion tubular. 
(Latimer, 2005). 

Lo habitual es interpretar los valores de la funcion renal basandose en la 

• 
	 creatinina serica, sin embargo suele ser un criterio que no refleja el mismo 
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grado de funcion renal entre los individuos, por lo tanto las 
concentraciones de creatinina no refleja con exactitud la tasa de filtrado 
glomerular. La constante formacion y excrecion de este metabolito la 
convierte en un indice de la funcion renal, teniendo una utilidad casi 
exclusivamente para la evaluacion de dicha funcion como perdida de la 
funcion de las nefronas o perfusion renal alterada. (Fernandez-Fresnedo et 
al., 2002). 

La creatinina depende enfonces de la masa muscular, sexo, edad y 
secrecion tubular entre otros factores, ya que el rinon es capaz de perder 
hasta un 50% de su funcion sin reflejar un increment() en la creatinina serica 
(Gomez et al., 2006). 

Nitrogen° ureico (BUN) 

El ciclo de la urea es un conjunto de seis reacciones metabolicas 
encaminadas a la eliminacion de amonio que se forma en la degradacion 
de aminoacidos y otros compuestos nitrogenados, donde dos atomos de 

nitr6geno (uno procedente del carbamilfosfato y afro del aspartato) y un 
carbono procedente del bicarbonato dan lugar a una molecula de urea 
en coda vuelta del ciclo, tambien gracias a este ciclo se realiza la 
biosintesis y degradacion de arginina; es el higado el Unica Organo donde 
el ciclo de la urea se completa (Pintos et. al., 1997). 

Por lo tanto la via metabolica que permite la transformacion del amoniaco 
en urea se cataliza a troves de seis enzimas: N-acetilglutamato sintetasa 
(NAGS), carbamilfosfato sintetasa (CPS), ornitina transcarbamilasa (OTC), 
argininosuccinato sintetasa (ASS), argininosuccinato liana (ASL) y arginasa. 
Las tres primeras enzimas se localizan en la mitocondria. Permiten eliminar 
la toxicidad de una primera molecula de amoniaco en forma de citrulina. 
La primera etapa es la sintesis del N-acetilglutamato, que es un 
coactivador indispensable de la enzima siguiente, la CPS I. Tambien existe 
una CPS II citosolica que cataliza la formacion de carbamilfosfato a partir 
de la glutamina como dador de nitrogen°. Este carbamilfosfato citosolico 
se utiliza en la sintesis de las bases pirimidinicas, con el acid° orotico como 
metabolito principal. La citrulina se exporta en el citosol, donde fija una 
segunda molecula de amoniaco aportada por el aspartato antes de la 
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transformacion final de la urea. Esta parte citosolica del ciclo la catalizan 
las tres Oltimas enzimas (Carretero, 2004). 

La degradacion de los aminoacidos origina amoniaco, la cual es una 
sustancia toxica que se transforma en urea; el amoniaco se origina de los 

• aminoacidos mediante dos etapas; la primera en la cual se produce una 
transaminacion con formacion de glutamato, la segunda donde se realiza 
la desaminacion del glutamato con formacion de amoniaco. La 
desintoxicacion del amoniaco se consigue mediante un ciclo metabolic° 
Ilamado ciclo de la urea o urogenesis; la cual transcurre en los hepatocitos 
periportales (Mataix y Sanchez de Medina, 2009). 

El amoniaco procede del catabolismo de los aminoacidos hepaticas y del 
originado por los microorganismos del intestino, el ciclo de la urea posee 
entonces una gran capacidad metabolic° y esta regulado por efectos 
alostericos y por induccion enzimatica (Mataix y Sanchez de Medina, 
2009). 

Por lo tanto la urea es el producto final del catabolismo de los aminoacidos 
y es la forma no toxic° de amoniaco la cual es sintetizada en el higado y 
que se excreta por los rinones, es filtrada libremente por el glornerulo y 
reabsorbida por el tUbulo colector, la urea no aparece en las heces 
porque es absorbida o convertida en amoniaco por bacterias que 
contienen ureasa. Una vez la urea entra al aparato circulatorio, difunde de 
forma pasiva por todo el compartimento acuoso, requiriendose 
aproximadamente 90 minutos para alcanzar el equilibria; el BUN y el 
nitrogen° ureico serico se encuentran en la misma concentracion, por lo 

• tanto eritrocitos, plasma y suero tienen la misma concentracion de urea 
(Fernadez- Garcia et al., 2010 y Latimer, 2005). 

La concentracion de urea es reportada coma Nitrogen° ureico sanguine° 
(BUN). Existen dos grandes procesos que alteran la concentracion de la 
urea en el suero y estos son la tasa de sintesis de urea por los hepatocitos y 
la tasa de aclaracion de la urea por los rifiones. La tasa de sintesis de la 
urea depende en forma primaria de la funcion hepatica y se encuenfra 
influenciada por alteraciones en la dieta a base de protein° o su 
catabolismo. La tasa de aclaracian renal depende de la filtracion 
glomerular y de la tasa de resorcion de urea por los tObulos renales (Mutis- 

• 
	 Barret° y Perez Jimenez, 2005). La urea puede elevarse por diversos 
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factores destacando la ingesta proteica o hemorragia digestive o 
aumento en el catabolismo proteico (Laso, 2010). 

Los niveles de nitrogen° ureico se usan para evaluar la funcion renal 
basada en la capacidad del rinon de remover desechos nitrogenados en 
la sangre; del mismo modo sirve como un indicador del metabolismo 

O proteico, por lo tanto su excrecion es importante e indispensable para el 
reconocimiento de algunas enfermedades o situaciones clinicas (Mutis-
Barreto y Perez Jimenez, 2005; Nicolas-Martinuzzi et. al., 2011). 

El aumento de la concentracion de BUN es resultado de una disminucion 
de filtracion glomerular, existiendo dos clasificaciones de azotemia; la 
azotemia prerrenal originada por necrosis, inanicion, infeccion y/o fiebre; y 
la azotemia renal que se produce cuando aproximadamente tres cuartas 
partes de las nefronas no son funcionales; por otro lado cuando se 
encuentran niveles bajos de BUN hay una disminucion de la funcion 
hepatica particularmente en el ciclo de la urea reduciendo el catabolismo 
proteico (Latimer, 2005). 

9. Funcion de los estrogenos en higado y rifion 

9.1 Funcion de los estrogenos en el higado 

Ambos receptores estrogenicos son expresados en el higado de roedores y 
otros mamiferos en una cantidad menor en comparacion con organos 
reproductivos, su cantidad es independiente del sexo, y de la etapa de la 
vida de los individuos, siendo mos altos durante el period° perinatal, 

• disminuyendo hasta el inicio de la pubertad y aumentando para Ilegar a 
pico en la postpubertad (Shen, 2015 y Koritnik et al., 1995). 

Segun Teppa y Teran, 2005 los estrogenos en el higado estimulan la 
produccion de proteinas que son factores de la coagulacion y receptores 
para lipoproteinas hepaticos. 

La globulina fija hormonas sexuales, los estrogenos inducen la produccion 
de la globulina por el higado y consecuentemente hace que los niveles de 
testosterona libre en plasma disminuyan, en el macho solo una fraccion 

• pequena de estrogenos circulantes provienen del testiculo, ya que la 
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mayoria proviene de la conversion periferica en el tejido adiposo por la 

actividad de las aromatasas, la produccion diaria de estradiol es menor a 

45 jig (Hernandez, 2004). 

La cantidad de RE en el higado de hembras se encuentra regulada por 
diversos tejidos de los cuales destaca el Otero, la exposician a los 
estrogenos con dosis agudas aumenta los niveles de RE nucleares por 
accion de las hormonas de la pituitaria, por su parte los machos tiene 7 
veces los niveles mas altos de actividad de 2-hidroxilasa que las hembras 

lo cual es ventajoso para el rapid° metabolismo de los estrogenos en los 
machos, ya que se impide al acceso de los estrogenos de los RE hepaticas, 
estas enzimas potencian la capacidad de respuesta de los andragenos 
(Koritnik et al., 1995). 

Los estrogenos son conjugados a nivel hepatica por lo cual se convierten 
en compuestos hidrosolubles y pueden Ilegar a ser estructuralmente 
parecidos a los acidos biliares, los cuales son excretados hacia el intestino 
a traves de la via biliar; en el intestino la flora bacteriana normal 
desconjuga los estrogenos haciendolos nuevamente liposolubles; por lo 

que estas formas liposolubles vuelven a tener actividad biologica y son 
nuevamente reabsorbidos via circulacion entero-hepatica, regresando asi 
a la circulacion como un metabolito activo (Medina, 2010). 

Se ha demostrado que el higado es un organ° Blanco importante para los 
estrogenos, la actividad transcripcional a nivel hepatic° de los RE esta 

• asociada con el ciclo reproductivo y estado nutricional del individuo. 
Varias lineas de evidencia indican que los estrogenos estan implicados en 
la prevencion de depositos de grasa, reducen la sintesis de lipidos y 
aumentan el transporte de trigliceridos a nivel hepatic° (Della- Torre et al., 
2016). 

9.2 Funcian de los estrogenos en el rifion 

Si bien el efecto de los estrogenos sobre el rinan °On hoy en dia es incierto 
se sabe que hay fres receptores de estrogen° distintos, incluyendo RE)3, y 
GPER (conocidas como proteinas G-proteina-par 30), las cuales se 
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expresan en el rinon. Los estrogenos pueden suprimir la sintesis de colageno 
en las celulas mesangiales glomerulares mediante la atenuacion de la 
angiotensina II inducida por la actividad de prof eina quinasa activada por 
mitogeno y la expresion del factor de transcripcion AP-1, para asi inhibir 
indirectamente la proliferacion de celulas mesangiales glomerulares 
mediante la modulacion de la sintesis de promotores e inhibidores del 
crecimiento, lo cual puede limitar la progresion de la glomeruloesclerosis 
porque el aumento de la generacion y deposicion de proteinas de la 
matriz extracelular es considerada como un paso inicial en una lesion 
glomerular y perdida de la funcion renal (Wen-Ling Lee et al., 2013). 

Los rinones en las rotas son sensibles a los androgenos, los cuales juegan un 
papel importante en la hipertrofia glomerular y renal, a pesar de que los 
estrogenos tienen efecto antiandrogenico estos no pueden bloquear todas 
las consecuencias adversas de los androgenos en el rifler). Los estrogenos 
influyen en el crecimiento normal del rinon, ya que el rinon esta 
influenciado por REa (Lane, 2008). 

9.3 Intoxicacion por estrogenos 

La toxicidad por estrogenos se da en relacion con la dosis, los diferentes 
tipos de estrogenos, la edad del animal y la sensibilidad de coda animal, 
aunque la mayoria de los animates que son intoxicados por estrogenos 
suelen recuperarse una vez eliminados estos de su cuerpo, frecuentemente 
se desarrolla anemia aplasica cronica severa e irreversible y el animal 
muere debido a anemia profunda, hemorragias masivas, trombocitopenia 
o infecciones bacterianas secundarias con cuadros septicos debido a la 
neutropenia, toda esta intoxicacion se da a nivel de medula osea (Varela, 
1994). 

Despues de que hay un aumento en el cuerpo de estrogenos comienza a 
aumentar la produccion de neutrefilos en la medula asea, lo que resulta en 
un aumento en las celulas blancas de la sangre periferica. La leucocitosis 
es seguida por leucopenia, la cual persiste hasta el dia 21 despues de la 
exposicion elevada de estrogenos. Los efectos de los estrogenos sobre el 
sistema hematopoyetico se produce en 3 etapas. Etapa 1 (0-13 dias) se 

• 
	 asocia con un breve incremento en el nOmero de plaquetas seguido de 
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una trombocitopenia grave. Etapa 2 (13-20 dias) se caracteriza por 
hiperplasia de la medula osea de granulocitos con neutrofilia. Etapa 3 (alias 
21-45) puede estar asociada con recuperacion de la medula Osea o 
aplasia dependiendo de la dosis (Sontas et al., 2009). 

Dentro de los signor clinicos que se presentan en la toxicidad por 

O estrogenos se presentan letargia y palidez debida a la anemia, 
hemorragias petequiales o sangrados, fiebre debida a infecciones de 
leucopenia, alopecia, evidencia de estro en hembras y feminizacion en 
machos (Echeverri y Rodriguez 2007). 

En el caso de los machos una intoxicacion por estrogenos se ve reflejada 
en efectos de alteraciones sobre la espermatogenesis como incremento 
en la apoptosis de las celulas germinales (Atanassova et al., 2010), 
disminucion en la concentracion y motilidad espermatica (Pino y Alvis, 
2009; Dehghan et al., 2005), asi como degeneracion del epitelio germinal 
en el testiculo (Lohiya et al., 2005). 

10. Objetivos 

10.1 Objetivo General 

Valorar el efecto de la aplicacion de quitosan-coumestrol por via 
subcutanea sobre el funcionamiento hepatico y renal en ratan macho 
Wistar. 

10.2 Objetivos especificos 

• Cuantificar los niveles de las enzimas alanina aminotransferasa (ALT) y 
fosfatasa alcalina (FAS), para determinar si existen modificaciones en la 
secrecion a nivel hepatic° al administrar la combinacion quitosan-
coumestrol por via subcutanea que puedan indicar un probable efecto 
toxic° sobre el higado. 

