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RESUMEN

Objetivos: Demostracion histopatolégica del efecto protector del licopeno
como antioxidante ante el estrés oxidativo producido por el herbicida

paraquat en cobayos.

Materiales y Método: Se realiz6 un estudio de tipo experimental en el cual
se utilizaron 48 cobayos formando 4 grupos: 1 (control), 2 (licopeno), 3
(paraquat) y 4 (licopeno + paraquat). Se les administro via orogastrica luego
de haberse inducido sedacion, solucion salina, licopeno (100mg/kg) y
paraquat (60mg/kg). Once dias después se procedio al sacrificio y extraccion
de los pulmones para su analisis histopatoldgico. Las dosis de paraquat
fueron establecidas tras la aplicacion de un estudio piloto. Para el analisis de

la informacion se utilizd el software estadistico SPSS v.19.

Resultados: Se encontré congestion vascular en la totalidad de los
pulmones de los cobayos examinados (100%). En el grupo que recibid
paraquat se evidencio la presencia de edema vy fibrosis (66.7%). En el grupo
gue recibié licopeno ademas de paraquat presentd edema s en el 50% de
los casos y no se registraron casos compatibles con fibrosis. La
administracion de licopeno en el grupo 4 (licopeno + paraquat) constituyo un
efecto protector para el desarrollo de edema (RR: 0.5, IC: 0.22-0.78; RRR:
50%, IC: 0.12-0.72; NNT: 2 IC: 2-5), se puede establecer que la
administracion de licopeno previene la fibrosis pulmonar (RAR: 67%, IC:
0.40-0.93; NNT:2 IC:2-3).

Conclusiones: La administracién de licopeno reduce el riesgo de desarrollo
de fibrosis pulmonar y edema.
Se evidencio congestion vascular en todas las muestras examinadas siendo

secundaria al método de sacrificio.

PALABRAS CLAVE: ANTIOXIDANTE, LICOPENO, ESTRES OXIDATIVO,
RADICALES LIBRES, OXIDACION, PARAQUAT, FIBROSIS PULMONAR,
EDEMA, CUENCA-ECUADOR.



ABSTRACT

Objectives: histopathologic demonstration of the protective effect of
lycopene as an antioxidant against oxidative stress caused by the herbicide

paraguat in guinea pigs.

Materials and Methods: 1 (control), 2 (lycopene), 3 (paraguat) and 4 (lycopene
+ paraquat): An experimental study in which 48 guinea pigs were used to form 4
groups was conducted. Orogastric route were administered after having induced
sedation, saline, lycopene (100 mg / kg), and paraquat (60 mg / kg). Eleven
days later proceeded to sacrifice and removal of the lungs for histopathological
analysis. Paraquat doses were set after application of a pilot study. For data

analysis SPSS v.19 statistical software was used.

Results : It was found vascular congestion in the lungs of all the tested
guinea pigs (100%). In the group receiving paraguat the presence of edema
and fibrosis (66.7%) was demonstrated. In the group receiving paraguat
lycopene plus edema s presented in 50% of cases and not compatible with
cases reported fibrosis. Administration of lycopene in group 4 (lycopene +
paraquat) was a protective effect for the development of edema (RR: 0.5, CI:
0.22-0.78, RRR: 50% CI1 0.12 to 0.72, NNT 2 CI 2 -5), can be established that
the administration of lycopene prevents pulmonary fibrosis (RAR: 67% CI
0.40 t0 0.93, NNT 2 CI 2-3).

Conclusions:  The administration of lycopene reduces the risk of
development of pulmonary fibrosis and edema.
Vascular congestion was observed in all samples tested to be secondary

killing method.

KEYWORDS: ANTIOXIDANT, LYCOPENE, OXIDATIVE STRESS, FREE
RADICALS, OXIDATION, PARAQUAT, PULMONARY FIBROSIS, EDEMA,
CUENCA-ECUADOR.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Los adelantos cientificos y especificamente en la medicina son realmente
sorprendentes tanto en el conocimiento de las enfermedades y su
tratamiento como de sus complicaciones, no obstante quedan aun muchas
dudas que aclarar con respecto al origen de estas. En los ultimos 30 afios
viene desarrollandose cada dia un interés mayor por los problemas
relacionados con el estrés oxidativo, los radicales libres, las especies
reactivas del oxigeno y los antioxidantes, todo esto dado por la importancia
que poseen en la bioquimica, la biologia y la medicina. (1)

En 1954 una investigadora argentina, Rebeca Gerschman, sugiri6 por
primera vez que los radicales libres eran agentes toxicos y generadores de
enfermedades. El dafio a biomoléculas que determinan los radicales libres
se haya implicado en la génesis 0 exacerbacion de numerosos
procesos: Aparato cardiovascular: aterosclerosis, diabetes, cardiopatia
alcohdlica; Sistema neuroldgico: enfermedad de Parkinson, Alzheimer,
neuropatia alcohdlica, isquemia o infarto cerebral; Aparato ocular: cataratas,
dafio degenerativo de la retina, fibroplasia retrolental; Aparato
respiratorio: sindrome de dificultad respiratoria del adulto, cancer de pulmon;

Rifion: sindrome autoinmune; entre otros. (2)
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1.2. Planteamiento del problema.

Las ciencias médicas estan enfocando en la actualidad parte de sus
esfuerzos en encontrar estrategias eficaces para contrarrestar el dafio
producido por el efecto de los radicales libres a nivel de distintos 6rganos,
esto debido a la gran incidencia en el dafio que producen los mismos en la
patogeénesis de distintas enfermedades, razén por la cual se estan planteado
distintas soluciones para este problema, como lo es el uso de antioxidantes
en la dieta, los cuales contrarrestan el estrés oxidativo (3). Debido a esto se
busca comprobar la eficacia que tienen los antioxidantes, en nuestro caso,
el uso del Licopeno para de esta manera disminuir o contrarrestar totalmente

el dafio provocado por los radicales libres.
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1.3. Justificacion

La necesidad de prever y comprender la relevancia de las enfermedades
cronicas y de intervenir urgentemente contra ellas es una cuestion cada vez
mas importante. Para ello es preciso que los dirigentes nacionales que estan
en condiciones de reforzar las actividades de prevencion y control de las
enfermedades cronicas, asi como la comunidad de salud publica
internacional, adopten un nuevo enfoque. Como primer paso, es
fundamental comunicar los conocimientos y la informacién mas recientes y
precisos a los profesionales sanitarios de atencion directa y al publico en

general. (4)

En febrero del 2008 se celebr6 en Ginebra una Consulta Mixta OMS/FAO de
Expertos en Régimen Alimentario, Nutricion y Prevencion de Enfermedades
Cronicas, dicha Consulta reconocid que la epidemia creciente de
enfermedades crénicas que aqueja tanto a los paises desarrollados como a
los paises en desarrollo est relacionada con los cambios de los habitos
alimentarios y del modo de vida, y emprendié la tarea de examinar los
considerables progresos cientificos sobre la determinacion de la existencia
de los diversos mecanismos que conducen a las enfermedades cronicas.
(OMS/FAO 2008).

La pobreza critica en que vive la mayoria de la poblacion en nuestro pais, y
en Latinoamérica, impulsa al consumo de alimentos inadecuados en cuanto
a su estructura alimenticia, como a su estructura material, puesto que por un
lado, la industrializacion de los alimentos, introducen en éstos productos
guimicos para su preservacion, sabor, coloracion, contextura; se ofrecen pre
cocidos, suaves, de modo que van degenerando la capacidad biologica del
sistema digestivo de metabolizar adecuadamente los componentes

alimenticios.

Estos han dado como resultado una serie de degeneraciones fisioldgicas,
bioldgicas y hormonales que han incidido en la aparicion de enfermedades

cronicas y degenerativas, (MSP.2010) (5).

19



Hoy dia el cancer es una de las principales causas de mortalidad en todo el
mundo, y en el mundo desarrollado sélo es superado en general por las
Crénico Degenerativas. Se calcula que para finales del 2010 hubo unos 10
millones de casos nuevos y mas de 6 millones de defunciones por cancer
(YACHI, 2010). (5)

A lo que queremos llegar con éstos antecedentes y nuestra investigacion, es
el demostrar histopatolégicamente el efecto protector del licopeno como
antioxidante en cobayos sometidos al estrés oxidativo, el mismo que lo
conseguiremos con la administracibn a dosis crecientes del herbicida

Paraquat.