Cuantificar los niveles de urea y creatinina serica para determinar si existen 
modificaciones en su concentracion que se asocien a alteraciones de 
funcion renal por toxicidad al administrar la combinacion quitosan-
coumestrol por via subcutanea. 

Valorar mediante microscopia de fluorescencia la presencia del 

• coumestrol unido a su receptor en el parenquima hepatic° y renal para 

-29- 



determinar la afinidad de este compuesto hacia los tejidos antes 
mencionados. 

Determinar histologicamente si existen alteraciones celulares y/o 
estructurales en higado y rifign que interfieran con su funcion y que 
puedan ser asociadas a la administracion de la combinacion quitoson- 

0 	 coumestrol via subcutanea. 

11. Hipotesis 

La administracion del coumestrol por via parenteral, utilizando al quitosan 

como vehiculo, no producira efectos adversos sobre el funcionamiento 

renal ni hepatica en ratas macho (Rattus rattus). 

12. Material y Metodos 

12.1 Ubicacion 

El trabajo se realizo dentro de las instalaciones de la Universidad Autonoma 

Metropolitana unidad Xochimilco (UAM-X) la cual se encuentra ubicada 

en Caizada del Hueso 1100, Col. Villa Quietud, Delegacion Coyoacan, C.P. 

04960, D.F. Mexico; los animales se mantuvieron en el bioterio y todas las 

muestras se procesaron en el laboratorio de Histopatologia Veterinaria de 

la UAM-X. 

Este proyecto fue aprobado por el Comite Inferno del Cuidado y el Uso de 
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Universidad Autonoma 
Metropolitana, Unidad de Xochimilco (DCBS.CICUAL.12.12) y realizado 
conforme a los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana sobre 
especificaciones tecnicas para la produccion, cuidado y use de animales 
de laboratorio, NOM 062 ZOO 1999. 

12.2 Animales 

Se utilizaron 45 ratas macho Wistar mayores de 60 dial, con un peso 

aproximado de 250 a 300g. provenientes del UPAL bioterio/UAM-X. se  

mantuvieron dentro del bioterio en condiciones convencionales; con libre 

• 
	 acceso de agua y alimento, para cubrir sus necesidades nutricionales, 
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siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-
1999. Las ratas se alojaron en jaulas individuales marcadas de acuerdo al 
grupo que les correspondia (control, tratamiento Quitosan-Coumestrol 800 

pg y tratamiento Quitosan-Coumestrol 1600 pg. 

12.3 Tratamientos 

Las ratas se dividieron aleatoriamente en tres grupos, 15 animales fueron 
destinados a grupo control, 15 animales mos fueron implantados con la 
combinacion de Quitoson-Coumestrol 800 pg y por Ultimo 15 animales mos 
fueron implantados con la combinacion de Quitoson-Coumestrol 1600 pg. 
El implante se puso a la altura de la cruz, se anestesiaron a los animales con 
Isofluorano al 3% y durante todo el tiempo fueron monitoreados con un 
pulsioximetro, una vez anestesiados se rasura la zona donde se coloca el 
implante, se procedig a hacer la asepsia requerida para poner el implante, 

el cual fue administrado con una jeringa de insulina en la zona de la cruz 
del animal, con una aguja hipodermica desechable calibre 21G x 32 mm, 

• se espera el tiempo necesario para que los animales despertaran de la 
anestesia y se alojaron en jaulas individuales durante el transcurso de los 
tratamientos. Todos los animales mantuvieron el implante durante 4 
semanas, a partir de la semana 5 se sometieron a eutanasia 3 animales de 
cada grupo para colectar las muestras, siguiendo este mismo orden hasta 
la semana 9. 

12.4 Toma de muestras 

Las ratas fueron inducidas a anestesia general por inhalacion con base en 
• 	 Isofluorano y oxigeno, una vez anestesiadas, se obtuvieron las muestras 

sanguineas para realizar las pruebas serologicas de bioquimica clinica, 
para lo cual se utiliza una jeringa de 5 ml, con aguja G21 de 0,8 mm x 40 
mm con la cual se hizo una puncion cardiaca para obtener la mayor 
cantidad de sangre posible, una vez obtenida la sangre se base a un tuba 
vacutainere sin anticoagulante donde se espere 15 minutos o hasta la 

retraccion del coogulo y liberacion del suero para posteriormente 
centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos y separar completamente el 
suero, pasado ese tiempo el suero se coloca en tubas Eppendorf® con una 
micropipefa, evaluando las caracteristicas de la muestra serica coma la 

• 
	presencia de hemolisis o lipemia que pudieran interferir en las 
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determinaciones, adernos de esto las muestras en optimas condiciones se 
protegieron de la luz y se congelaron hasta su posterior utilizacion para su 
analisis espectrofotometrico. 

Para evaluacion histopatologica de higado y rinon una vez que fueron 
eutanasiadas las ratas, se procedig a retirar el higado, y se hicieron cortes 
aleatoriamente en dicho Organo los cuales fueron depositados en solucion 
fijadora de formol bufferado al 10%, para el caso de los rinones se realiza 
un corte sagital y se depositaron en la misma solucion fijadora donde se 
quedaron durante 72 hrs, para despues continuar con la tecnica de 
procesamiento del tejido. 

12.5 Procesamiento de muestras histopatolOgicas 

La fijacion es el proceso mediante el cual los elementos constitutivos de las 
celulas, y por tanto de los tejidos, son fijados en su estado fisico y 
parcialmente en su estado quimico, lo cual permite resistir el tratamiento 
sucesivo con diversos reactivos sin que ocurra perdida, distorsion o 
descomposicion significativas. El objetivo es detener el proceso autolitico 
de las celulas y conservarlas, lo mejor posible, en el estado en que se 
encontraban durante la vida INECC, en este caso la fijacion de los tejidos 
se Ileva a cabo mediante formol buferado al 10%(2009). 

Para el procesamiento de las muestras se hizo una deshidratacion, 
aclarado e infiltrado de los tejidos, y para ello se utiliza el hisioquinete 
marca Leica®, modelo TP1020 fabricado en Alemania, que es un aparato 
donde se colocaron las muestras durante 19 horas y que para la 
deshidratacion utiliza diferentes concentraciones de alcohol comenzando 

• con la menor concentracion de estos; para la impregnacion de parafina 
utiliza banos con benceno y para la infiltracion de los tejidos se utiliza 
parafina especializada para dicho fin. 

Posteriormente se sacaron del histoquinete y se incluyeron en cubos de 
parafina, (a esto se le conoce como inclusion en parafina) que se dejaron 
enfriar un par de horas para despues seguir con el corte de tejidos en el 
microtomo, estos se cortaron a un grosor de 3 pm. 

Una vez obtenidos los cortes se pusieron en un bano de flotacion con 
grenetina y con un portaobjetos se levantaron, se colocaron en una 
platina a 58°C para realizar la fijacion al portaobjetos y eliminar la parafina 

• 
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y posteriormente fueron tenidas las laminillas (Armed Forces Institute of 
Pathology, 1994). 

12.6 TinciOn de las laminillas 

La tincion del corte permite estudiar y conocer las caracteristicas fisicas de 
los tejidos y las relaciones entre las celulas que los constituyen, la utilidad de 
este metodo se debe a que los tejidos muestran afinidad diferente por los 
colorantes. La hematoxilina tine las estructuras finas del nOcleo y la eosina 
permite distinguir los detalles del citoplasma de las celulas (Lynch et al; 
1977). La hematoxilina es un colorante natural que al ser combinado con 
sales de aluminio tienen propiedades excelentes para tenir al nOcleo, por 
el contrario la eosina es el colorante que se emplea para tenir las 
estructuras citoplasmaticas, este colorante se puede usar en base acuosa 
o alcoholica. La combinacion de la hematoxilina con la eosina es una 
reaccion de afinidad Ccida-base respectivamente; es decir la 
hematoxilina es de naturaleza basica con afinidad nuclear y la eosina es 
de naturaleza acidofilica con afinidad por el citoplasma. La tincion de 
Hematoxilina de Harris es una Uncial-) nuclear muy utilizada en histologia y 
citologia INECC, (2009). 

El tren de Uncial') que se utilizo es el siguiente: 3 poses de 10 inmersiones de 
xilol, 10 inmersiones de alcohol absoluto, 10 inmersiones de alcohol al 80%, 
10 inmersiones de alcohol al 70%, 10 inmersiones de alcohol al 50%, 10 
inmersiones en agua destilada, 2 minutos en hematoxilina, 1 enjuague en 
agua corriente,1 inmersion en alcohol acido, 1 enjuague en agua corriente 
una inmersion en agua amoniacal al 5% hasta que torne en color gris 
intenso, 1 enjuague en agua corriente; 10 inmersiones en alcohol absoluto, 
2 minutos en eosina, 10 inmersiones en alcohol al 96%, 10 inmersiones en 
alcohol al 96%, 10 inmersiones en alcohol absoluto, y 3 pases de 10 
inmersiones en xilol, terminado este tiempo se hizo el montaje de las 
laminillas con medio de montaje Etellan Nuevo (Armed Forces Institute of 
Pathology, 1994). 

12.7 Histologia de higado y rinon 

Se utilizaron 45 preparaciones histolOgicas de rinon e higado en las cuales 
se seleccionaron de manera aleatoric 10 campos por laminilla en el 
objetivo de 40x, evaluando congestion, tumefaccion celular y lipidosis 
estadificandolas en grado de severidad leve, moderado o severa segun 
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fuera el caso y determinando los patrones de distribucion de las lesiones 
como focal, multifocal, zonal o difuso; ademas de evaluar otras lesiones 
estructurales, degenerativas e inflamatorias. 

En el caso de rinon las variables que se evaluaron fueron congestion y 

tubulonefrosis del mismo modo que con el higado se estadifice el grado de 
lesion en leve, moderada o severo y con sus patrones de distribucion focal, 
multifocal, zonal o difuso; adernas de posibles cambios como la presencia 
o ausencia de lesiones estructurales degenerativas y/o inflamatorios, 
()demos de compararlas con los tejidos de los individuos control. 

12.8 Bioquimica sanguinea 

La bioquimica clinica es una rama del laboratorio en la que se usan 
metodos quirnicos y bioquimicos para el estudio de las enfermedades, en 
la practica es exclusivamente utilizada en estudios de sangre, orina y otros 
fluidos biologicos y se utiliza para el diagnostic° de enfermedades y en los 

• 
	 ensayos vinculados a la investigacion de nuevos farmacos, los resultados 

de estas pruebas usualmente se comparan con un intervalo de referencia 
que representa el estado saludable de los animates, no obstante siempre 
se debe tener en consideracion el sexo, edad, dieta, estres, ansiedad, 
ejercicio, historia medico, hora de extraccion de la muestra de los 
individuos, segOn la guia de laboratorio de bioquimica clinica, 2015. 

El suero que se utilize para el analisis de la bioquimica sanguinea fue 
previamente descongelado y verificado para saber que se encontraba en 
condiciones idoneas, es decir que no presentara hemolisis, lipemia, o 
ictericia 	las 	cuales 	interfirieran 	en 	las 	determinaciones 

• 
	 espectrofotometricas. 

La obtencion del analisis de bioquimica sanguinea se hizo con el aparato 
VetScan VS2® fabricado en Estados Unidos, donde se colocaron 100 pl. de 
suero en un rotor Comprehensive Diagnostic Profile, del cual se extrajeron 
los datos correspondientes a FAS, ALT, CRE y BUN, este rotor proporciona 
determinaciones cuantitativas de dichos analitos, mediante la tecnica de 
espectrofotometria. 

Fundamento para la determinacion de alanina aminotransferasa (ALT) 

El metodo desarrollado para use en el analizador quimico VetScan es una 
modificacion del procedimiento Wroblewski y LaDue. En esta reaccion, la 
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ALT cataliza la transferencia de un grupo amino de la L-alanina al a-

cetoglutarato para formar L-glutamato y piruvato. La lactato 
deshidrogenasa cataliza la conversion de piruvato a lactato. Al mismo 
tiempo, la NADH se oxida a NAD+ El indice de cambio de la diferencia de 
absorbancia entre 340 nm y 405 nm se debe a la conversion de NADH en 
NAD+ y es directamente proporcional a la cantidad de ALT en la muestra 
segun Perfil VetScan® Prep II 2006. 

Fundamento para la determinacion de fosfatasa alcalina serica (FAS) 

El procedimiento VetScan para la fosfatasa alcalina hidroliza al p-NPP en 
un tampon con ion metalico y forma p-nitrofenol y fosfato. El uso de p-
nitrofenil fosfato (p-NPP) aumenta la velocidad de la reaccion. La fiabilidad 

de esta tecnica aumenta significativamente con el uso de un tampon con 
ion metallic° para mantener la concentracion de iones magnesio y zinc en 
la reaccion. La cantidad de FAS en la muestra es proporcional al indice de 
aumento de la diferencia de absorbancia entre 405 nm y 500 nm segOn 
Perfil VetScan® Prep II 2006. 

Fundamento para la determinacion de creatinina (CRE) 

El metodo Jaffe, presentado en 1886, sigue siendo el metodo usado con 
mayor frecuencia para la determinacion de los niveles de creatinina en la 
sangre. El metodo de referencia actual combina el uso de tierra de Fuller 
(floridina) con la tecnica de Jaffe para aumentar la especificidad de la 
reaccion. Se desarrollaron metodos enzimaticos que son mas especificos 
para la creatinina que las distintas modificaciones de la tecnica de Jaffe. 
Los metodos mediante la enzima creatinina amidohidrolasa eliminan el 
problema de la interferencia de ion amoniaco encontrada en tecnicas 
que utilizan creatinina iminohidrolasa. Se utilizan dos cubetas para 
determinar la concentracion de creatinina en la muestra. La creatina 
endogena se mide en la cubeta de referencia, que es restada de la 

creatina enciagena combinada y la creatina formada a partir de las 
reacciones enzimaticas en la cubeta de prueba. Una vez eliminada la 
creatina enclogena de los calculos, la concentracion de creatinina es 
proporcional a la intensidad del color rojo producido. El criterio de 
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valoracion del fin de la reaccion se mide como la diferencia en la 
absorbancia entre 550 nm y 630 nm segOn Perfil VetScan® Prep II 2006. 

Fundamento para la determinaciOn de nitrogen° ureico (BUN) 

El sistema Abaxis utiliza una reaccion enzim6tica acoplada. En esta 
reaccion, la ureasa hidroliza la urea en amoniaco y diOxido de carbono. Al 
combinarse el amoniaco con 2-oxoglutarato y nicotinamida adenina 
dinucleotido reducida (NADH), la enzima glutamato deshidrogenasa 
(GLDH) oxida la NADH en NAD+. El Indice de cambio de la diferencia de 
absorbancia entre 340 nm y 405 nm se debe a la conversion de NADH en 
NAD+ y es directamente proporcional a la cantidad de urea en la muestra 
segUn Perfil VetScan® Prep II 2006. Los valores de referencia se muestran en 
el Cuadro 2. 

Cuadro 2. Intervalos de referencia en ratas segOn VetScan® Prep II 2006. 

Rotas 
Fosfatasa Alcalina 	FAS 	16.0 - 30,0 U/L 

Serica 
Alanina 

Aminotransferasa 	ALT 	20.0 - 61.0 U/L 
Nitrogen° ureico 	BUN 	9.0 - 21.0 mg/dl 

Creatinina 	CRE 	0.05 - 0.65 mg/dl 

12.9 Fluorescencia 

La fluorescencia es un proceso de emision en el cual las moleculas son 
excitadas por la absorcion de radiacion, electromagnetica. Las especies 
excitadas se relajan al estado fundamental, liberando su exceso de 
energia en forma de fotones. Una vez que una molecula Ilega al nivel 
vibracional mos bajo de un estado excitado, sufre un proceso de que 
regrese a uno de varios niveles de energia vibracionales/rotacionales del 
estado. En este proceso radiativo Ilamado fluorescencia, el electron en el 
orbital antienlazante hace un salto cuontico de regreso al orbital 

• enlazante, emitiendo el foton de luz (Martinez y Moctezuma, 2006). 

-36- 



El coumestrol es una sustancia que autofluoresce, la cual se excita con una 

longitud de onda de 400 nm, y emite su fluorescencia con una longitud de 

onda que varia de 532 a 559 nm. Se observaron laminillas con cortes de 

higado y rinon de los tratamientos (control y quitosan-coumestrol de 800 

pg) en un microscopio confocal para detector la intensidad de 

fluorescencia, se tomaron fotograffas, las cuales fueron analizadas con la 
ayuda del programa LSM 5 Carl Zeiss. 

12.10 Diseno experimental 

A continuacion en el cuadro 3 se muestra la secuencia que se siguid en 

cuanto a los procedimientos de eutanasia de los animales; sacrificando 3 

animales de grupo control por semana, 3 animales mats del grupo tratado 

con el implante de quitosan-coumestrol de 800 pg y finalmente 3 animales 

mas del grupo tratado con el implante de quitosan-coumestrol de 1600 pg, 

comenzando en la semana 5 y terminando en la semana 9. 

Cuadro 3. Diseno experimental 

Control 

Control 

Control 

Tx implante (C-01 

SOO pg 

Tx implante (C-Qi 

800 pg 

Tx implante 

800 pg 

Tx implante (C-Q1 

1600 pg 

Tx Implant.? (C-0J 

1600 pg 

Tx implante (C-0.1 

1600 pg 

Control 

Control 

Control 

Tx implante (C-0 

800 pg 

Tx implante (C-Q1 

SOO pg 

Tx implante (C-Q; 

800 pg 

Tx implante (C-01 

1600 pg 

Tx implante (C-01 

1600 pg 

Tx implante (C-Q1 

1600 pg 

Control 

Control 

Control 

Tx implant?. (C-0) 

800 pg 

Tx implante (C-01 

800 pg 

Tx implant.? (C-C11 

800 pg 

Tx implante (C-Q) 

1600 pg 

Tx implante (C-01 

1600 pg 

Tx implante (C-0.1 

1600 pg 

Control 

Control 

Control 

Tx implante (C-01 

800 pg 

Tx implante (C-Q) 

SOO pg 

Tx implante (C-01 

SOO pg 

Tx implante (C-01 

1600 pg 

Tx implante (C-Q; 

1600 pg 

Tx implante (L-U.) 

1600 pg 

Control 

Control 

Control 

Tx implante (C-01 

800 pg 

Tx implante (C-0,1 

SOO pg 

Tx implante (C-01 

SOC pg 

Tx implante (C-C1) 

1600 pg 

Tx implante (C-Q1 

1600 pg 

Tx implante (C-Q1 

1600 pg 
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12.11 Analisis estadistico 

• 
Despues de verificar la no normalidad de los datos con la prueba de 

Shapiro Wilk, los resultados de la bioquimica sanguinea fueron analizados 

con la prueba de Kruskal-Wallis; en el caso de la fluorescencia se realize la 

prueba de Mann-Whitney; para el caso de la histopatologia del higado y 

rinen se ordenaron las bases de dates del menor al mayor valor en coda 

una de las variables, se calcularon los percentiles 25, 50 y 75, ()demos se 

calcula la frecuencia de aparicion de cada una de las alteraciones y para 

cada una de ellas se calcula el intervalo de confianza al 95% (IC95), lo que 

permite conocer el rango donde se encuentra el valor real de la 

frecuencia con un 95% de certeza. 

Se considere estadisticamente significativo una p<0.05. 

13. Resulta dos 

13.1 Bioquimica sanguinea 

13.1.1 Fosfatasa Alcalina (FAS) 

Durante las cuantificaciones sericas de FAS en la semana 5 el grupo control 

presento una media de 192.8 ± 20.15 U/L, en el grupo tratamiento de 800 

pg. la media fue de 157.0 ± 25.35 U/L, el grupo tratado con 1600 pg 

• obtuvo una media de 133.5 ± 30.55 U/L; comparando estos resultados con 

una prueba de Kruskall Wallis se obtuvo una p=0.47, lo cual nos indica que 

no hay diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control y los 

dos grupos tratados. 

Para la semana 6 las medias de determinacion serica de esta misma 

enzima fueron: grupo control 192.8 ± 20.15 U/L, tratamiento de 800 pg 155.3 

± 28.7 U/L, tratamiento de 1600 pg 96.0 ± 23. U/L; con el estadistico de 

Kruskall Wallis se obtuvo una p=0.067, lo cual nos dice que no hay 

diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control y los dos 
grupos tratados. 
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Para la semana 7 las medias de determinacion serica fueron: grupo control 

192.8 ± 20.15 U/L, tratamiento de 800 pg 269.7 ± 28.6 U/L, tratamiento de 

1600 pg 208.5 ± 19.8 U/L; mediante el estadistico de Kruskall Wallis se obtuvo 

una p=0.16, lo cual nos dice que no hay diferencia estadisticamente 

significativa entre el grupo control y los dos grupos tratados. 

En el caso de la semana 8 las medias de determinacion serica fueron: 

grupo control 192.8 ± 20.15 U/L, tratamiento de 800 pg 153.5 ± 22.95 U/L, 

tratamiento de 1600 pg 194.7 ± 6.35 U/L; con el estadistico de Kruskall Wallis 

se obtuvo una p=0.31, lo cual indica que no hay diferencia 

estadisticamente significativa entre el grupo control y los dos grupos 

tratados. 

Finalmenfe en la semana 9 las medias de determinacion serica fueron: 

grupo control 192.8 ± 20.15 U/L, tratamiento de 800 pg 219.5 ± 19.6 U/L, 

tratamiento de 1600 pg 137.8 ± 22.75 U/L; con el estadistico de Kruskall 

Wallis se obtuvo una p=0.07, lo cual nos dice que no hay diferencia 

estadisticamente significativa entre el grupo control y los dos grupos 

tratados. En el cuadro 4 se muestran los resultados por semana de la 

Fosfatasa Alcalina (FAS). 

Cuadro 4.- Resultados de la Fosfatasa Alcalina (FAS) por semana. 

Pa rci metro: VOiCI _s 
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8,  0.4/ F. 	0.06/ P= 0.16 8 	0.31 I 0.0/ 

13.1.2 Alaninoaminotransferasa (ALT) 

En el caso de la enzima alaninoaminotransferasa (ALT) duranfe la semana 

5 las medias de determinacion serica fueron: grupo control 33.0 ± 8 U/L, 

tratamiento de 800 pg 31.8 ± 4.85 U/L, tratamiento de 1600 pg 26.0 ± 4.1 U/L; 

con el estadistico de Kruskall Wallis se obtuvo una p=0.59, lo que nos indica 

que no hay diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control 

y los dos grupos tratados. 

Para la semana 6 las medias de determinacion serica de esta enzima 

fueron: grupo control de 33.0 ± 8 U/L, tratamiento de 800 pg 34.7 ± 3.25 U/L, 
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tratamiento de 1600 pg 27.8 ± 3.95 U/L; con el estadistico de Kruskall Wallis 

se obtuvo una p=0.67, lo que nos indica que no hay diferencia 

estadisticamente significativa entre el grupo control y los dos grupos 

tratados. 

Para la semana 7 las medias de determination serica de ALT fueron: grupo 

control 33.0 ± 8 U/L, tratamiento de 800 pg 48.7 ± 5.0 U/L, tratamiento de 

1600 pg 46.3 ± 2.25 U/L; con el estadistico de Kruskall Wallis se obtuvo una 

p=0.30, lo que nos indica que no hay diferencia estadisticamente 

significativa entre el grupo control y los dos grupos tratados. 

En la semana 8 las medias de determination serica fueron: grupo control 

33.0 ± 8 U/L, tratamiento de 800 pg 39 ± 3.55 U/L, tratamiento de 1600 pg 

22 ± 2.3 U/L; con el estadistico de Kruskall Wallis se obtuvo una p=0.39, lo 

que nos indica que no hay diferencia estadisticamente significativa entre 

el grupo control y los dos grupos tratados. 

Por ultimo en la semana 9 las medias de determination serica fueron: 

grupo control 33.0 ± 8 U/L, tratamiento de 800 pg 44 ± 5.35 U/L, tratamiento 

de 1600 pg 32.3 ± 5.8 U/L; con el estadistico de Kruskall Wallis se obtuvo una 

p=0.47, lo que nos indica que no hay diferencia estadisticamente 

significativa entre el grupo control y los dos grupos tratados. En el cuadro 5 

se muestran los resultados por semana de la enzima Alanino 

Aminotransferasa (ALT). 

Cuadro 5.- Resultados de la Alanino Aminotransferasa (ALT) por semana. 

Para metro: 
Vclores 

Serrano S Serpona 6 Serrano I. 5,,,I.90  8 Semana 9 
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''n"''' 'I,90' 803 1600 C c.r,,,..1  800 I60 c,o-,,n1  800 1600 -.1  eon 1600 CO", 01  800 1000 
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AIGnino 0.0 33.0 -1 31.0 26.0 33.0± 34.7 21.8 33.0• 46.0 46.3 2.9.0 22.0 3 33.0! 44.0 32.3 
arninc,01,1,,  cso 61,0 8.0 ±4.1 0.0 0 ± 8.0 20.0 t n . ±2.3 8.0 • t 5.0 
481 (0;0 4.85 315 3.95 2.25 3.50 5.35 

•=0.59 P:0.67 P=0.30 F. -0.39 7=0.47 

13.1.3 Nitrogen° ureico (BUN) 

Los resultados obtenidos para nitrogen° ureico, en el caso de la semana 5 

las medias de determination serica fueron: grupo control 7.1 ± 0.55 mmol/L, 

tratamiento de 800 pg 5.8 ± 0.65 mmol/L, tratamiento de 1600 pg 6.1 ± 1.2 

mmol/L, con el estadistico de Kruskall Wallis se obtuvo una p=0.21, lo que 

sugiere que no hay diferencia estadisticamente significativa entre el grupo 
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control y los dos grupos tratados con la combination de Quitosan-

Coumestrol. 

En la semana 6 las medias de determination serica fueron: grupo control 

7.1 ± 0.55 mmol/L, tratamiento de 800 pg 6.4 ± 0.9 mmol/L, tratamiento de 

1600 pg la media obtenida fue de 5.6 ± 1.2 mmol/L, el estadistico de 

Kruskall Wallis obtuvo una p=0.56, lo que sugiere que no hay diferencia 

estadisticamente significativa entre el grupo control y los dos grupos 

tratados con la combination de Quitoson-Coumestrol. 