Una vez obtenidos los resultados, estos seran diseminados a través de
publicaciones en revistas médicas, y a su vez en bibliotecas virtuales y
locales, de manera que la informacién pueda ser accesible a cualquier
profesional, estudiante o cualquier persona que requiera de esta
informacion, ya que como planteamos en esta investigacion, los datos

obtenidos seran relevantes para la formacion.

20
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CAPITULO I

2. MARCO TEORICO

2.1 Estrés oxidativo

De manera habitual, el oxigeno en el organismo se encuentra en su forma
mas estable (02), asi el oxigeno es poco reactivo debido a su velocidad de
reaccion a temperatura fisioldgica baja; sin embargo por reacciones
puramente quimicas, acciones enzimaticas o por efecto de las radiaciones
ionizantes se pueden producir una serie de especies quimicas o0 sustancias
prooxidantes (moléculas o radicales libres altamente reactivos) que son
capaces de dar lugar a multiples reacciones con otros compuestos presentes
en el organismo que llegan a producir dafio celular. Por lo anteriormente
expuesto se comprende que, si bien el oxigeno es imprescindible para el
metabolismo y las funciones del organismo, no se deben olvidar los muchos

efectos toxicos que posee.

El estrés oxidativo se da por la exposicion de la materia viva a fuentes que
producen la ruptura del equilibrio entre los factores prooxidantes y los
mecanismos antioxidantes, ya sea por un déficit de estas o por una

produccion exagerada de la producciéon de especies reactivas del oxigeno.

2.2Radicales libres

Desde el punto de vista quimico son todas aquellas especies quimicas, que
en su estructura atdmica presentan un electron desapareado o impar en el
orbital externo que les da una configuracion espacial generadora gran
inestabilidad. Son muy reactivos, tienen una vida media corta, por lo que
actuan cercano al sitio en el que se forman y son dificiles de dosificar. Desde
el punto de vista molecular son pequefias moléculas ubiquitarias y difusibles
gue se producen por diferentes mecanismos entre los que se encuentran la

cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a
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nivel microsomal y en los cloroplastos y, las reacciones de oxidacion, por lo
gue producen dafo celular (oxidativo) al interactuar con las principales

biomoléculas del organismo.

A pesar de lo citado anteriormente, los radicales libres del oxigeno tienen
una funcion fisiolégica en el organismo como la de participar en la
fagocitosis, favorecen la sintesis de colageno, la sintesis de prostaglandinas,
activan enzimas de la membrana celular, disminuyen la sintesis de
catecolaminas por las glandulas suprarrenales, modifican la biomembrana y

favorecen la quimiotaxis.

Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes
son: Radical hidroxilo (HO)+, Peroxido de hidrogeno (H202), Anion
superéxido (02), Oxigeno singlete (102), Oxido nitrico (NO), Peroxido
(ROO), Semiquinona (Q), Ozono.

Los radicales libres se generan a nivel intracelular y extracelular. Entre las
células relacionadas con la produccion de radicales libres del oxigeno
tenemos los neutréfilos, monocitos, macrofagos, eosinéfilos y las células
endoteliales. Entre las sustancias y agentes es conocida ampliamente la
relacion de los productos ciclicos de naturaleza redox como son el paraquat,
diquat, alloxano, estreptozozina y doxorubicina, con los radicales libres.
También se producen radicales libres por la administracion de paracetamol,
tetracloruro de carbono y furosemida; por ultimo no se puede olvidar agentes
como el humo de cigarrillos, las radiaciones ionizantes, la luz solar, el shock
térmico y las sustancias que oxidan el glutation (GSH) como fuentes de
radicales libres. (1) Por lo tanto, el estrés oxidativo puede ser mejor definida
como una interrupcion de la sefializacién redox y control. La adopcion de esa
definicion podria reorientar la investigacion para identificar las
perturbaciones importantes de la sefializacion redox, controlar y conducir a
nuevos tratamientos para la enfermedad de procesos oxidativos

relacionados con el estrés. (7)
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Este desequilibrio producido por el estrés oxidativo trae como consecuencia
alteraciones en la estructura y funcién en cualquier 6rgano, sistema o grupo
celular especializado; convirtiéndose asi en un mecanismo general génesis
del dafio celular pudiendo ser asociado con la fisiopatologia primaria, la
evolucion de varias entidades y sindromes de interés médico, asi como de

las consecuencias de dichos eventos (1) (8).

Existen algunas circunstancias en que también se producen radicales libres
como son:

- Dieta Hipercaldrica.

- Dieta insuficiente en antioxidantes.

- Procesos inflamatorios y traumatismos.

- Fenomenos de isquemia y reperfusion.

- Ejercicio extenuante. (1)

2.3 Efecto nocivo de los radicales libres

El dafio celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre

sobre diferentes macromoléculas:

Lipidos. Es aqui donde se produce el dafio mayor en un proceso que se
conoce como peroxidacion lipidica, afecta a las estructuras ricas en acidos
grasos poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana

celular y se produce edema y muerte celular.

Proteinas. Hay oxidacion de un grupo de aminoacidos como fenilalanina,
tirosina, histidina y metionina; ademas se forman entrecruzamientos de

cadenas peptidicas, y por ultimo hay formacion de grupos carbonilos.

Acido desoxirribonucleico (ADN). Ocurren fenémenos de mutaciones y
carcinogénesis, hay pérdida de expresion o sintesis de una proteina por dafio a
un gen especifico, modificaciones oxidativas de las bases, delecciones,
fragmentaciones, interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos

cromosomicos y desmetilacion de citosinas del ADN que activan genes.
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El dafio se puede realizar por la alteracion (inactivacion/pérdida de algunos
genes supresores de tumores que pueden conducir a la iniciacién,
progresion, o ambas de la carcinogénesis). Los genes supresores de
tumores pueden ser modificados por un simple cambio en una base critica
de la secuencia del ADN. (1)

2.4 Antioxidantes

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion
de otras moléculas. La oxidacion es una reaccion quimica de transferencia
de electrones de una sustancia a un agente oxidante. Las reacciones de
oxidacion pueden producir radicales libres que comienzan reacciones en
cadena que dafan las células. Los antioxidantes terminan estas reacciones
quitando intermedios del radical libre e inhiben otras reacciones de oxidacion
oxidandose ellos mismos. Los antioxidantes se encuentran contenidos en el
olivo, ajo, arroz integral, café, coliflor, brocoli, jengibre, perejil, cebolla,
citricos, semolina, tomates, aceite de semilla de la vid, té, romero, entre
otras muchas sustancias. También son parte importante constituyente de la

leche materna.

Aunque las reacciones de oxidacion son cruciales para la vida, también
pueden ser perjudiciales; por lo tanto las plantas y los animales mantienen
complejos sistemas de multiples tipos de antioxidantes, tales como glutatién,
vitamina C, y vitamina E, asi como enzimas tales como la catalasa,
superéxidodismutasa y varias peroxidasas. Los niveles bajos de
antioxidantes o la inhibicion de las enzimas antioxidantes causan estrés

oxidativo y pueden dafiar o matar las células. (9)
2.5Clasificacion de los antioxidantes
Muchos de los antioxidantes son enzimas o0 nutrimentos esenciales, o

incorporan nutrimentos esenciales en la estructura de sus moléculas,

entendiendo como nutrimento esencial a aquel compuesto que debe ser
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ingerido porque el organismo es incapaz de sintetizarlo. Esta caracteristica
es tomada por algunos autores para clasificarlos en antioxidantes no
enziméticos y enzimaticos. No obstante, otro criterio de clasificacion
comunmente empleado se basa en el mecanismo mediante el cual los
antioxidantes ejercen su accion protectora, agrupandolos en aquellos que
cumplen una funcién preventiva en la formacion de los radicales libres y en
aguellos que interceptan o capturan los que ya se han producido. También
es posible clasificarlos conforme a su localizacién, ya sea en intra o

extracelulares.