Para la semana 7 las medias de determination serica fueron: grupo control 

7.1 ± 0.55 mmol/L, tratamiento de 800 pg 7.5 ± 0.4 mmol/L, tratamiento de 

1600 pg 6.8 ± 0.4 mmol/L, el estadistico de Kruskall Wallis obtuvo una p=0.51, 

lo que sugiere que no hay diferencia estadisticamente significativa entre el 

grupo control y los dos grupos tratados con la combination de Quitoson-

Coumestrol. 

Durante la semana 8 las medias de determination serica fueron: grupo 

control 7.1 ± 0.55 mmol/L, tratamiento de 800 pg 5.3 ± 0.7 mmol/L, 

tratamiento de 1600 pg 7.1 ± 0.35 mmol/L, el estadistico de Kruskall Wallis 

obtuvo una p=0.10, lo que indica que no hay diferencia estadisticamente 

significativa entre el grupo control y los dos grupos tratados con la 

combinaci6n de Quitosan-Coumestrol. 

Finalmente en la semana 9 las medias de determination serica fueron: 

grupo control 7.1 ± 0.55 mmol/L, tratamiento de 800 pg 7.6 ± 0.55 mmol/L, 

tratamiento de 1600 pg 6.1 ± 1.1 mmol/L, el estadistico de Kruskall Wallis 

obtuvo una p=0.43, lo que sugiere que no hay diferencia estadisticamente 

significativa entre el grupo control y los dos grupos tratados con la 

combination de Quitosan-Coumesfrol. En el cuadro 6 se muestran los 

resultados por semana del Nitrogen° ureico (BUN). 

Cuadro 6.- Resultados de Nitrogen° ureico (BUN) por semana. 

Sernona S Semono 6 Serncmg 7 Semono E Semeng 

Para mem. 
v,.,,es 

IX TX -T X TX TX IX TX TX TX IX 
n.n.'e5  l_ onh 01 800 1600 Connor 800 100 Conn PI no 1000 TommoI 000 1000 C.00501 000 1000 

Pg Pg Pg 0 pg P9 Pg Pg Pg Mo 

44 
Nthogerro 3.213- 7.1± 5.0± 6.1 7.1 	7 6.40 5.6 7.1± 7.5± 6.0! 7.1a 53± 7.17 7.1± 7.6 LI -± 
preic, BUN 7.470 0.5 0.65 1.2 0.5 0.0 1.2 0.5 OA 04 0.5 0.7 0.35 0 I 	IX 
(1-nrnof 	1) 6.55 

1- 0.21 =C. 5. 0A 0 4= 04X 
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13.1.4 Creatinina (CRE) 

Para la creatinina los resultados obtenidos en la semana 5 de las medias de 
determinacion serica fueron: grupo control 33 ± 4.75 pmol/L, tratamiento de 
800 pg 21.3 ± 1.4 pmol/L, tratamiento de 1600 pg 29.5 ± 5.7 pmol/L, con la 
prueba estadistica de Kruskall Wallis se obtuvo una p=0.16, observandose 
asi que no hay diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. 

Durante la semana 6 las medias de determinacion serica fueron: grupo 
control 33 ± 4.75 pmol/L, tratamiento de 800 pg 28.3 ± 2.25 pmol/L, 
tratamiento de 1600 pg 33.5 ± 5.9 pmol/L, con la prueba estadistica de 
Kruskall Wallis se obtuvo una p=0.91, observandose asi que no hay 
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. 

En la semana 7 las medias de determinacion serica fueron: grupo control 
33 ± 4.75 pmol/L, tratamiento de 800 pg 29.7 ± 9.25 pmol/L, tratamiento de 
1600 pg 18 ± 0 pmol/L, con la prueba estadistica de Kruskall Wallis se obtuvo 
una p=0.094, observandose asi que no hay diferencia estadisticamente 
significativa entre los grupos. 

La semana 8 las medias de determinacion serica fueron: grupo control 
33 ± 4.75 pmol/L, tratamiento de 800 pg 34.0 ± 3.6 pmol/L, tratamiento de 
1600 pg 19.3 ± 1.15 pmol/L, con la prueba estadistica de Kruskall Wallis se 
obtuvo una p=0.057, observandose asi que no hay diferencia 
estadisticamente significativa entre los grupos. 

Finalmente en la semana 9 las medias de determinacion serica fueron: 

• grupo control 33 ± 4.75 pmol/L, tratamiento de 800 pg 27.7 ± 8.35 pmol/L, 
tratamiento de 1600 pg 41.3 ± 9.3 pmol/L, con la prueba estadistica de 
Kruskall Wallis se obtuvo una p=0.38, observandose asi que no hay 
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. En el cuadro 7 se 
muestran los resultados por semana de la creatinina (CRE). 

Cuadro 7.- Resultados de Creatinina (CRE) por semana. 

• 
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A 

C D 

Semen° S Serrano 6 Semono 7 Serrano 8 Sernono 9 	
-7 

Parametros 
Vulwes 

n"'"d'5 
 IX IX TX TX IX IX IX IX TX IX 

,nha 800 1600 C 011.0,  800 160 5 1•11,1.,  800 1600 C 911119,  800 1600 € oo.. 800 1600 
49 49 49 0 pg pg 49 49 pg pg 

49 
Cteatinin a CRf 4.42 - 33.0 • 21.3 29.5 33.0 • 28.3 33.5 33.0 • 29.7 18.0 33.0 • 34.0 19.3 33.0 • 27.7 41.3 
(64,01 O 57.46 4.8 t 	1.4 • 5.7 4.8 t 5.9 4.8 • t 0.0 4.8 • 3.6 • 4.8 • 9.3 

2.25 9.25 1.15 8.35 
P=0.16 P. 0.91 P. 0.094 P. 0.057 P=0.38 

13.2 Fluorescencia 

Los resultados de la intensidad de la fluorescencia nos indican lo siguiente: 

En el caso de ririon se midio la intensidad de la fluorescencia expresada en 

pixeles de las muestras del grupo tratamiento obteniendo una media de 

36.33 ± 2.57 pixeles, mientras que en el grupo control se obtuvo una media 

de 14.70 ± 1.21 pixeles, como se muestra en la Figura 2. 

Figura 2. Intensidad de fluorescencia. A) Rinon de los animales sin 
tratamiento. B) Rinon animales con tratamiento. C) Higado animales sin 

tratamiento. D) Fligado animales con tratamiento, la flecha indica serial 

fluorescente a nivel del espacio porta (arteria hepatica, vena porta y 
canal biliar. 
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I NTENSIDAD DE FLUORESCENCIA EN RINON 
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Tratarneento 	Control 

Se realiza un analisis estadistico de Mann-Whitney encontrando diferencia 
significativa entre ambos grupos p<0.001, esto tambien puede observarse 
en la Grafica 1. 

Grafica 1. Intensidad de fluorescencia en rinon. 

Para el caso de la fluorescencia del higado se midi() tambien la intensidad 
de pixeles de las muestras con tratamiento obteniendo una media de 62.83 

23.96 pixeles, para el grupo de animales control se obtuvo una media de 
3.06 ± 1.78 pixeles, tal como se muestra en la Figura 2. 

En el andisis estadistico de Mann Whitney este tuvo una p<0.001, por lo 
tanto existe una diferencia significativa entre el grupo control y el 
tratamiento, como se muestra en la Grafica 2. 
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I NTENSIDAD DE FLUORESCENCIA EN 
HIGADO 
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Grafica 2. Infensidad de fluorescencia en higado. 

13.3 Eyaluacion histopatologica de higado y rinon 

Los resultados histopatologicos de higado fueron los siguientes: para los 
individuos de la semana 5. 

Del total de laminillas evaluadas en el grupo control estas muestran un 33% 
de congestion leve multifocal, del mismo modo presenta un 67.77% de 
tumefaccion leve difusa, 0% de lipidosis y 0% de alteraciones en los 
conductos biliares. 

En el tratamiento de 800 pg se muestra congestion leve multifocal en el 
100% de las muestras; un 67% de las muestras presentaron tumefaccion 
leve difusa y un 33% tumefaccion moderada difusa. Durante la evaluacion 
de la lipidosis hepatica un 33% de las muestras presentaron lipidosis de gota 
gruesa leve multifocal, sin presentar alteraciones patologicas aparentes en 
los conductos biliares. 

En el caso del tratamiento de 1600 pg muestra el 33% de congestion leve 
multifocal; un 100% de tumefaccion celular moderada difusa y un 33% 
lipidosis de gota gruesa leve multifocal, sin presentar alteraciones 
patologicas aparentes en los conductos biliares. 

En la semana 6 los resultados obtenidos por la histologia son los siguientes 
para el grupo control se encontro 33% de congestion leve multifocal 33%; 
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33% de tumefaccion celular leve difusa, 0% de lipidosis y 0% de alteraciones 
en los conductos biliares. 

El tratamiento de 800 pg tuvo una congestion leve multifocal del 100%; 33% 
de tumefaccion celular leve difusa y un 67% de tumefaccion celular 
moderada difusa, por Ultimo un 33% de lipidosis de gota gruesa leve 
multifocal sin presentar alteraciones patologicas aparentes en los 
conductos biliares. 

El tratamiento de 1600 pg mostro una congestion leve multifocal del 33%; 
67% de tumefaccion celular leve difusa y un 33% de tumefacci6n celular 
moderada difusa; se obtuvieron valores del 67% de Lipidosis de gota gruesa 
leve multifocal sin presentar alteraciones patologicas aparentes en los 
conductos biliares. 

La semana 7 presento en el grupo control 0% de congestion, 67% de 
tumefacciOn celular leve difusa, 0% de lipidosis y un 0% de alteraciones en 
los conductos biliares. 

El tratamiento de 800 pg tuvo un 33% de congestion leve multifocal; un 67% 
de tumefaccion celular leve difusa y un 33% de tumefaccion celular 
moderada difusa, un 0% de lipidosis y 0% de alteraciones en los conductos 
biliares. 

El tratamiento de 1600 pg tuvo un 100% de congestion leve multifocal; un 
67% de tumefaccion celular leve difusa y un 33% de tumefaccion celular 
moderada difusa y un 67% de lipidosis de gota gruesa leve multifocal y 

finalmente el 0% de alteraciones en los conductos biliares. 

• La semana 8 obtuvo los siguientes porcentajes: el grupo control obtuvo el 
0% en congesti6n, mientras que el 67% presento tumefacci6n celular leve 
difusa, 0% de Lipidosis y 0% de alteraciones en los conductos biliares. 

El tratamiento de 800 pg tuvo un 67% de congestion leve multifocal; un 33% 
de tumefaccion celular leve difusa y un 67% de tumefaccion celular 
moderada difusa; 33% de lipidosis de gota gruesa leve multifocal y 0% de 
alteraciones en sus conductos biliares. 

El tratamiento de 1600 mostro un 33% de congestion leve multifocal y 33% 
de congestion moderada multifocal; en cuanto a la tumefacci6n celular 

• 
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33% leve difusa y 67% moderada difusa, 0% de lipidosis y 0% de alteraciones 
en los conductos biliares. 

Finalmente la semana 9 registro los siguientes porcentajes: para el grupo 
control una congestion del 33% leve multifocal, tumefaccion celular leve 

0 	 difusa; 0% de lipidosis y 0% de alteraciones en los conductos biliares. 

El tratamiento de 800 pg tuvo una congestion leve multifocal del 33%1; 67% 
de tumefaccion celular leve difusa y 33% de tumefaccion celular 
moderada difusa; 33% de lipidosis leve de gota gruesa multifocal y por 
Ultimo 0% de alteraciones en los conductos biliares. 

Finalmente el tratamiento de 1600 pg obtuvo un 67% de congestion 
moderada multifocal; 67% de tumefaccion celular leve difusa y 33% de 
tumefaccion celular moderada difusa; 0% de lipidosis y 0% de alteraciones 
en los conductos biliares. 

• En ninguna de las muestras de histologia hepatica tanto en los controles 
como en los tratamientos administrados a diferentes concentraciones con 
la combinacion de quitosan-coumestrol se encontraron alteraciones 
estructurales degenerativas o inflamatorias. 

Grofica 3. Congestion en higado con tratamiento de 1600 pg 

Congestion higado 1600 pg 
leve moderada severa 

0% 
• 

Grafica 3. Resultados de la histologia de higado con congestion en el 
grupo con tratamiento quitosan-coumestrol con dosis de 1600 pg durante 
todo el tratamiento. 

• 
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Grafica 4. Tumefaccion en higado con tratamiento de 800 pg. 

Tumefaccion higado 800 pg 

'eve ■ moderada e severa 

53% 

Grafica 4. Resultados de la histologic de higado con tumefaccion en el 
grupo con tratamiento quitosdn-coumestrol con dosis de 800 pg durante 
todo el tratamiento. 

Grafica 5. Tumefaccion en higado con tratamiento de 1600 pg. 

TumefacciOn higado 1600 pg 

eve ® moderada ■ severa 

0% 

47% 

Grafica 5. Resultados de la histologic de higado con tumefaccion en el 
grupo con tratamiento quitosan-coumestrol con dosis de 1600 pg durante 
todo el tratamiento. 

• 
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En los cuadros 8, 9, 10, 11 y 12 se muestran los estadisticos de la histologia 

de higado de los tres tratamientos, especificamente congestion, 

0 	 tumetaccion y lipidosis. 

Cuadro 8.- Resultados estadisticos de la histologia de Higado con 

congestion leve de los tres tratamientos (control, quitosan-coumestrol 800 

pg y quitoson-coumestrol 1600 pg). 

Higado congestion leve 

Control 800pg 1600pg 
Frecuencia ± IC95 13.2 ± 6.6 60 ± 9.6 53.2 ± 9.8 

Error estOndar 8 12.6 20 
Percentil 25 0 33 16.5 
Percentil 50 0 67 33 
Percentil 75 33 83 100 

Chi? H=4.805 H. Corregida= 5.276 
P >0.05 

Cuadro 9.- Resultados estadisticos de la histologia de Higado con 

congestion moderada de los tres tratamientos (control, quitosOn-

coumestrol 800 pg y quitosan-coumestrol 1600 pg). 

Higado congestion moderada 

Control 
% 

800pg 1600pg 
Frecuencia ± IC95 0 0 20 ± 7.8 

Error estandar 0 0 13.3 
Percentil 25 0 0 0 
Percentil 50 0 0 0 
Percentil 75 0 0 50 

Chit H=1.5 H. Corregida= 4.286 
P >0.05 
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Cuadro 10.- Resultados estadisticos de la histologia de Higado con 

tumefaccion leve de los tres tratamientos (control, quitosan-coumestrol 800 

pg y quitoson-coumestrol 1600 pg). 

Higado tumefaccion leve 

Control 
% 

800pg 1600pg 
Frecuencia ± IC95 73.2 ± 8.7 53.4 ± 9.8 46.8 ± 9.8 

Error estandar 16 8 13 
Percentil 25 33 33 16.5 
Percentil 50 100 67 67 
Percentil 75 100 67 67 

Chi2  H=1.545 H. Corregida= 1.727 
P >0.05 

Cuadro 11.- Resultados estadisticos de la histologia de Higado con 

tumefaccion moderada de los tres tratamientos (control, quitosan-

coumestrol 800 pg y quitosan-coumestrol 1600 pg). 

Higado tumefaccion moderada 

Control 800pg* 1600pg* 
Frecuencia ± IC95 0 46.6 ± 9.8 53.2 ± 9.8 

Error estandar 0 8.3 13.4 
Percentil 25 0 33 33 
Percentil 50 0 33 33 
Percentil 75 0 67 83.5 

Chi2  H=9.395 H. Corregida= 10.5 
P <0.05 
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Cuadro 12.- Resultados estadisticos de la histologia de Higado con lipidosis 

leve de los tres tratamientos (control, quitosan-coumestrol 800 pg y 

quitoson-coumestrol 1600 pg). 

Higado lipidosis leve 

Control 
% 

800pg 1600pg 
Frecuencia ± IC95 0 26.4 ± 8.6 33.4 ± 9.2 

Error estandar 0 6.6 15 
Percentil 25 0 16.5 0 
Percentil 50 0 33 33 
Percentil 75 0 33 67 

Chit H=4.595 H. Corregida= 5.655 
P >0.05 

Resultados histopatologicos de rinon 

Por otra parte el rinon obtuvo los siguientes resultados durante la semana 5 

en su evaluacion hist ologica; en el grupo control se obtuvo un 100% de 

congestion leve multifocal; en cuanto a tubulonefrosis leve multifocal se 

obtuvo un 67% y 0% de alteraciones a nivel glomerular. 

El tratamiento de 800 pg obtuvo los siguientes resultados 33% de congestion 

leve multifocal y 67% de congesti6n moderada multifocal; tubulonefrosis 

leve multifocal del 67% y 0% de alteraciones a nivel glomerular. 

El tratamiento de 1600 pg present-6 un 67% de congestion moderada 

multifocal; en el caso de la tubulonefrosis se presento 33% leve multifocal, 

33% tubulonefrosis moderada multifocal y 33% de tubulonefrosis severa 

• multifocal; 0% de alteraciones a nivel glomerular. 

En la semana 6 los resultados obtenidos fueron los siguientes para el grupo 

control se encontre un 67% de congestion leve multifocal; 33% de 

tubulonefrosis leve multifocal y 0% de alteraciones glomerulares. 

En el tratamiento de 800 pg. se obtuvo 100% de congestion leve multifocal; 

y 67% de tubulonefrosis leve multifocal; 0% de alteraciones glomerulares. 

El tratamiento de 1600 pg obtuvo 33% de congestion leve multifocal y 33% 

de congestion moderada multifocal; 67% de tubulonefrosis leve multifocal y 

0% de alteraciones glomerulares. 

• 
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En la semana 7 los resultados para el control fueron los siguientes: 67% de 

congestiOn leve multifocal; 67% de tubulonefrosis leve multifocal y 0% en 

alteraciones glomerulares. 

En el tratamiento de 800 pg el andlisis histopatologico mostro 67% de 

congestion leve multifocal; 67% de tubulonefrosis leve multifocal y 33% 

• moderada multifocal; 0% de alteraciones glomerulares. 

El tratamiento de 1600 tuvo 33% de congestion moderada multifocal; 33% 

de tubulonefrosis moderada multifocal y 0% de alteraciones glomerulares. 

La semana 8 tuvo como resultados en el grupo control 33% de congesti6n 

leve multifocal; 0% de tubulonefrosis y 0% de alteraciones glomerulares. 

El tratamiento de 800 pg mostro 33% de congestion moderada multifocal; 

67% de tubulonefrosis leve multifocal y 33% de tubulonefrosis moderada 

multifocal; 0% de alteraciones glomerulares. 

• El tratamiento de 1600 pg presento 67% de congestion leve multifocal; 33% 

de tubulonefrosis leve multifocal, 33% de tubulonefrosis moderada 

multifocal y 0% de alteraciones a nivel glomerular. 

Finalmente la semana 9 mostro los siguientes resultados histologicos; el 

grupo control tuvo 100% de congestion leve multifocal; 67% de 

tubulonefrosis leve multifocal y 0% de alteraciones glomerulares. 

El tratamiento de 800 pg tuvo 67% de congestion leve multifocal; 100% de 

tubulonefrosis leve multifocal y 0% de alteraciones glomerulares. 

El tratamiento de 1600 pg tuvo 67% de congestion leve multifocal y 33% de 
• congestion moderada multifocal; 33% de tubulonefrosis leve multifocal y 

33% de tubulonefrosis moderada multifocal; 0% de alteraciones 

glomerulares. 

Durante la evaluacion histopatologica de rinon, ninguna de las muestras 

de los individuos control ni en los diferentes individuos tratados a distintas 

concentraciones con la combinaci6n de quitosan-coumestrol presentaron 

alteraciones inflamatorias. 

• 
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Grafica 6. Congestion en rinon con tratamiento de 800 pg. 
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Grafica 6. Resultados de la histologia de rinon con congestion en el grupo 
con tratamiento quitosan-coumestrol con dosis de 800 pg durante todo el 
tratamiento. 

Grafica 7. Congestion en rinon con tratamiento de 800 pg 

Ririon congestion 1600 pg 
leve moderada severa 

0% 

Grafica 7. Resultados de la histologia de rinon con congestion en el grupo 
con tratamiento quitosan-coumestrol con dosis de 1600 pg durante todo el 
tratamiento. 
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Grafica 8. Tubulonefrosis en rinon con tratamiento de 800 pg 
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Grafica 8. Resultados de la histologia de rinon con tubulonefrosis en el 
grupo con tratamiento quitosan-coumestrol con dosis de 800 pg durante 
todo el tratamiento. 

Grafica 9. Tubulonefrosis en rinon con tratamiento de 1600 pg 

Rinon tubulonefrosis 1600 pg 

■ leve ■ moderada severa 

Grafica 9. Resultados de la histologia de rinon con tubulonefrosis en el 
grupo con tratamiento quitosan-coumestrol con dosis de 1600 pg durante 
todo el tratamiento. 
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En los cuadros 13, 14, 15, 16 y 17 se muestran los estadisticos de la histologic 

de rinon de los tres tratamientos, especificamente congestion y 

tubulonefrosis. 

• Cuadro 13.- Resultados estadisticos de la histologic de rinon con congestion 

leve de los tres tratamientos (control, quitosan-coumestrol 800 pg y 

quitosan-coumestrol 1600 pg). 

Ripon congestion leve 

Control 800pg 1600pg 
Frecuencia ± IC95 73.4 ± 8.7 53.4 ± 9.8 33.4 ± 9.2 

Error estandar 12.5084 17.04 14.98 
Percentil 25 50 0 0 
Percentil 50 67 0 33 
Percentil 75 100 50 67 

Chit H=2.88 H. Corregida= 3.144 
P >0.05 

Cuadro 14.- Resultados estadisticos de la histologic de rinon con congestion 

• moderada de los tres tratamientos (control, quitoson-coumestrol 800 pg y 
quitosan-coumestrol 1600 pg). 

Ripon congestion moderada 

Control 800pg 1600pg 
Frecuencia ± IC95 0 20 ± 9 33.2 ± 8.4 

Error estandar 0 13.37 10.59 
Percentil 25 0 0 16.5 
Percentil 50 0 0 33 
Percentil 75 0 50 50 

C hi2  H=4.22 H. Corregido= 5.509 
P >0.05 

• 
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Cuadro 15.- Resultados estadisticos de la histologia de rinon con 

tubulonefrosis leve de los tres tratamientos (control, quitosan-coumestrol 

800 pg y quitosan-coumestrol 1600 pg). 

Ripon tubulonefrosis leve 

Frecuencia ± IC95 
Error estandar 
Percentil 25 
Percentil 50 
Percentil 75 

C hi2  
P 

Control 
46.8 ± 9 

13.42 
16.5 
67 
67 

H=2.66 

800pg 
60.2 ± 7 

6.8 
50 

67 
67  

1600pg 
33.2 ± 8.4 

10.59 
16.5 
33 
50 

H. Corregida= 3.274 
>0.05 

Cuadro 16.- Resultados estadisticos de la histologia de rifion con 

tubulonefrosis moderada de los tres tratamientos (control, quitosan-

coumestrol 800 pg y guitoson-coumestrol 1600 pg). 

Ripon tubulonefrosis moderada 

Control 800pg 1600pg 
Frecuencia ± IC95 0 19.8 ± 7.6 26.4 ± 8.6 

Error estandar 0 8.08 6.6 
Percentil 25 0 0 16.5 
Percentil 50 0 33 33 
Percentil 75 0 33 33 

Chit H=4.875 H. Corregida= 6.5 
P >0.05 
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Cuadro 17.- Resultados estadisticos de la histologic! de 6r-ion con 
0 

	

	
tubulonefrosis severa de los tres tratamientos (control, quitosan-coumestrol 

800 pg y guitosan-coumestrol 1600 pg). 

Ripon tubulonefrosis severa 

Control 
% 

800pg 1600pg 
Frecuencia ± IC95 0 0 6.6 ± 4.9 

Error estondar 0 0 6.6 
Percentil 25 0 0 0 
Percentil 50 0 0 0 
Percentil 75 0 0 16.5 

Chit H=0.375 H. Corregida=2 
P >0.05 

En lo que respecta a la evaluacion histologica en higado, de manera 
global la mayoria de los cambios encontrados son leves multifocales tanto 
en congestion como en lipidosis y en cuanto a la tumefaccion celular la 
mayoria de los cambios fueron clasificados como leves difusos (Figura 3), 
sin encontrarse lesiones estructurales, degenerativas o inflamatorias, 
ademas de no encontrar diferencias significativas entre los animates del 

• grupo control y los tratamientos. Congestion y lipidosis p>0.05 prueba de 
Xi2,Tumefaccion p>0.05 prueba de Kruskal-Wallis. 

• 
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Figura 3. Se muestran microfotograffas de higado con tincion de HE a 100x 
y 400x de aumento. A) Higado con congestion leve. B) Higado con 
congestion moderada. C) Higado con lipidosis de gota gruesa. D) Higado 
con tumefaccion leve. E) Higado con tumefaccion moderada. F) Higado 
control. 

Los cambios encontrados en la evaluacion histologica en rinon en todos los 
grupos tratados son mayoritariamente !eves multifocales tanto en 
congestion como en tubulonefrosis, encontrandose en algunos animales 
congestion y tubulonefrosis moderada y un solo animal con tubulonefrosis 
severa como se muestra en la Figura 4. sin embargo no se determinaron 
diferencias significativas entre los animales del grupo control y los del grupo 
tratado p>0.05 prueba de Xi2  

• 
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Figura 4. Se muestran microfotografias de rinon con tincion de HE a 100x y 
400x de aumento. A) Rinon con tubulonefrosis leve. B) Rition con 
tubulonefrosis moderada. C) Rinon con tubulonefrosis severa. D) Rinon con 
congestion leve. E) Rinon con congestion moderada. F) Rinon control. 