2.6 Red antioxidante

Para proveer el maximo de proteccion, los antioxidantes plasmaticos e
intracelulares estan armonicamente integrados para lograr la maxima
supresion de las reacciones que generan radicales libres. Estos ultimos se
distribuyen preferentemente en los organelos que, por la intensidad de su
actividad y su funcion metabdlica, generan una mayor produccién de
radicales libres, localizados tanto en membranas como en el citosol. Un
componente adicional en la red antioxidante son las proteinas de almacén y
transporte de iones metalicos, cuya accion es secuestrar y limitar la
exposicién a los iones Fe+3 y Cu+2, ya que Su exceso promueve la
generacion de radicales libres. Las proteinas que cumplen esta funcién son:
Ferritina, transferrina, lactoferrina, ceruloplasmina,  haptoglobina,

metalotioneina, hemopexina y carnosina. (10)

2.7Licopeno

El licopeno es un carotenoide, principal pigmento responsable de la
caracteristica coloracion roja del tomate (Lycopersiconesculemtum) y sus
productos derivados, y se sintetiza exclusivamente por plantas y

microorganismos. (11)

Una de las fuentes principales es el tomate (80-90%), que es un producto

basico considerado saludable por su bajo contenido en kilocalorias y grasa y
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su contenido en fibra, proteinas, vitaminas E, A, C, y potasio y siendo
utilizado en todo el mundo en diferentes presentaciones, ya sea crudo
formando parte de ensaladas, como ingrediente en salsas, caldos y guisos o0
procesado en forma de salsas, purés, jugos o pasta. Otras fuentes
importantes de licopeno son la sandia, la toronja rosada, la guayaba rosada,

el pimiento rojo y la papaya. (13)

2.8 Distribucion del licopeno.

La distribuciébn del licopeno ocurre de la siguiente manera: una vez
consumido, el licopeno es incorporado dentro de las micelas de los lipidos
dietarios y absorbido en la mucosa intestinal por difusion pasiva, donde es
incorporado a los quilomicrones y liberado al sistema linfatico para ser
transportado al higado. El licopeno es transportado por las lipoproteinas
dentro del plasma para la distribucion a diferentes érganos. (15) Debido a su
naturaleza lipofilica, también se encuentra en las fracciones de las

lipoproteinas LDL y VLDL y no en las HDL en el suero. (11)

2.9Mecanismo de accion biologica del licopeno.

A diferencia de otros carotenoides como la a- y B-caroteno, el licopeno no
tiene actividad de pro vitamina A debido a que carece de la estructura de
anillo y-ibnico comun en estos carotenoides. Los efectos bioldgicos del
licopeno en humanos se atribuyen a otros mecanismos de la vitamina A.

Al actuar como un antioxidante, puede atrapar especies reactivas de oxigeno
(EROS) y reducir el estrés oxidativo y el peligro de oxidacion de los
componentes celulares, incluyendo lipidos, proteinas y ADN (16). Mientras el
dafio oxidativo de lipidos, proteinas y ADN esta implicado en el desarrollo de
las enfermedades cronicas, tales como las cardiovasculares, el cancer y la
osteoporosis, el licopeno actlia como potente antioxidante que puede reducir

el riesgo de padecer estos padecimientos. (11)

Las EROS se producen enddégenamente como producto del proceso
metabdlico normal, o de factores de la vida diaria como la dieta, el humo de
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cigarro y el ejercicio. Los antioxidantes, en virtud de su habilidad de
interactuar con las EROS, pueden mitigar este dafo, por lo que juegan un
papel importante en la prevencion de las enfermedades crénicas. (11)

2.10 Paraquat.

El Paraquat es un herbicida biperidilico (1,1' dimetil-4,4' diperidilo) muy
ampliamente utilizado en el sector agricola (18) ya sea para preparar la tierra
para plantar o para un efectivo control de malas hierbas en mas de 100
cultivos, entre ellos los principales cultivos alimentarios donde se aplica son :
maiz, arroz, soja, trigo, papas o patatas; y las principales frutas: manzanas,
naranjas, bananas; bebidas: café, té, chocolate y cultivos procesados:

algodon, palma aceitera, cafia de azucar y caucho. (19)

Presenta pocos riesgos para la salud si se adoptan las precauciones
adecuadas. Su intoxicacion sin embargo es letal con muy pequefias dosis

del producto, llegando a mortalidad del 100% en algunas series. (18)

2.11 Intoxicacion por Paraquat.

La mayoria de las intoxicaciones se producen por ingestion oral, pero pueden
producirse por via dérmica, aungue la absorcién por esta via es minima a menos
gue se trate de una exposicion muy prolongada con altas concentraciones; puede

producirse intoxicacion por inyeccion subcutanea o intravenosa. (18)

2.12 Distribucion del Paraquat.

Tras la ingesta el pico plasmatico maximo se produce entre la hora y las dos
horas y descienden rapidamente debido a su amplia distribucion por los
tejidos, el pulmén es el principal érgano diana ya que se produce acumulo
selectivo del toxico, llegando a producir fibrosis pulmonar de rapida
instauracion, son afectados también los rifiones, miocardio y tejido cerebral,
pudiendo producirse edema. La vida media del Paraquat es de

aproximadamente 12 horas. (18)
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2.13 Mecanismo Patogénico Oxidativo del Paraquat.

El pulmon es el principal 6rgano diana de esta sustancia y las lesiones que
provoca en este 6rgano son las mas graves siendo las responsables de la

severidad del cuadro clinico y la gran mortalidad que produce. (20)

La penetracion en el interior de la célula se realiza a través del sistema de
transporte de poliaminas presente en los neumocitos alveolares y en las
células endoteliales. Una vez que este herbicida entra en la célula, sufre una
reduccion de un electron formandose el cation paraquat y un anion
superéxido reactivo que es convertido en peréxido de hidrégeno por la
enzima superoxidodismutasa. Tanto el anion superoxido como el peréxido
de hidrogeno reaccionan con los lipidos de las membranas celulares
formando hidroperéxidos lipidicos que reaccionan a su vez con otros lipidos
de la membrana perpetuando asi la accion destructiva. (20)

Aunque el edema pulmonar agudo y los dafios al pulmon pueden ocurrir
unas cuantas horas después la lesién toxica retrasada de la fibrosis
pulmonar, la causa usual de muerte, ocurre mas comunmente entre 7 a 14

dias después de la ingestion. (21)

2.14 Tratamiento ante intoxicacién por Paraquat.

No hay un tratamiento especifico para la intoxicacion con Paraquat. El
objetivo es aliviar los sintomas y tratar las complicaciones (tratamiento

complementario). (22)

El pronéstico depende de la gravedad de la exposicion. Algunas personas
afectadas pueden desarrollar sintomas leves relacionados con la respiracion
y recuperarse por completo, mientras que otros pueden experimentar
cambios pulmonares permanentes. Si una persona ingiere el toxico y no
recibe atencion médica inmediata, es probable que se presente la muerte.
(22)
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2.15 Técnicas Histoldgicas

2.15.1 Toma de muestra

La calidad y la fidelidad con que una célula o un tejido muestren una imagen
al microscopio, con las caracteristicas morfoldégicas que poseian cuando
estaban con vida, dependen esencialmente de la prontitud y el cuidado que
se aplicé para obtener la muestra a ser procesada mediante los pasos
mencionados anteriormente. (22) En nuestro caso, nosotros tomamos las

muestras a partir de la necropsia.

2.15.2 Fijacion

Es el proceso mediante el cual los elementos constitutivos de las células, y
por tanto de los tejidos, son fijados en cuanto a su estado fisico, y
parcialmente también en su estado quimico, de manera que pueden resistir
el tratamiento sucesivo con varios reactivos sin perdida, distorsion

importante o descomposicion. (23)

2.15.3 Condiciones de un buen fijador

Una sustancia fijadora para que ejerza de manera eficiente y adecuada sus
funciones debe poseer las siguientes condiciones:
* Matar inmediatamente a las células, impidiendo la aparicion de los
procesos autoliticos.
e Un buen poder de penetracion, que en contados instantes se
introduzca con rapidez en el espesor de la muestra.
e Un buen poder de difusién, que no fije sélo la porcién superficial de la
muestra sino que alcance las porciones mas profundas de la misma.
e Producir cierta dureza a los tejidos sin que se provoque excesiva
retraccion o hacerlos quebradizos y friables.
» Debe de ser de facil manipulacion.
* No debe disolver componentes celulares.

* Que sea facil de conseguir y que sea barato.
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El formol o formalina esta considerado como la sustancia fijadora de mayor uso en
los laboratorios que realizan técnica histologica. El formol comercial consiste en
una solucién acuosa del gas formaldehido al 20%. Se presenta como un liquido
claro, incoloro, que emite vapores sumamente irritantes para las conjuntivas y la

mucosa respiratoria. Su accion fijadora se ejerce coagulando las proteinas.

Es un fijador que posee un buen poder de penetraciéon y difusion. Mantiene
de manera adecuada la estructura y facilita la coloracion posterior de los
componentes celulares y tisulares. Endurece bien las muestras. Conserva

bastante bien a las grasas.

Se le emplea en una solucion al 10% (10 del formol comercial y 90 partes de

agua).