14. Discusion 

• 	 El higado es el principal organ° implicado en el metabolismo de sustancias 
ajenas al organismo incluidos los productos de origen vegetal, por lo que 
hace que sea susceptible a toxicidad por dichas sustancias presentando 
desde hepatitis aguda o cronica, cuadros de colestasis y lesiones 
vasculares hasta episodios de insuficiencia hepatica aguda; los factores 
que pueden contribuir a la hepatotoxicidad son los efectos toxicos de las 
sustancias del mismo y sus efectos son a menudo cronicos, inespecificos y 
clinicamente inaparentes durante tiempo (Garcia-Cortes et al., 2008). 

La fosfatasa alcalina es una enzima que hidroliza esteres de fosfato a pH 
alcalino, la cual se localiza en la membrana de las celulas en varios tejidos; 
no obstante la fosfatasa alcalina del plasma sanguine° tiene 
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principalmente las aportaciones del higado, intestino y hueso. Las isoformas 
hepaticas son dos, una propia de los hepatocitos y otra de la membrana 
canalicular biliar, la cual ingresa al torrente sanguineo a troves de la via 
paracelular; esta enzima se encuentra elevada en cualquier forma de 
obstruccion del tracto biliar, colestasis biliar, carcinomas metastasicos en 
higado y tejido oseo, trastornos de mala absorcion (Sandoval et al., 2005); 
en esta investigacion no se observa incremento estadisticamente 
significativo de la actividad de la fosfatasa alcalina en ninguno de los dos 
grupos tratados con respecto al grupo control, lo que demuestra que no 
existe sobreestimulacion de esta enzima que nos pueda indicar un posible 
clan° a nivel de conductos biliares debido al implante con la combinacion 
de quitosan-coumestrol en dosis de 800 pg y 1600 pg durante al menos 9 
semanas. 

En el caso de la ALT debido a que es una enzima citosolica del hepatocito 
y su aumento en suero refleja una fuga en la permeabilidad de la 
membrana es comUnmente asociada con la muerte celular, por lo que la 

• ALT se considera como un marcador fiable y sensible de alguna 
enfermedad hepatica. (Tejos et.al., 2013; Hend, 2015)y dado que la 
mayoria de las reacciones hepatotoxicas normalmente cursan de una 
manera asintornatica o bien con sintomas no especificos estas pueden 
descubrirse por medio de la elevacion en los niveles de transaminasas 
(Tejada, 2010); el analisis de la literatura muestra que los valores sugeridos 

por el VetScan® Prep II 2006, son los ideales en la especie utilizada, por lo 

cual los valores obtenidos en los dos grupos tratados en esta investigacion 
se encuentran dentro de los parametros y no presentaron elevaciones 
estadisticamente significativas, lo cual hace evidente que no existen 

• elementos para suponer que exista una toxicidad hepatica al utilizar la 
combinacion de quitosan-coumestrol en dosis de 800 pg y 1600 pg al 
menos hasta su use por 9 semanas. 

En el caso de los rinones debido a que son organos de excrecion 
altamente vascularizados, es la principal via de eliminacion de compuestos 
tanto de origen vegetal como de tipo xenobiaticos. La concentracion de 
urea comunmente reporfada como Nitrogen° Ureico Sanguineo (BUN), es 
un compuesto nitrogenado que se produce en el ciclo hepatic° de la 
urea, estos niveles de BUN se utilizan para evaluar la funcion renal basada 
en la capacidad del rinon de remover desechos nitrogenados presentee 

• 
	 en la sangre; en animales sanos la urea es filtrada por el glomerulo renal y 
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es excretada por la orina, sin embargo cuando el 6r-ion no funciona 
adecuadamente, la urea no se remueve del plasma, aumentando asi los 
niveles de este metabolito (Mutis-Barreto y Perez Jimenez, 2005); De 
manera general, los resultados obtenidos en este experimento no muestran 
incrementos estadisticamente significativos en cuanto a los niveles de BUN. 
No obstante se presentaron dos episodios en donde se observo un 
incremento marginal de los niveles de BUN, sin salir de los intervalos de 
referencia para la especie, las cuales pueden deberse a la exposicion a 
isofluorano al moment° de la toma de muestras, ya que este anestesico 
ocasiona vasodilatacion central la cual puede producir hipoperfusion a 
nivel renal secundaria a hipotension; histologicamente puede haber una 
lesion en los tbbulos renales (Diaz de Leon- Ponce et al., 2005). 

La funcion renal se puede medir por la filtracion glomerular, la cual se mide 
mediante el aclaramiento de creatinina, la cual se deriva del metabolismo 
de la creatina (anhidro de la creatina) producto de la excrecion de la 
actividad muscular y que circula en la sangre; su eliminacian es renal por lo 
que hay una correlacion entre su valor y la funcion renal; en condiciones 
ideales la excrecion de la creatinina es igual.a la produccion de la misma 
por lo que la creatinina plasmatica varia inversamente con el filtrado 
glomerular; cuando la creatinina plasmatica se eleva el proceso de 
secrecion se satura, mostrando entonces una reducciOn en el filtrado 
glomerular (Fernandez-Fresnedo et. al., 2002; Sandoval et al., 2005); de 
igual forma que el nitrogeno ureico, la creatinina no mostro ningun tipo de 
diferencias significativas entre el grupo control y los grupos con 
tratamiento. 

El tenor-nen° de fluorescencia es dado a traves de las moleculas las cuales 
pueden absorber luz ultravioleta visible para generar un estado de 
excitacion en el cual se van a alterar las interacciones entre los atomos de 
la molecula; cuando se encuentran en estado excitado las moleculas 
tienen propiedades diferentes al estado fundamental lo cual da lugar al 
desarrollo de diversos procesos fotofisicos y fotoquimicos; la fluorescencia 
es un proceso fotofisico que se define como la propiedad de una 

molecula para emitir luz cuando es excitada (Hussein, 2015). 

El coumestrol es un fitoestrOgeno con capacidad de fluorescer al estar 
unido a su receptor, posee alta afinidad a los sitios de union a hormonas 
de los receptores estrogenicos tanto del tipo a como )3 es ideal para 
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detector receptores estrogenicos en las celulas (Perez-Rivera et al., 2014) y 
en los Organos blanco, (De Boer et al., 2004), en este trabajo se observe un 
aumento en la intensidad de la fluorescencia tanto en ririon como en 
higado, entre el grupo control y el tratamiento con la combinacion 
quitoson-coumestrol, lo que sugiere que el coumestrol este Ilegando a 
estos organos y este uniendose a los receptores estrogenicos presentes en 
ellos de manera similar a lo que sucede en el testiculo de perro donde se 
ha demostrado par fluorescencia su presencia en el epitelio germinal, 
asociandolo a la distribucion de los receptores estrogenicos (Serrano et al., 
2008). 

A nivel histologic°, a diferencia de algunos xenoestrogenos coma el 
Bisfenol A o medicamentos quimicos, los cuales causan dano oxidativo en 
higado y rinones la combinacion de quitoson-coumestrol a dosis utilizadas 
de 800 pg y 1600 pg no presenta efectos toxicos, al no inducir necrosis de 
hepatocitos ni degeneracion grasa del higado en grados severos, a nivel 
renal tampoco se encontre infiltracion de celulas mononucleares. A pesar 

de que el Bisfenol A y el coumestrol se unen a ER se metabolizan en el 
higado y son excretados en la orina; en cambia el coumestrol Jiene 
propiedades antioxidantes, lo que favorece la reduccion de la expresion 
de genes relacionados con el estres, protegiendo asi las celulas del dano 
oxidativo (Arroyo et al., 2012; Papa et al., 2014; Hae-In Lee et al., 2012). Los 
hallazgos encontrados a nivel tisular en este trabajo son leves, y de igual 
intensidad que los encontrados en los animales del grupo control tanto en 
higado como en rinon, y pueden deberse al procedimiento de eutanasia 
realizado en los animales. 

La congestion se define como el exceso de sangre que no puede salir de 
la circulacion venosa, en el caso del higado al haber una congestion leve 
multifocal en los tratamientos de quitoson-coumestrol no se observaron 
lesiones celulares severas y tampoco necrosis a diferencia de lo que 
sucede cuando hay un higado severamente congestionado donde se 
observa que las venas centrolobulillares y los sinusoides estan distendidos y 
contienen una gran cantidad de sangre (Trigo y Valero, 2004), el tipo de 
congestion encontrada entonces sugiere ser aguda pudiendo deberse al 
proceso de eutanasia que se utilize en los animales de los tres grupos 
(Gallardo et al., 2003). 
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En cuanto a la tumefaccion celular en el higado esta es la degeneracion 
inicial en la que los hepatocitos se hinchan hasta varias veces su tamano 
normal, y se hace evidente la formacion de granulos citoplasmaticos, esta 

patologia suele asociarse con infecciones, toxemias o lesiones hipoxicas, se 
trata de una alteraciOn celular reversible (Lynch, 2007); en el caso de este 

• 
	 trabajo se encontro tumefaccian celular leve difusa lo cual es un cambio 

comUn en los hepatocitos cuando hay deficiencia de oxigeno por 
congestion como en el caso de los procesos de eutanasia, descartando 
toxemias debido a que en las determinaciones sericas no existieron indicios 

de elevaciOn de FAS y ALT. 

En el caso de la lipidosis hepatica esta es un proceso fisiologico-patolagico 
donde tiende a existir una excesiva acumulacian de lipidos en forma de 
vacuolas en el citoplasma de los hepatocitos, este proceso puede deberse 
a diversos factores dentro de los que se encuentran: mala absorcion, dieta 
inadecuada con exceso de acidos grasos poliinsaturados, ingesta de 
f6rmacos, disfuncion metabolica ya sea hepatica o pancreatica, estres 

• oxidativo e inanicion, no obstante una moderada acumulacian de 
vacuolas de grasa en higado puede ser comOn en algunos animales e 
incluso en casos relativamente severos no necesariamente se asocia a 
disfuncion y enfermedad (Rubio-Delgado et al., 2002); segOn Perez, 2001 la 

lipidosis puede darse por una descompensacian mefabolica que se 
desencadena por el ayuno el cual tiene como consecuencias la 
acumulacian de grasa en forma de esteatosis macrovesicular en el cual el 
hepatocito contiene una Unica y gran vacuola de grasa que desplaza al 
nacleo y que se asocia principalmente a trastornos nutricionales, 
metabolicos, drogas u obesidad; la otra forma de esteatosis es la Ilamada 
microvesicular donde las vacuolas son pequenas y multiples, no desplazan 
al nOcleo y se observan generalmente en una gran variedad de 
condiciones geneticas o adquiridas como el embarazo y en reacciones 
tOxicas a drogas en los tejidos, en el caso de este trabajo se encontro en 
algunos animales grados leves de lipidosis de gota gruesa o macrovesicular 
durante los tratamientos por lo que puede atribuirse a trastornos 
nutricionales y ayuno. 

En la evaluacion renal uno de los cambios principales es la tubulonefrosis 
que se caracteriza por un conjunto de alteraciones tubulares de tipo 
degenerativo, de esta manera los rifiones responden a la perdida de los 

• 
	 tOloulos mediante una hipertrofia compensatoria de las nefronas restantes, 
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dando como resultado que los tObulos atectados se encuentren dilatados; 
dentro de la tubulonefrosis se encuentra la nefrosis tubular aguda la cual es 
una condicion reversible en la que ocurre degeneracion tubular como 
proceso primario, y es una causa importante de insuficiencia renal aguda, 
las principales causal son isquemia y nefrotoxinas (Vargas, 2013); en este 
trabajo se encontro principalmente tubulonefrosis leve multifocal, la cual 
puede asociarse a isquemia debido a los cambios hemodinamicos 
generados por las punciones sanguineas y el proceso de eutanasia, 
descartando agentes nefrotoxicos al no encontrarse aumento en la 
creatinina serica por lo que puede suponerse que la funcion tubular renal 
no se ye afectada gracias a agentes protectores de los fitoestrogenos ya 
que los fitoestrogenos en algunos casos aumentan la tasa de filtracion 
glomerular (Schlottfeldt et al., 2015). 

Por otro lado la congestion a nivel renal encontrada en los grupos tratados 
y control fue de tipo leve multifocal, este tipo de congestion puede ser 
aguda debido a que se produce un aumento en la confided de sangre en 
el lado venoso del sistema circulatorio causando un impedimento sUbito 
del flujo sanguineo desde el corazon a los pulmones; el metodo que se 
utiliza para eutanasiar a los animates de los ties grupos causa un paro 
cardio-respiratorio, lo cual podria explicar la presencia de la congestion 
renal (Gallardo et al., 2003). 

En los trabajos desarrollados para el control de poblaciones es 
fundamental asegurar el bienestar animal, realizando estudios que 
garanticen la inocuidad de los productos utilizados como mecanismo de 
anticoncepcion durante el tiempo que son empleados, es por ello que este 
trabajo genera informacion sobre la inocuidad del use de la combinacion 
quitoson-coumestrol administrado mediante via subcutanea sobre la 
funcion hepato-renal ya que estos compuestos emprenden un nuevo 
camino en el desarrollo de metodos de control poblacional incluyendo a 
la fauna nociva los cuales son indispensables para lograr un bienestar en la 
salud animal y humane. 
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15. Conclusiones 

Se concluye que la administracion de coumestrol a una dosis de 800 pg y 
1600 pg por via subcutanea en ratas, utilizando al quitosan como vehiculo 
alcanza al torrente sanguineo Ilegando a nivel hepatic° y renal, sin 
producir lesiones patologicas que comprometan la funcion de estos 
organos hasta por 9 semanas. Es necesario seguir evaluando esta 
combinacion en lo referente a su cinetica de distribucion y citotoxicidad 
por mos tiempo con la finalidad de descartar cualquier clano que 
comprometa la salud animal, ya que es importante asegurar el bienestar 

animal cuando se emplean nuevas tecnicas de control de poblaciones. 