2.15.4 Inclusion

Los tejidos fijados adquieren cierta consistencia y dureza, pero no la
suficiente para que, de ellos, se obtengan secciones delgadas. Estas
secciones, del orden de algunas milésimas de milimetro (5 a 10 um), se
conseguiran cuando los tejidos se infiltren con sustancias denominadas “de
inclusién” y adquieran tal dureza que sometidos al filo de una navaja
produzcan secciones, cortes o0 laminas sumamente delgadas vy

transparentes; en nuestro estudio se utilizé parafina.

2.15.5 Microtomia (obtencién de los cortes)

En esta etapa, los tejidos y la parafina integran un solo blogue que, posee la dureza

y la consistencia suficientes para obtener secciones delgadas y transparentes.
Las secciones delgadas o “cortes” se obtienen utlizando instrumentos
mecanicos disefiados para que en forma mas 0 menos automatica,

seccionen el bloque de parafina en cortes delgados y de grosor uniforme.

Los instrumentos se denominan “microtomos”.
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El sistema de funcionamiento de los microtomos consta de cuatro
mecanismos principales:
» Sujecion del bloque de parafina.
* Sujecion de la navaja.
* El que permite que el filo de la navaja seccione al bloque en cortes
delgados y de grosor uniforme.
» El de avance del bloque en un numero determinado de micrometros

después que se ha obtenido un corte.

2.15.6 Coloracion o tincion

Los cortes de los tejidos adheridos a los portaobjetos estan listos para ser
coloreados. El procedimiento de coloracion o tincion consiste en que una
estructura celular o tisular adquiere especificamente un color bajo la accion
de una sustancia colorante. Se considera que una estructura se ha
coloreado o tefiido cuando al ser lavada con el liquido que disuelve al

colorante, no se decolora.

2.15.7 Montaje

Concluido el proceso de la tincion de los cortes, éstos se deben colocar en
condiciones de proteccion y de poderlos utilizar infinidad de veces sin que se
deterioren. Para alcanzar tales propésitos se recurre al ultimo procedimiento

que es el montaje.

Este procedimiento consiste en colocar encima del corte coloreado y
diafanizado una gota de una sustancia adherente, diluida, generalmente en xilol
(resina natural como el balsamo de Canada o resinas sintéticas, cuyos indices
de refraccion son similares a los del vidrio) y encima de ellos, una laminilla

cubreobjetos, cuidando que no queden burbujas de aire entre la resina.
A continuacion se deja que el xilol se evapore, y la resina adquiera solidez

suficiente; para ello las laminas se colocan en una platina caliente (45° 50°

C) durante 24 a 48 horas y estaran listas para ser observadas. (23)
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2.15.8 Técnica para la tincion Hematoxilina-Eosina.

La coloracion de hematoxilina - eosina se considera como la técnica de
tincion de uso mas frecuente en el estudio de células y tejidos, a través del

microscopio fotonico.

Consiste en la tincion de:

Los nucleos mediante una hematoxilina, previamente oxidada y transformada
en hemateina a la que se le afade una sustancia mordiente para formar una
laca (para tal fin se usan sales metélicas de aluminio, plomo o fierro). Los
nucleos se colorean de azul, azul morado, violeta, pardo oscuro 0 negro,

dependiendo de los agentes oxidantes y mordientes que se utilizaron.

El citoplasma y material extracelular utilizando la eosina que les confiere

diversos grados de color rosado.

El procedimiento de coloracion de es el siguiente:

1. Desparafinar los cortes en:

- xilol- 3 minutos.

- xilol-3 minutos.

2. Hidratar los cortes en bafios decrecientes de alcohol:

- alcohol absoluto (100°) -3 minutos.

- alcohol absoluto (100°) - 3 minutos.

- alcohol de 95° - 3 minutos.

- alcohol de 95°- 3 minutos.

- alcohol de 70°- 3 minutos.

- agua corriente - 5 minutos.

- agua destilada (2 bafios) -1 minuto (cada uno).

3. Colorear con la solucion de hematoxilina. En este paso es conveniente
respetar el tiempo de coloracion que recomienda cada tipo de solucién de
hematoxilina. Dependiendo de la férmula de preparacién el tiempo puede

variar de 3 a 20 minutos.
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La hematoxilina de uso mas frecuente es la hematoxilina aluminica de Harris
-3 a 5 minutos.

4. Lavado en agua destilada (2 bafios) -un minuto cada uno.

5. Diferenciar, para eliminar el exceso de colorante, se emplea el alcohol
acido, hasta que los nucleos y los componentes basdfilos de las células sean
los Gnicos que permanezcan tefidos.

- lavar en agua corriente -2 minutos.

6. Virar al color azul, empleando soluciones de:

-Sustancias alcalinas como agua amoniacal.

-Solucién de bicarbonato de sodio al 2%.

-Carbonato de litio al 1%.

- lavar en agua corriente - 5 minutos.

- lavar en agua destilada (2 bafios) -1 minuto c/u.

7. Colorear con solucién alcohdlica o acuosa de eosina- 3 a 5 minutos.

8. Deshidratar en bafios crecientes de alcohol etilico

- alcohol de 70°- 1 minuto.

- alcohol de 95°-1 minuto.

- alcohol de 95°-1 minuto.

- alcohol absoluto (100°) -1 minuto.

- alcohol absoluto (100°)- 2 minutos.

9. Diafanizar o aclarar empleando xilol:

- Xilol-1 minuto.

- xilol -2 minutos.

En estas condiciones los tejidos estan preparados para realizar en ellos el

montaje. (23)
2.15.9 Método de valoracion de fibrosis
Se gradifica la fibrosis existente en los tejidos estudiados de acuerdo a la

cantidad de la sustancia dada, esta gradificacion se hace tomando en cuenta

el tejido y la colagena existente en porcentajes.
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El 100% corresponde al total del tejido del érgano estudiado, en este caso el

pulmén del cobayo.

Se considerara como fibrosis severa cuando en el tejido la sustancia dada

corresponda a un porcentaje mayor al 80% del tejido.

Se considerard como fibrosis moderada cuando en el tejido la sustancia

dada corresponda a un porcentaje entre el 50% y el 80% del tejido.

Se considerara como fibrosis leve cuando en el tejido la sustancia dada
corresponda a un porcentaje entre el 20% y el 40% del tejido.
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CAPITULO Il

OBJETIVOS

3.10Dbjetivo General

» Demostrar histopatologicamente el efecto protector del Licopeno
como antioxidante ante el estrés oxidativo producido por el herbicida
Paraquat en cobayos.

3.2 Objetivos Especificos

» Determinar los efectos del Paraquat sobre el estrés oxidativo y la
génesis de fibrosis pulmonar en cobayos.
» Determinar el efecto protector del licopeno sobre la fibrosis pulmonar

producida por el Paraguat en cobayos.
3.3 HIPOTESIS
Hipotesis nula (h0): La administracion del antioxidante licopeno no disminuye
el dafo producido por los radicales libres a nivel del tejido pulmonar
generados por el herbicida Paraquat.
Hipotesis Alternativa (H1): La administracion del antioxidante licopeno

disminuye el dafio que producen los radicales libres a nivel de tejido
pulmonar generado por el herbicida paraquat.
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CAPITULO IV

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION.

4.1 Tipo de estudio.
Este es un estudio de tipo experimental.

4.2 Area de estudio

Para este proceso se adecud y se utilizé el Bioterio de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Cuenca, ubicado en la Av. 12 de Abril S/N
junto al Hospital Regional Vicente Corral Moscoso.

El cuidado, la utilizacion apropiada y el trato humanitario de los animales
empleados en la investigacidn requirieron de un acondicionamiento
especializado de los ambientes, procesos y procedimientos relacionados con

Su uso y cuidado.

4.3 Universo y muestra

El universo los constituyeron los cobayos obtenidos del criadero La
Ponderosa, situado en la ciudad de Cuenca. La muestra fue conformada por

48 cobayos machos de este criadero.

4.3.1 Criterios de inclusion.

* Machos.

* Raza Peruana.

* Peso entre 400 y 600 gramos.

* Edad promedio de 60 dias.

* Procedentes del criadero “La Ponderosa” ubicado en la ciudad de

Cuenca.
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4.3.2

Criterios de exclusion.

+ Hembras.

e Cobayos enfermos.

* Que no cumplan con el peso adecuado.

* Que no sean de raza Peruana.

e Que no procedan del criadero “La Ponderosa”.

4.4 Variables y operacionalizacion.

. Definicion operacional Dimension  Indicador Escala
Variables
*Fibrosis severa
cuando en el tejido
la sustancia dada
corresponda a un
porcentaje  mayor
al 80% del tejido
: *Fibrosis moderada
Consiste en la ruptura del .
o cuando en el tejido
equilibrio entre los factores .
) la sustancia dada
prooxidantes y los
: o corresponda a un
. mecanismos antioxidantes, | _. . . I
Estrés e Fibrosis porcentaje entre el | Cualitativa
e ya sea por un déficit de L
oxidativo .-~ | pulmonar 50% y el 80% del | ordinaria.
estas 0 por una produccion .
e tejido.
exagerada de la produccién
de especies reactivas del
oxigeno. - .
9 *Fibrosis leve
cuando en el tejido
la sustancia dada
corresponda a un
porcentaje entre el
20% y el 40% del
tejido.
Es una sustancia quimica Disminuye la
proveniente principalmente fibrosis pulmonar.
. del tomate capaz de retardar . Cualitativa
Licopeno - o Proteccion S
0 prevenir la oxidacion de o ordinaria.
otras moléculas  (accién No disminuye la
antioxidante). fibrosis pulmonar
Es una sustancia quimica Produce  fibrosis
(Dicloruro de 1,1'-dimetil- pulmonar.
Paraquat 4,4*bipiridilo) usada Estrés Cualitativa
principalmente  como un o -
oxidativo ordinaria.

herbicida. El principal dafio
provocado en el organismo
es la fibrosis pulmonar.

No produce fibrosis
pulmonar
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4.5 Métodos, técnicas e instrumentos.

El método utilizado para el desarrollo de la investigacion fue el método
cientifico. La técnica utilizada fue la observacion directa y como instrumento

se utilizé una base de datos disefiada en el programa Excel.

4.6. Definicién de grupos.

Grupos experimentales:
» 12 cobayos recibieron licopeno.
e 12 cobayos que recibieron paraquat.

e 12 cobayos que recibieron licopeno y paraquat.

Grupo control:

Estuvo conformado por 12 cobayos.

Exposicion:

Los 48 cobayos adultos machos de raza Peruana con un peso entre 400 a
600 gramos, obtenidos del criadero La Ponderosa ubicado en la ciudad de
Cuenca, recibieron agua y alimentacién a base de harina de maiz y sema.
Se los dispuso en galpones distribuidos en 4 grupos separados de 12
animales cada uno y permanecieron a temperatura ambiente (14-24 grados
centigrados). Los grupos fueron numerados del 1 al 4:

Grupo 1: grupo control.

Grupo 2: se administré 100mg/kg (Licopeno).

Grupo 3: se administré 60 mg/kg (Paraquat).

Grupo 4: se administroé licopeno 100 mg/kg + paraquat 60 mg/kg.

Se llevé un control diario del estado de cada animal mediante una tabla.
(Anexo 1)

Se procedio a la sedacion y anestesia de los cobayos utilizando ketamina a

una dosis de 100 mg/kg via intra muscular. (24)
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Una vez obtenida la sedacion deseada, se procedié a la administracion de
Licopeno por via orogastrica una vez diluido en agua a través de una sonda

a una dosis de 100mg/kg segun corresponda a cada grupo.

6 horas después se procedid nuevamente a la sedacion de los animales

para posteriormente administrar el Paraquat.

El Paraquat fue usado a una dosis Unica de 60 mg/kg, de igual manera
administrado por via orogastrica, diluido en 3ml de solucion salina al 0.9%.

11 dias después se procedié al sacrificio de los cobayos, utilizando una
campana con Dioxido de Carbono. Enseguida se realiz6 la diseccion del
animal y la extraccion de los oOrganos destinados al estudio para sus
respectivos cortes histolégicos y posterior analisis microscépico Yy

comparacion.

La dosis del Paraquat fue calculada mediante la aplicacion de un estudio

piloto. (Anexo 2)

Célculo de la dosis.

Mediantes estos resultados se determind la dosis optima de paraquat en 60
mg/ kg de peso, la cual se obtuvo sacando la media de los resultados mas
representativos, los cuales encontramos entre las dosis de 50mg/kg del
grupo 3 (3Ay 3B) y 70 mg/ kg de peso correspondiente al grupo 4 (4A 'y 4B).
De la misma manera se calculo el tiempo. Se obtuvo un promedio entre los
dias de vida de ambos grupos, 14 dias para el grupo 3y 7 dias para el grupo
4, obteniendo un promedio de 11 dias.

4.7 Procedimientos.

a) Autorizacion institucional para la realizacion del estudio.
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Se obtuvo los permisos correspondientes de las autoridades de la Facultad
de Ciencias Médicas de la Universidad de Cuenca para el uso del Bioterio
como area de estudio. (Anexos 3,4y 5)

b) Seleccion de grupos de acuerdo con los criterios de elegibilidad.
c) Procedimientos para estudio de los grupos.
d) Elaboracion de la base de datos e ingreso de los mismos.

La base de datos fue elaborada en el programa Excel y el ingreso de los
mismos se realiz6 a partir de los resultados histopatoldgicos de las muestras

obtenidas inmediatamente finalizado el estudio.

e) Andlisis e interpretacion de los datos.
f) Elaboracion del informe.
g) Difusion de los resultados.

4.8 Plan de tabulacion y analisis.

Una vez recolectados los datos, en el instrumento disefiado para el efecto,
fueron ingresados en una base de datos elaborada en el software estadistico
SPSS V.19 para su tabulacion, presentacion mediante tablas y analisis

estadistico.

A fin de determinar la comparabilidad de los grupos se utilizé la diferencia de

medias para el peso de los cobayos.

El analisis de los resultados se realiz6 mediante las pruebas estadisticas de

analisis de riesgo, estas fueron:

Riesgo relativo (RR) para determinar el riesgo sin tratamiento se utilizé el

intervalo de confianza, al 95% para asi determinar la asociacion estadistica.
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Riesgo basal se determind mediante la reduccion de la relatividad de riesgo
(RAR 0 Riesgo Absoluto) y la reduccion relativa de riesgos (RRR) para
determinar si la variable independiente (VI) disminuye y no incrementa.

Por ultimo el niumero necesario a tratar (NNT) servio para determinar el
namero de pacientes a tratar para evitar el evento de los que se podrian

evitar con el tratamiento.

4.9 Consideraciones éticas.

Basandonos en los Principios del Gobierno de los Estados Unidos de
América para la Utilizacion y Cuidado de los Animales Vertebrados Usados
en la Investigacion Cientifica, Pruebas de Laboratorio y la Ensefianza (U.S.
GovernmentPrinciplesfortheUtilization and Care of VertebrateAnimalsUsed in
Testing, Research, and Training) y haciendo hincapié en su 5to y 6to literales
(literales V y VI) citados a continuacion:

V.- “Los procedimientos que puedan causar dolor o molestia mas que ligeros
0 momentaneos a los animales deben realizarse bajo la sedacién, analgesia
0 anestesia correctas. La cirugia y otros procedimientos dolorosos no
deberan realizarse en animales conscientes o paralizados con agentes

quimicos.”

VI.- “Los animales que, de lo contrario, sufran dolor o molestia severa o
cronica, que no pueda ser aliviado, deben ser sacrificarse sin dolor al final

del procedimiento o, si es apropiado, durante el mismo.” (26)

Se evitd el dolor y se garantizé el bienestar de los individuos con el uso de la
Ketamina, la misma que por ser una droga disociativa tiene efectos
analgésicos y sobre todo anestésicos reconocidos, comprobados vy
recomendados en el uso veterinario. La ketamina fue administrada en dosis

estandarizadas para su uso en cobayos.
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Para la muerte de los individuos como parte del procedimiento experimental,

se utilizd Dioxido de Carbono (COy).

El diéxido de Carbono es uno de los agentes inhalantes recomendados
como método de eutanasia en las Directrices AVMA para la Eutanasia de los
Animales, ya que la exposicion a este agente inhalante utilizando un método
de llenado gradual es menos probable que cause dolor debido a la
activacion de los nociceptores por el acido carbénico antes de la aparicion
de la pérdida del conocimiento; una velocidad de desplazamiento de 10 % a

30 % del volumen de la cAmara/min es la recomendada. (27)

El flujo de CO, se mantuvo durante al menos 1 minuto después del paro
respiratorio, el CO, fue suministrado en una forma regulada con precision y
como agente gaseoso purificado, sin contaminantes o adulterantes, de un

cilindro o tanque como suministro.