• 

• 
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Resumen 

Introduccion: A lo largo del tiempo el ser humano ha permitido que los 

perros y gatos se reproduzcan de manera desordenada, propiciando asi 

que estos se conviertan en un serio problema dentro de las ciudades, 

varios son los motivos por los cuales la genie decide abandonar a estos 

animales que previamente fueron animales de compania, de este modo Ia 

• tendencia es que estas poblaciones en condicion de calle vayan en 

aumento en los paises en vias de desarrollo, lo que conlleva graves peligros 

para estas especies y un riesgo considerable para el hombre y su sociedad. 

El objetivo de este estudio fue evaluar clinica e histopatologicamente al 

higado y rifion de rotas tratadas con la combinacion de Quitosan-

Coumestrol. Se utilizaron 30 ratan macho Wistar, estas se dividieron 

aleatoriamente en dos grupos, 15 animales control y 15 tratadas con una 

dosis Unica de quitosan-coumestrol de 800 pg por via subcutanea, se dej6 

ejercer su efecto durante 9 semanas, para valorar su efecto en dichos 

Organos. Resultados: Se realizaron pruebas para fosfatasa alcalina (ALP), 

alanino aminotransferasa (ALT), la creatinina (CRE) y nitrogen° ureic° (BUN) 

• no encontrando cambios entre los animales del grupo control y el tratado. 
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Por su parte la evaluacion histopatologica de rinon mostro congestion y 

tubulonetrosis ambers ligeras sin representar diferencia entre los animales 
control y los tratados. En lo referente a la valoracion histopatologica de 
higado se encontro congestion, tumefaccion y lipidosis no significativos 
entre ambos grupos. Conclusiones: Se concluye que no existe evidencia de 

• 
	 dano a nivel renal y hepatico con la administracion subcutanea de una 

cornbinacion de quitosan-coumestrol. 

Palabras clove: Higado, rinon, coumestrol, quitosan, fluorescencia 

Introduccidn 

A lo largo del tiempo el ser humano ha permitido que los perros y gatos se 
reproduzcan de manera desordenada, propiciando asi que estos se 
conviertan en un problema dentro de las ciudades y comunidades; 
generando problemas de sobrepoblacion animal y como consecuencia 

• contaminacion, enfermedades y ausencia de bienestar animal (Morales et 
al., 2009; Slater et al., 2008). 

El control de animales ferales y los de libre rango, ester dirigido a reducir su 
numero y de esta manera evitar agresiones a humanos y la transmision de 
enfermedades zoonoticas, lo cual afecta la economia por los dahos 
ocasionados, los tratamientos preventivos, curativos y en ocasiones la 
muerte (Pal, 2005). 

Dentro de las estrategias utilizadas para el control de fauna feral y de libre 
rango se encuentran las de tipo letal, las cuales emplean por lo general 

0 	 productos quimicos, no obstante son mal vistas por la sociedad y han 
demostrado ser poco eficientes debido al impacto negativo que generan 
al medio ambiente y a que la cantidad de animales eliminada se recupera 
en poco tiempo (Aslantas et al., 2005). 

Por otro lado, existen estrategias de control poblacional no letales, como la 
esterilizacion quirurgica la cual es socialmente mas aceptable, sin 

embargo el costo de esta es elevado, requieren de personal calificado, no 
estan exentas de riesgos; por lo que se prefiere la utilizacion de 
metodologias no invasivas para el control de la reproduccion, un ejemplo 
de estas metodologias es el use de fitoestrogenos (Massei y Miller, 2013), los 

• 
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cuales han demostrado su capacidad para Ilegar a testiculo y producir 

alteraciones a nivel epitelio germinal en el perro (Perez-Rivera et al., 2009). 

Los fitoestragenos son producidos par una gran variedad de plantas 
principalmente leguminosas, estos actuan coma un mecanismo de 
defense contra algunos patogenos coma los hongos (Pseudopeziza 

• 

	

	
medicaginis) el cual afecta a la alfalfa (Medicago sativa). Debido a su 
estructura quimica los fitoestrogenos se dividen en diferentes families: 
flavonoides, lignanos, estilbenos y los coumestanos, siendo el coumestrol su 
principal representante (Patisaul et aI.,2001). Estos productos presentan en 
su estructura un anillo aromatic° y un grupo hidroxilo par lo que pueden 

tener actividad estrogenic° o antiestrogenica dependiendo de la dosis y 
el tejido donde ejerzan su efecto (Pike et al.,1999; Ozoski y Kenelly, 2003). 

Los coumestanos son los fitoestragenos que mos abundan en la naturaleza 
presentan una estrogenicidad equivalente a 1/1000 comparandolos con la 
actividad del 1713- estradiol (Adams, 1995). Estos agentes ingresan a las 
celulas blanco donde existen receptores para estragenos del tipo a (ERa), 
los cuales se encuentran localizados principalmente en el higado, el 
sistema nervioso central, el sistema cardiovascular, los huesos, el Otero y la 
glandula mamaria. Tambien se unen a receptores tipo 13 (ER(3) presentes 
en la prostate, los ovarios, los testiculos, la tiroides, las suprarrenales, el 

pancreas, la vesicula biliar, la piel, el tracto urinario, el tejido linfoide, el 
pulmon, el hipotalamo, el cerebelo y el bulbo olfatorio (Lenis et al., 2010). 

Ambos ER son expresados en el higado de roedores y otros mamiferos en 
una cantidad menor en comparacion con organos reproductivos, su 
cantidad es independiente del sexo, y de la etapa de la vida de los 

• individuos, siendo mos altas durante el periodo perinatal, disminuyendo 
hasta el inicio de la pubertad y aumento para Ilegar a pica postpubertad 
(Shen y Shi, 2015). 

Se ha demostrado que el higado es un organ° blanco importante para los 
estrogenos, la actividad transcripcional a nivel hepatica de los ER este 
asociada con el ciclo reproductivo y estado nutricional del individuo. 
Varias lineas de evidencia indican que los estragenos estan implicados en 
la prevencion de depositos de grasa, reducen la sintesis de lipidos y 
aumentan el transporte de trigliceridos a nivel hepatic° (Della-Torre et al., 
2016). 

0 
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Los rinones en las ratas son sensibles a los androgenos, los cuales juegan un 
papel importante en la hipertrofia glomerular y renal, a pesar de que los 
estrogenos tienen efecto antiandragenico estos no pueden bloquear todas 
las consecuencias adversas de los androgenos en el rinon. Los estragenos 
influyen en el crecimiento normal del rinon, ya que el rinon esta 

• influenciado por Err) (Lane, 2008). 

La toxicidad por estragenos se da en relacion con la dosis recibida, los 
diferentes tipos de estragenos a los que se exponen los animales, la edad y 
la sensibilidad de cada animal. Si bien algunos de los animales suelen 
recuperarse una vez eliminados estos de su cuerpo, de manera frecuente 
se desarrolla aplasia medular cronica severa e irreversible y el animal 
muere debido a anemia profunda, hemorragias masivas, trombocitopenia 
acompanadas de infecciones bacterianas secundarias con cuadros 
septicos debido a la neutropenia, toda esta intoxicacion se da a nivel de 
medula °sea (Varela, 1994). 

El quitosan ha sido utilizado como excipiente farmaceutico por su 
capacidad de controlar la liberacion de los agentes activos (Singla y 
Chawla, 2001). Ademas, en la forma de las estructuras coloidales puede 
atrapar macromoleculas, siendo un producto biocompatible y 
biodegradable de baja toxicidad ( Miranda-Castro y Lizarraga-Paulin, 2012; 
Aspden et al., 1997). 

Debido a los efectos no deseados producidos por dosis elevadas de 
estragenos y a que los fitoestrogenos imitan la actividad de estos en el 
organismo los objetivos de este trabajo son determinar si el coumestrol 
Ilega a rinon e higado y verificar si su administracion a dosis elevadas 
produce efectos adversos a nivel hepatic° y renal en los animales sujetos a 
tratamiento. 

Material y Metodos 

Ubicacion 

El trabajo se realiza dentro de las instalaciones de la Universidad Autonoma 
Metropolitana Unidad Xochimilco (UAM-X), ubicada en Calzada del Hueso 
1100, Col. Villa Quietud, Delegacion Coyoacan, C.P. 04960, D.F. Mexico; los 
animales se mantuvieron en la Unidad de Produccion y Experimentacion 
de Animales de Laboratorio Bioterio (UPEAL Bioterio) en el Laboratorio de 
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Cirugia Experimental y el Laboratorio de Histopatologia de la UAM-X se 
obtuvieron y procesaron las muestras. 

Animales 

Se utilizaron 30 ratas macho Wistar mayores de 60 dias, con un peso de de 

• 250 gramos provenientes del UPEAL bioterio/Universidad Autonoma 
Metropolitana, Unidad Xochimilco, se mantuvieron dentro del bioterio en 
condiciones convencionales; con libre acceso de agua y alimento, para 
cubrir sus necesidades nutricionales, siguiendo los lineamientos de la Norma 
Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. Las ratas se mantuvieron en jaulas 
individuales marcadas de acuerdo al grupo que les corresponda control y 
tratamiento Quitosan-Coumestrol 800 pg. 

Tratamientos 

Las ratas se dividieron aleatoriamente en dos grupos, 15 animales fueron 
control, y 15 fueron inyectadas con la combinacion de quitosan-
coumestrol 800 pg, el cual se coloco a la altura de la cruz en el tejido 

.subcutaneo previa antisepsia de la zona, el cual fue administrado con una 
jeringa de insulina con aguja calibre 21X32, los animales se alojaron en 
jaulas individuales durante el transcurso del experimento. A partir de la 
semana 5 y hasta Ilegar a la 9 coda semana se sometieron a eutanasia 3 
animales de coda grupo para colectar las muestras. 

Toma de muestras 

Las ratas fueron inducidas a anestesia general inhalada con lsofluorano, 
una vez anestesiadas, se utilize una jeringa de 5 ml, con la cual se procedio 

• a puncion directa al coraz6n para obtener la mayor cantidad de sangre 
posible, la cual se deposit6 en un tubo de ensaye, se esperaron 15 minutes 
a que se separaran los solidos sanguinees del suero y se centrifuge a 1500 
rpm durante 10 minutes, el suero se coloc6 en tubos Eppendorf y se 
congelaron las muestras hasta su utilizacion. 

Para las muestras de higado y rihon una vez que se eutanasiaron las ratas, 
se procedi6 a retirar el higado realizando en este diferentes cortes de 
manera aleatoria los cuales fueron depositados en solucien fijadora de 
formalina buferada al 10%. Los rihones fueron seccionados en direccion 
sagital y se depositaron en la misma solucien fijadora donde 

• 
	 permanecieron por 15 dias, para despues continuar procesar del tejido 
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por la tecnica de inclusion en parafina (Armed Forced Institute of 

Pathology, 1994). 

Se realizaron cortes de tejidos con un microtomo a un grosor de 3 pm y 
posteriormente fueron tenidos por medio de la tincion de Hematoxilina de 
Harris y Eosina , de manera posterior se coloca un cubreobjetos (Armed 

• 	 Forced Institute of Pathology, 1994). 

Quimica sanguinea 

El andlisis de la quimica sanguinea se hizo con el aparato VetScan VS2©, se 
colocaron 100 pl, de suero en un rotor Comprehensive Diagnostic Profile, el 
cual evalOa los analitos de manera cuantitativa mediante la tecnica de 
espectrofotometria. Fueron determinados fosfatasa alcalina (ALP), alanino 
aminotransferasa (ALT), nitrogeno ureico (BUN), creatinina (CRE). 

Nistaloofa de higado y rifion 

• La histologic se realiza de forma descriptiva, utilizando una laminilla al azar 
de cada animal y tomando en cuenta 10 campos por laminilla, en ella se 
compararon los tejidos de los animales tratados con preparaciones de 
control negativo de animales sanos y control positivo se utiliza para el 
hided() preparaciones histologicas provenientes de animales con hepatitis 
linfoplasmocitica, tumefaccion celular o hipertrofia de los conductor 
biliares. En el caso del rinon se compara con preparaciones histologicas 
que muestran nefritis, glomerulonefritis, tubulonefrosis, tubulonefritis, 
glomerulonefritis intersticial y glomerulonefritis membrano proliferativa. 

Fluorescencia 

• 	
Aprovechando la capacidad de autofluorescencia del coumestrol 
(Serrano et. al., 2008), se observaron laminillas desparafinizadas y sin tincion 
alguna de higado y rinOn de los animales control, y los tratados con 
quitosan-coumestrol de 800 pg, se montaron con Vectashield O y se 
observaron 100 campos al azar utilizando un microscopio confocal 
invertido excitando las muestras con una longitud de onda de 345 a 370 
nm y observando la emision de la fluorescencia entre 410 a 438 nm; se 
tomaron imagenes y estas fueron analizadas para comparar su intensidad 
con la ayuda del programa Zen 2 blue edition (ver 2.0) Carl Zeiss. 