Considerando que muchos de los agentes gaseosos requieren un equipo
altamente sofisticado y son caros o dificiles de obtener, el CO, no es caro
para usar, representa poco riesgo para el personal, es muy efectivo y no

interfiere con la investigacion. (29)

Muchas instituciones internacionales reconocidas han definido el concepto

de eutanasia entre ellas citamos a:

Panel sobre Eutanasia de la Asociacion de Médicos Veterinarios de EEUU
(AVMA) (aceptada por todas las agencias reguladoras norteamericanas) la
define como: “Una "buena muerte" serd la que ocurra sin dolor y molestia.
Las técnicas de eutanasia deben dar como resultado una réapida
inconsciencia seguida por un paro cardiaco o respiratorio y por ultimo la
pérdida del funcionamiento del cerebro. Ademas, la técnica debe minimizar
cualquier experiencia de molestia o ansiedad del animal antes de la

inconsciencia." (27)
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Regulaciones Sobre Bienestar Animal de EEUU define a la eutanasia como:
“Eutanasia significa la destruccibn humana de un animal realizada por un
método que produce una rapida inconsciencia y una muerte subsecuente sin
evidencia de dolor o molestia, 0 un método que utiliza anestesia producida
por un agente que, sin dolor, causa la pérdida de la consciencia y la muerte

subsecuente.” (28)

Gran parte del desarrollo cientifico y tecnolégico en las ciencias bioldgicas y
biomédicas ha sido posible gracias a la utilizacion de modelos animales de
experimentales, este desempefia un papel principal en aéreas prioritarias de

investigaciéon como en la salud.

Su uso en investigacion debe seguir estrictas normas de conducta en las
cuales prime el respeto por su vida y su integridad, evitando dolor y
sufrimientos innecesarios rigiéndose por los principios cardinales de las tres
R’s formuladas por Russell y Burch en 1959: reemplazo, reduccion y

refinamiento.

Si consideramos que el bienestar animal serd un prerrequisito para lograr
resultados experimentales confiables, es esencial buscar procedimientos

gue mejoren el bienestar de los animales usados en investigacion.

El uso de animales en la investigacion biomédica es un privilegio. Ese
privilegio lleva a una gran responsabilidad de los investigadores para
asegurar que se lleve a cabo con los mas altos valores cientificos,

reglamentarios y sociales. (30)(31)(32)
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CAPITULO V

RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

En total los 48 cobayos tuvieron pesos que variaron entre los 400 y 600
gramos. Al comparar los diferentes grupos no se observaron diferencias

significativas (p > 0.05), por los que los grupos son comparables.

Cuadro N° 1.
Valores promedio y desviacion estandar del peso de 48 cobayos, segun
grupos de estudio. Bioterio de la Facultad de Cienc ias Médicas de la

Universidad de Cuenca. 2014.

DIF.
+ +
GRUPO | n | MEDIA*DE | GRUPO | MEDIADE | " | p
495.00 500.83 «
PARAQUAT | 12| "2 CONTROL et 033 |0.129
PARAQUAT
4 12 488%%? CONTROL 533'86?11“ 071 |0.261
LICOPENO : :
PARAQUAT
+ +
PARAQUAT | 12 4259'%%— + 488%':;2— 052 |0.198
: LICOPENO :

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.

5.2 HALLAZGOS HISTOLOGICOS EN EL GRUPO CONTROL

Luego de sacrificados los cobayos pertenecientes al grupo control se pasoé a
determinar las alteraciones histologicas encontradas, resultando que el 100
% de los cobayos presentan infiltrado inflamatorio en el tejido pulmonar; la
congestion vascular se presenta igualmente en todos los animales; un 33 %
(4 cobayos) presentan hemorragia intraalveolare intersticial y en un caso

hubo presencia de macrofagos alveolares.
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En ninguno de los casos se encontré edema, enfisema, destruccion epitelial,
abscesos, granulomas, fibrosis, macrofagos alveolares, hiperplasia de

neumocitos o atelectasias.

Cuadro N° 2.
Hallazgos histoldégicos en tejido pulmonar de 12 cob ayos (Grupo
Control). Laboratorio de Anatomia Patologica de la Facultad de

Ciencias Médicas de la Universidad de Cuenca. 2014.

HALLAZGOS HISTOLOGICOS NUMERO |PORCENTAJE
INFILTRADO INFLAMATORIO 12 100.0
CONGESTION VASCULAR 12 100.0
HEMORRAGIA INTRAALVEOLAR E INSTERSTICIAL 4 33.3
MACROFAGOS ALVEOLARES 1 8.3

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.

5.3 HALLAZGOS HISTOLOGICOS EN EL GRUPO QUE RECIBIO LICOPENO

En los 12 cobayos a los que se administro Licopeno, se presentd congestion
vascular en todos los individuos; el tercio de los casos presentd hemorragia
intraalveolar; el 25 % de los casos infiltrado inflamatorio y hubo un caso en el

gue se reportan macréfagos alveolares.

Cuadro N° 3.
Hallazgos histoldégicos en tejido pulmonar de 12 cob ayos (Grupo
Licopeno). Laboratorio de Anatomia Patologica de la Facultad de

Ciencias Médicas de la Universidad de Cuenca. 2014.

HALLAZGOS HISTOLOGICOS NUMERO |PORCENTAJE
CONGESTION VASCULAR 12 100.0
HEMORRAGIA INTRAALVEOLAR E

INSTERSTICIAL 4 33.3
INFILTRADO INFLAMATORIO 3 25.0
MACROFAGOS ALVEOLARES 1 8.3

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.
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5.4 HALLAZGOS HISTOLOGICOS EN EL GRUPO QUE RECIBIO PARAQUAT

En los cobayos a los que se administré6 Paraquat el edema, la congestion
vascular, el infiltrado inflamatorio, la presencia de macrofagos alveolares y la
atelectasia se presentdo en el 100% de los casos. El 75 % presentaron
hemorragia intraalveolar, fibrosis el 66.7 %, enfisema el 50% y destruccion
epitelial el 16.7 %.

Cuadro N° 4.
Hallazgos histolégicos en tejido pulmonar de 12 cob ayos que
recibieron Paraquat. Laboratorio de Anatomia Patol6  gica de la Facultad

de Ciencias Médicas de la Universidad de Cuenca. 20 14.

NUMER | PORCENTAJ
HALLAZGOS HISTOLOGICOS ) E
EDEMA 12 100.0
CONGESTION VASCULAR 12 100.0
INFILTRADO INFLAMATORIO 12 100.0
MACROFAGOS ALVEOLARES 12 100.0
ATELECTASIA 12 100.0
HEMORRAGIA INTRAALVEOLAR E 9 5.0
INSTERSTICIAL '
FIBROSIS 8 66.7
ENFISEMA 6 50.0
DESTRUCCION EPITELIAL 2 16.7

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.

5.5 HALLAZGOS HISTOLOGICOS EN EL GRUPO QUE RECIBIO
PARAQUAT + LICOPENO

En el grupo de cobayos que recibieron Paraquat y licopeno se encontré que
todos presentaron congestion vascular, infiltrado inflamatorio, macréfagos
alveolares o atelectasia. La hemorragia intraalveolar se encontré en el 91.7
%, el enfisema en el 66.7 %, el edema en el 50%, la destruccién epitelial en
el 16.7% y granulomas en el 8.3%. No se encontraron resultados positivos

para fibrosis.
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Cuadro N° 5.
Hallazgos histoldgicos en tejido pulmonar de 12 cob ayos que
recibieron Paraquat + Licopeno. Laboratorio de Anat  omia Patoldgica de

la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad d e Cuenca. 2014.

NUMER | PORCENTAJ
HALLAZGOS HISTOLOGICOS ) E
CONGESTION VASCULAR 12 100.0
INFILTRADO INFLAMATORIO 12 100.0
MACROFAGOS ALVEOLARES 12 100.0
ATELECTASIA 12 100.0
HEMORRAGIA INTRAALVEOLAR E 11 91.7
INSTERSTICIAL '
ENFISEMA 8 66.7
EDEMA 6 50.0
DESTRUCCION EPITELIAL 2 16.7
GRANULOMAS 1 8.3

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.

5.6 PRESENCIA DE EDEMA PULMONAR EN COBAYOS A LOS Q UE SE
ADMINISTRO PARAQUAT + LICOPENO vs. PARAQUAT.

Al estudiar los grupos que recibieron Paraquat + Licopeno vs. El grupo al
que solo se le administré elParaquat, observamos que el edema se presenta
en el 50% de los casos que recibieronParaquat + Licopeno y en la totalidad
de casos que recibieronParaquat, lo que nos da un riesgo relativo (RR) de
0.50 que al ser inferior a 1 se convierte en un factor de proteccién, con un

intervalo de confianza para la poblacion entre 28 % y 88 %.

La reduccion del riesgo absoluto o reduccion absoluta del riesgo (RAR) de

presentar edema es del 50 % con un IC al 95 % entre el 22% y 78 %.

La reduccion del riesgo relativo (RRR) para el edema es también del 50 %
conunIC al 95 % entre el 12%y 72 %.
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El nimero necesario de casos a tratar (NNT) para obtener esa reduccion del

riesgo absoluto de edema es de 2 con un IC al 95 % entre 2y 5.

Cuadro N° 6.

Presencia de edema en cortes histologicos de pulmon de 24 cobayos
gue recibieron Paraquat + Licopeno o Paraquat. Labo ratorio de
Anatomia Patolégica de la Facultad de Ciencias Médi cas de la
Universidad de Cuenca. 2014.

EDEMA
GRUPOS DE ESTUDIO |PRESENTE |AUSENTE
N° % N° % |[N°| %
PARAQUAT + LICOPENO | 6 50.0 6 | 50.0 [12]100.0
PARAQUAT 12 | 1000 | O 0.0 |12|100.0
TOTAL 18 | 75.0 6 | 25.0 24(100.0

TOTAL

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.

ESTADISTICAS DE RIESGO I.C 95%

RIESGO RELATIVO (RR) 0.50]0.28|0.88
REDUCCION DEL RIESGO RELATIVO (RRR) [0.50/0.12/0.72
REDUCCION ABSOLUTA DEL RIESGO (RAR) |0.50/0.22/0.78

NNT 2 2 5

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.

5.7 PRESENCIA DE FIBROSIS PULMONAR EN COBAYOS A LO S QUE
SE ADMINISTRO PARAQUAT + LICOPENO vs. PARAQUAT.

No se presentd fibrosis pulmonar en el grupo que recibié Paraquat +
Licopeno. En el grupo al que solo se le administro el Paraquat, observamos
que la fibrosis se presenta en el 66.7 %. De los casos. No es posible
calcular el riesgo relativo por no existir casos con fibrosis en el grupo
experimental y por consiguiente la reduccion del riesgo relativo es 1.

La reduccion absoluta del riesgo relativo es del 67 % con un intervalo de

confianza al 95 % entre 40 y 93 %.

48



B

o

El nimero necesario de casos a tratar (NNT) para obtener esa reduccion del

riesgo absoluto de fibrosis es de 2 con un IC al 95 % entre 2y 3.

Cuadro N° 7.

Presencia de fibrosis en cortes histolégicos de pul mon de 24 cobayos
gue recibieron Paraquat + Licopeno o Paraquat. Labo ratorio de
Anatomia Patolégica de la Facultad de Ciencias Médi cas de la
Universidad de Cuenca. 2014.

FIBROSIS
GRUPOS DE ESTUDIO |PRESENTE |AUSENTE

TOTAL

N° % N° % N°| 9%
PARAQUAT + LICOPENO| O 0.0 12 | 100.0 |{12|100.0
PARAQUAT 8 66.7 4 33.3 [12]100.0
TOTAL 8 33.3 (16 | 66.7 [24(100.0
Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.
ESTADISTICAS DE RIESGO [.C 95%
RIESGO RELATIVO (RR) 0.00| ----- | -----

REDUCCION DEL RIESGO RELATIVO (RRR) |1.00 | -=--- | -=---
REDUCCION ABSOLUTA DEL RIESGO (RAR) |0.67 |0.40/0.93

NNT 2 2 3

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.

5.8 OTROS RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS

En el cuadro 8 encontramos que existe presencia de hemorragia
intraalveolar e intersticial en el 91,7% en los casos que recibieron paraquat
mas licopeno y en 75% que recibieron sdloparaquat, lo cual no fue

significativo.
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Cuadro N° 8.

Presencia de hemorragia intraalveolar o intersticia | en cortes
histol6gicos de pulmén de 24 cobayos que recibieron Paraquat +

Licopeno o Paraquat. Laboratorio de Anatomia Patol6 gica de la

Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de C uenca. 2014.

HEMORRAGIA INTRAALVE OLAR
E INSTERSTICIAL TOTAL
GRUPOS DE ESTUDIO - ™ pRESENTE AUSENTE
Ne° % N° % N°| %
PARAQUAT + LICOPENO| 11 91.7 1 8.3 12(100.0
PARAQUAT 9 75.0 3 25.0 121100.0
TOTAL 20 83.3 4 16.7 24 1100.0
Fuente : Base de datos.
Elaboracion: Los autores.
ESTADISTICAS DE RIESGO I.C 95%
RIESGO RELATIVO (RR) 1.22 10.85|1.77

REDUCCION DEL RIESGO RELATIVO (RRR) |-0.22(-0.77]0.15
REDUCCION ABSOLUTA DEL RIESGO (RAR) |-0.17[-0.460.12

NNH 6 3

Fuente : Base de datos.
Elaboracion: Los autores.

En el cuadro 9 encontramos que existe presencia de enfisema en el 66,7%

en los casos que recibieron paraquat mas licopeno y en 50% que recibieron

s6loparaquat, lo cual no fue significativo.
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Cuadro N° 9.

Presencia de enfisema en cortes histoldgicos de pul mon de 24 cobayos
gue recibieron Paraquat + Licopeno o Paraquat. Labo ratorio de
Anatomia Patologica de la Facultad de Ciencias Médi cas de la

Universidad de Cuenca. 2014.

ENFISEMA
GRUPOS DE ESTUDIO |PRESENTE |AUSENTE
N° % N° % |N°| %
PARAQUAT + LICOPENO| 8 66.7 | 4 | 33.3 |12]100.0
PARAQUAT 6 50.0 | 6 | 50.0 |12]100.0
TOTAL 14 | 58.3 |10 | 41.7 |24 |100.0

TOTAL

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.

ESTADISTICAS DE RIESGO I.C 95%

RIESGO RELATIVO (RR) 1.33 ] 0.67 | 2.67
REDUCCION DEL RIESGO RELATIVO (RRR) |-0.33|-1.67/0.33
REDUCCION ABSOLUTA DEL RIESGO (RAR) |-0.17 |-0.56|0.22
NNH 6 2

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.

En el cuadro 10 encontramos que existe presencia de granulomas en el
8,3% de los casos que recibieron paraquat mas licopeno y 0% en los que

recibieron soloparaquat, lo cual no fue significativo.

51



B

o

Cuadro N° 10.
Presencia de granulomas en cortes histolégicos de p ulmoéon de 24

cobayos que recibieron Paraquat + Licopeno o Paraqu  at. Laboratorio

de Anatomia Patologica de la Facultad de Ciencias M édicas de la

Universidad de Cuenca. 2014.

GRANULOMAS
GRUPOS DE ESTUDIO |PRESENTE |AUSENTE
N° % | N° % |N°| %
PARAQUAT + LICOPENO| 1 83 |11 | 91.7 |12|100.0
PARAQUAT 0 0.0 |12 100.0 |{12|100.0
TOTAL 1 4.2 |23 | 95.8 |24|100.0

TOTAL

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.

ESTADISTICAS DE RIESGO [.C 95%
RIESGO RELATIVORR) | ===mmeee
REDUCCION DEL RIESGO RELATIVO (RRR) | ---------
REDUCCION ABSOLUTA DEL RIESGO (RAR) | -0.08 |-0.24|0.07

NNH 12 5

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.

En el cuadro 11 encontramos que existe presencia de destruccion epitelial
en el 16,7% en los casos que recibieron paraquat mas licopeno y en 16,7%

gue recibieron séloparaquat, lo cual no fue significativo.
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Cuadro N° 11.

Presencia de destruccion epitelial en cortes histol Ogicos de pulmon de
24 cobayos que recibieron Paraguat + Licopeno o Par aquat.
Laboratorio de Anatomia Patologica de la Facultad d e Ciencias Médicas

de la Universidad de Cuenca. 2014.

DESTRUCCION EPITELIAL
GRUPOS DE ESTUDIO PRESENTE AUSENTE
N° % N° % N°| %

PARAQUAT + LICOPENO| 2 16.7 10 83.3 |[12|100.0
PARAQUAT 2 16.7 10 83.3 |[12|100.0
TOTAL 4 16.7 20 83.3 [24|100.0

TOTAL

Fuente : Base de datos.
Elaboracion: Los autores.

ESTADISTICAS DE RIESGO I.C 95%
RIESGO RELATIVO (RR) 1.00 0.17 |5.98
REDUCCION DEL RIESGO RELATIVO (RRR) 0.00 [-4.98|0.83
REDUCCION ABSOLUTA DEL RIESGO (RAR) 0.00 [-0.30]0.30
NNT INFINITO| 4 -4

Fuente : Base de datos.
Elaboracion: Los autores.