A nalisis estadistico 
• 
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Los resultados obtenidos en la bioquimica sanguinea fueron analizados con 

la prueba de Kruskal-Wallis; en el caso de la fluorescencia se realiza la 

prueba de Mann-Whitney y la histopatologia se utiliza una prueba de Xi2. 

Resultados 

• La media grupal de la fosfatasa alcalina (ALP) practicada a los animales 

de grupo control fue de 192.8±20.1 U/L y para el grupo tratamiento de 

191.0±22.95 U/L, para la alaninoaminotranferasa (ALT) para el grupo control 

fue de 33.0±8.0 U/L , siendo de 39.62±4.11 U/L para el grupo tratado. Por su 

parte los resultados de la evaluacion de los metabolitos renales fueron para 

el nitrogen° ureico (BUN) en el grupo control 3.213±7.479 mmol/L y para el 

grupo tratado fue de 6.530±0.601mmol/L. Para la creatinina (CRE) en el 

grupo control fue de 33.0±4.8mmol/L y para el grupo tratado de 

28.19±4.35mmol/L, los resultados por semana se presentan en el cuadro 1. 

Cuadro 	1. 	A nolisis 	semana) 	de 	fosfatasa 	alcalina 	(ALP), 

alaninoaminotranferasa (ALT), nitrogen° ureico (BUN) y creatinina (CRE) 

realizados a animales de grupo control (CT) y de tratamiento de 800 pg 

con la combinacion quitosan-coumesfrol(TX) se muestra la media ± error 

estandard. 

Paramet 
ros 

Valores 
de 

referen 
cia 

Semana 5 

CT 	TX 

Semana 6 

CT 	TX 

Semana 7 

CT 	TX 

Semana 
8 

CT 	TX 

Semana 9 

CT 	TX 

ALP 16.0- 193 157± 193 155± 193 270± 193 154 193 219± 
302.0 ± 25 ± 29 ± 29 ± ± ± 20 
U/L 20 20 20 20 23 20. 

ALT 20.0- 33± 32±5 33± 35±3 33± 49±5 33± 39± 33± 44±5 
61.0 8 8 8 8 4 8 
U/L 

BUN 3.213- 7.1 5.8± 7.1 6.4± 7.1 7.5± 7.1 5.3 7.1 7.6± 
7.479 ± 0.7 ± 0.9 ± 0.4* ± ± ± 0.55* 

mmol/L 0.5 0.5 0.5 0.5 0.7 0.5 
CRE 4.42- 33± 21±1 33± 28.3±2 33± 30±9 33± 34± 33± 28±8 

57.46 5 .4 5 .3 5 .2 5 4 5 .4 
mmol/L 

Desviacion del valor de referencia. En todos los analitos p>0.05 prueba 

• 
	 Mann-Whitney. 
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Los resultados de la intensidad de la fluorescencia nos indican lo siguiente: 

En el caso de rinon se midia la intensidad de pixeles de las muestras con 
tratamiento donde se obtuvo una media de 36.33 ± 2.5692, mientras que 
en el caso del grupo control se obtuvo una media de 14.7 ± 1.21, como se 

• muestra en la Figura 1. Se realiza un analisis estadistico de Mann Whitney 
encontrando diferencia significativa entre ambos grupos p<0.001. 

En el higado se midio tambien la intensidad de fluorescencia expresada en 
pixeles de las muestras del grupo tratado obteniendo una media de 62.83 ± 
23.96, siendo para el grupo control de 3.06 ± 1.78, como se puede observar 
en la Figura 1. En el andlisis estadistico de Mann Whitney presento 
diferencia significativa entre el grupo control y el tratamiento p<0.001. 

A 

C 

B 

D 

Figura 1. Intensidad de fluorescencia. A) Rinon de los animales sin 
tratamiento. B) Rinon animales con tratamiento. C) Higado animales sin 
tratamiento. D) Higado animales con tratamiento, la flecha indica serial 
fluorescente a nivel del espacio porta (arteria hepatica, vena porta y 

• canal 	 biliar). 
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Los cambios encontrados en la evaluacion histologica en ririon, tanto en 
congestion como en tubulonefrosis son leves, todos con un patron de 
distribucion multifocal como se muestra en la Figura 2. No encontrando 

• diferencias entre los animales del grupo control y los del grupo tratado 
p>0.05 prueba de Xi2  

En lo que respecta a la evaluacion histologica en higado, la mayoria de los 
cambios encontrados son leves tanto en congestion como en lipidosis, 
todos con un patron de distribucion multifocal, en cuanto a la tumefaccion 
la mayoria de los cambios tambien son leves con un patron de distribucion 
difuso (Figura 2), no se encontraron diferencias significativas entre los 
animales del grupo control y los del grupo tratado. Congestion y lipidosis 
p>0.05 prueba de Xi2  , Tumefaccion p>0.05 prueba de Kruskal-Wallis. 

Figura 2.- Se muestran microfotograffas con tincion de HE a 40X de 
aumento. A) Riilon de animales del grupo control, se muestra el glomerulo 
(G). B) Rifion de animales con tratamiento se muestra congestion leve 
(MC). C) Ririon de animales con tratamiento se muestra tubulonefrosis leve 
(MT).D) Higado de animales del grupo control. E) Higado de animales 
tratados con congestion leve (MC). F) Higado de animales tratados, el 
circulo muestra una zona con tumefaccion leve (T). 
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Discusion 

El higado es el principal organ° implicado en el metabolismo de sustancias 

1 

	

	 ajenas al organismo incluidos los productos de origen vegetal, por lo que 
es factible que sea afectado por sustancias que produzcan toxicidad 
medida en que superen su flexibilidad y capacidad metabolica. 

Puede presentar manifestaciones clinicas desde hepatitis aguda o cronica, 
cuadros de colestasis y lesiones vasculares hasta episodios de insuficiencia 
hepatica aguda; ademas de la variabilidad en la presentacion clinica que 
caracteriza a la hepatotoxicidad puede fluctuar desde un ligero aumento 
de las transaminas por lo general asintomatico hasta cuadros fulminantes 
que pueden terminar con la vida del paciente (Garcia-Cortes et al., 2008). 

La fosfatasa alcalina es una enzima que hidroliza esteres de fosfato a pH 
• alcalino, la cual se localiza en la membrana de las celulas en varios 

tejidos; no obstante la fosfatasa alcalina del plasma sanguineo tiene 
principalmente las aportaciones del higado, intestino y hueso. Las isoformds 
hepaticas son dos, una propia de los hepatocitos y otra de la membrana 
canalicular biliar, la cual ingresa al torrente sanguineo a traves de la via 
paracelular; esta enzima se encuentra elevada en cualquier forma de 
obstruccion del tracto biliar, colestasis biliar, carcinomas metastasicos en 
higado y tejido aseo, trastornos de mala absorcion (Sandoval et al., 2005); 
en esta investigacion no se observa incremento de la actividad de la 
fosfatasa alcalina en ninguno de los dos grupos tratados con respecto al 
grupo control y los valores de referencia, las diferencias no fueron 

• 
significativas, lo que demuestra que no existe daho a nivel hepatic° por la 
administracion de la combinacion de quitosan-coumestrol en dosis de 800 

pg 

Debido a que la ALT es una enzima citosolica del hepatocito y su aumento 
en suero refleja una fuga en la permeabilidad de la membrana es 
comOnmente asociada con la muerte celular, por lo que la ALT se 
considera como un marcador fiable y sensible de alguna enfermedad 
hepatica (Tejos et al., 2013; Hend, 2015) y dado que la mayoria de las 
reacciones hepatotoxicas normalmente cursan de una manera 
asintomatica o bien con sintomas no especificos estas pueden descubrirse 

89 



por medio de la elevacion en los niveles de transaminasas (Tejada-

Cifuentes, 2010); el analisis de la literatura muestra que los valores sugeridos 
por el VetScan® Prep II 2006, son los ideales en la especie utilizada, por lo 
cual los valores obtenidos en los dos grupos tratados en esta investigacion 
se encuentran dentro de los parametros de referencia y no muestran 
cambios entre los animales del grupo control y del tratado, lo cual 
proporciona evidencia de que no existe toxicidad hepatica al utilizar la 
combinacion de quitoson-coumestrol en dosis de 800 pg. 

Debido a que los rinones son organos de excrecion altamente 
vascularizados, es la principal via de eliminacion de compuestos tanto de 
origen vegetal como de tipo xenobiaticos. La concentracion de urea 
comOnmente reportada como Nitrogen° Ureico Sanguineo (BUN), es un 
compuesto nitrogenado que se produce en el ciclo hepatic° de la urea, 
estos niveles de BUN se utilizan para evaluar la funcion renal basada en la 
capacidad del rinon de remover desechos nitrogenados presentes en la 
sangre; en animales sanos la urea es filtrada por el glomerulo renal y es 
excretada por la orina, sin embargo cuando el rinon no funciona 
adecuadamente, la urea no se remueve del plasma, aumentando asi los 
niveles de este metabolito (Mutis-Barreto y Perez-Jimenez, 2005); De 
manera general, los resultados obtenidos en este experimento no muestran 
alteracion en cuanto a los niveles de BUN. No obstante se presentaron dos 
episodios en donde se observo un increment°,  marginal de los niveles de 
BUN, las cuales pueden deberse a la exposicion a isofluorano al momenta 
de la toma de muestras, ya que este anestesico ocasiona vasodilatacion 
central la cual puede producir hipoperfusion a nivel renal secundaria a 
hipotension (Diaz de Leon-Ponce et al., 2005). 

La funciOn renal se puede valorar por la filtracion glomerular, la cual se 
mide por el aclaramiento de creatinina, la cual se deriva del metabolism° 
de la creatina (anhidro de la creatina) product° de la excrecion de la 
actividad muscular y que circula en la sangre; su eliminacion es renal por lo 
que hay una correlacion entre su valor y la funcion renal; en condiciones 
ideales la excrecion de la creatinina es igual a la produccion de la misma; 
cuando la creatinina plasmatica se eleva el proceso de secrecion se 
satura, mostrando entonces una reduccion en el filtrado glomerular 
(Fernandez-Fresnedo et al., 2002; Sandoval et al., 2005); en este trabajo la 
creatinina no mostro cambios con respect° a los valores de referencia, ni 
diferencias significativas entre el grupo control y el grupo con tratamiento. 
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El fenomeno de fluorescencia es dado a traves de las moleculas las cuales 
pueden absorber luz ultravioleta visible para generar un estado de 
excitacion en el cual se van a alterar las interacciones entre los dtomos de 
la molecula; cuando se encuentran en estado excitado las moloculas 
tienen propiedades diferentes al estado fundamental lo cual da lugar al 

• 

	

	 desarrollo de diversos procesos fotofisicos y fotoquimicos; la fluorescencia 

es un proceso fotofisico que se define como la propiedad de una 
molecula para emitir luz cuando es excitada (Hussein, 2015). El coumestrol 
es un fitoestrogeno con capacidad de fluorescer al estar unido a su 
receptor, posee alta afinidad a los sitios de union a hormonas de los 
receptores estrogenicos tanto del tipo a como (3 es ideal para detector 
receptores estrogenicos en las celulas (Perez-River° et al., 2014) y en los 
organos blanco (De Boer et al., 2004), en este trabajo se observo un 
aumento en la intensidad de la fluorescencia tanto en rinon como en 
higado, entre el grupo control y el tratamiento con la combinacion 
quifosan-coumestrol, lo que sugiere que el coumestrol esta Ilegando a 
estos organos y este' uniendose a los receptores estrogenicos presentes en 
ellos de manera similar a lo que sucede en el testiculo de perro donde se 
ha demostrado por fluorescencia su presencia en el epitelio germinal, 
asocial-idol° a la distribucion de los receptores estrogenicos (Serrano et al., 
2008). 

A diferencia de algunos xenoestrogenos como el Bisfenol A, los cuales 
causan dano oxidativo en higado y rinones la combinacion de quitosan-
coumestrol a dosis utilizadas de 800 pg no presenta efectos toxicos, al no 
inducir necrosis de hepatocitos ni degeneracion grasa del higado, a nivel 
renal tampoco se encontro infiltracion de celulas mononucleares. A pesar 
de que el Bisfenol A y el coumestrol se unen a ER se metabolizan en el 
higado y son excretados en la orina; en cambio el coumestrol tiene 
propiedades antioxidantes, lo que favorece la reduccion de la expresion 
de genes relacionados con el estres, protegiendo asi las celulas del dano 
oxidativo (Popa et al., 2014; Hae-In et al., 2012). Los hallazgos encontrados 
a nivel tisular en este trabajo son leves, y de igual intensidad que los 
encontrados en los animates del grupo control tanto en higado como en 
rinon. 
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Conclusiones 

Se concluye que la administracion de coumestrol a una dosis de 800 pg por 

via subcutanea en ratas, utilizando al quitosan como vehiculo alcanza al 

torrente sanguineo Ilegando a nivel hepatic° y renal, no produciendo 

evidencias relacionadas con alteraciones a nivel histologic°, ni afectando 

los parametros bioquimicos que pudieran evidenciar cambios en el 

funcionamiento de ambos organos. Es necesario seguir evaluando esta 

combinacion en lo referente a su cinetica de distribucion y citotoxicidad. 
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