En el cuadro 12 encontramos que no se presentd congestion vascular, lo

cual no fue significativo.

Cuadro N° 12.

Presencia de congestion vascular en cortes histolog icos de pulmon de

24 cobayos que recibieron Paraguat + Licopeno o Par aquat.
Laboratorio de Anatomia Patologica de la Facultad d e Ciencias Médicas

de la Universidad de Cuenca. 2014.

CONGESTION VASCULAR TOTAL
GRUPOS DE ESTUDIO PRESENTE AUSENTE
N° % N° % |N°| %
PARAQUAT + LICOPENO| 12 100.0 0 0.0 |12|100.0
PARAQUAT 12 100.0 0 0.0 [12|100.0
TOTAL 24 100.0 0 0.0 |24|100.0

Fuente : Base de datos.
Elaboracion: Los autores.

53



B

o
ESTADISTICAS DE RIESGO I.C 95%
RIESGO RELATIVO (RR) 1.00 1.00 | 1.00

REDUCCION DEL RIESGO RELATIVO (RRR) 0.00 0.00 | 0.00
REDUCCION ABSOLUTA DEL RIESGO (RAR) 0.00 0.00 | 0.00

NNT INFINITO

Fuente : Base de datos.
Elaboracion: Los autores.

En el cuadro 13 encontramos que no se presentéabscesos, lo cual no fue
significativo.

Cuadro N° 13.

Presencia de absceso en cortes histoldégicos de pulm 6n de 24 cobayos
gue recibieron Paraquat + Licopeno o Paraquat. Labo ratorio de
Anatomia Patologica de la Facultad de Ciencias Médi cas de la
Universidad de Cuenca. 2014.

ABSCESO
TOTAL
GRUPOS DE ESTUDIO |PRESENTE |AUSENTE
No° % Ne % N°| %%
PARAQUAT + LICOPENO| O 0.0 (12| 100.0 {12|100.0
PARAQUAT 0 0.0 |12 100.0 [12|100.0
TOTAL 0 0.0 |24 | 100.0 |24|100.0
Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.
ESTADISTICAS DE RIESGO |.C 95%

RIESGO RELATIVO(RR) | =mmmeeee-
REDUCCION DEL RIESGO RELATIVO (RRR) | ---------
REDUCCION ABSOLUTA DEL RIESGO (RAR) 0.00 0.00 | 0.00

NNT INFINITO

Fuente : Base de datos.
Elaboracion: Los autores.

En el cuadro 14 encontramos que el 100% de los casos presentd infiltrado

inflamatorio, lo cual no fue significativo.
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Cuadro N° 14.

Presencia de infiltrado inflamatorio en cortes hist olégicos de pulmén
de 24 cobayos que recibieron Paraquat + Licopeno o Paraquat.
Laboratorio de Anatomia Patologica de la Facultad d e Ciencias Médicas

de la Universidad de Cuenca. 2014.

INFILTRADO
INFLAMATORIO TOTAL
Ne° % Ne° % |N°| %
PARAQUAT + LICOPENO| 12 | 100.0 0 0.0 |12(100.0
PARAQUAT 12 | 100.0 0 0.0 |12(100.0
TOTAL 24 | 100.0 0 0.0 |24(100.0
Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.
ESTADISTICAS DE RIESGO I.C 95%
RIESGO RELATIVO (RR) 1.00 1.00 1.00

REDUCCION DEL RIESGO RELATIVO (RRR) 0.00 0.00 | 0.00
REDUCCION ABSOLUTA DEL RIESGO (RAR) 0.00 0.00 | 0.00
NNT INFINITO

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.

En el cuadro 15 encontramos que el 100% de los casos presento

macréfagos alveolares, lo cual no fue significativo.
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Cuadro N° 15.

Presencia de macrofagos alveolares en cortes histol ogicos de pulmon

de 24 cobayos que recibieron Paraquat + Licopeno o Paraquat.
Laboratorio de Anatomia Patologica de la Facultad d e Ciencias Médicas
de la Universidad de Cuenca. 2014.

MACROFAGOS
ALVEOLARES TOTAL
GRUPOS DE ESTUDIO  "pRESENTE [AUSENTE
Ne° % Ne° % |N°| %
PARAQUAT + LICOPENO| 12 | 100.0 0 0.0 [12(100.0
PARAQUAT 12 | 100.0 0 0.0 |12(100.0
TOTAL 24 | 100.0 0 0.0 |24(100.0
Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.
ESTADISTICAS DE RIESGO |.C 95%
RIESGO RELATIVO (RR) 1.00 1.00 1.00

REDUCCION DEL RIESGO RELATIVO (RRR) 0.00 0.00 | 0.00
REDUCCION ABSOLUTA DEL RIESGO (RAR) 0.00 0.00 | 0.00
NNT INFINITO

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.

En el cuadro 16 encontramos que no se presento hiperplasia de neumaocitos,

lo cual no fue significativo.
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Cuadro N° 16.

Presencia de hiperplasia de neumocitos en cortes hi  stoldégicos de
pulmon de 24 cobayos que recibieron Paraquat + Lico  peno o Paraquat.
Laboratorio de Anatomia Patologica de la Facultad d e Ciencias Médicas
de la Universidad de Cuenca. 2014.

HIPERPLASIA DE
NEUMOCITOS TOTAL

PRESENTE |AUSENTE

GRUPOS DE ESTUDIO

No % Ne % N°| 9%
PARAQUAT + LICOPENO| O 0.0 (12| 100.0 {12|100.0
PARAQUAT 0 0.0 |12 100.0 [12|100.0
TOTAL 0 0.0 |24 | 100.0 |{24|100.0
Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.
ESTADISTICAS DE RIESGO |.C 95%

RIESGO RELATIVO(RR) | ===
REDUCCION DEL RIESGO RELATIVO (RRR) | ---------
REDUCCION ABSOLUTA DEL RIESGO (RAR) 0.00 0.00 | 0.00

NNT INFINITO

Fuente : Base de datos.
Elaboracion: Los autores.

En el cuadro 17 encontramos que el 100% de los casos presento atelectasia,

lo cual no fue significativo.
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Cuadro N° 17.

Presencia de atelectasia en cortes histologicos de pulmoéon de 24
cobayos que recibieron Paraquat + Licopeno o Paraqu  at. Laboratorio
de Anatomia Patologica de la Facultad de Ciencias M édicas de la
Universidad de Cuenca. 2014.

ATELECTASIA
GRUPOS DE ESTUDIO |PRESENTE |AUSENTE
N° % N° % |N°| %
PARAQUAT + LICOPENO| 12 | 100.0 | O 0.0 |12]100.0
PARAQUAT 12 | 100.0 | O 0.0 |12]100.0
TOTAL 24 | 100.0 | O | 100.0 |24]|100.0

TOTAL

Fuente : Base de datos.
Elaboracion: Los autores.

ESTADISTICAS DE RIESGO I.C 95%

RIESGO RELATIVO (RR) 1.00 1.00 | 1.00
REDUCCION DEL RIESGO RELATIVO (RRR) 0.00 0.00 | 0.00
REDUCCION ABSOLUTA DEL RIESGO (RAR) 0.00 0.00 | 0.00

NNT INFINITO

Fuente : Base de datos.
Elaboracién: Los autores.
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CAPITULO VI

DISCUSION

La investigacion sobre el papel de los antioxidantes en la disminucién de la
generacion de ciertas enfermedades y cambios organicos dependientes de
estrés oxidativo ha sido ampliamente estudiada desde hace décadas en

animales.

El efecto protector de otros antioxidantes como la melatonina ha sido
estudiado previamente demostrando disminuir la peroxidacién lipidica y las
concentraciones de glutation en los higados y pulmones de ratas a las que
se administr6 paraquat en dosis variables de acuerdo a los resultados

obtenidos por Melchiorri (40).

El licopeno ha demostrado en varios estudios revisados, tener efecto
protector ante el estrés oxidativo inducido por la dieta y farmacos en algunas
clases de roedores (conejos, ratas y ratones) con andlisis histopatologico de
inflamacion a nivel de tejido adiposo (Gouranton et al.) como en presencia y
proteccion contra enfermedad ateroesclerética (Lorenz et al., Verschuren et
al., Zhu et al.) (34, 35, 36, 38).

De la misma manera se ha analizado la probabilidad de prevencién del
desarrollo de ciertos tipos de céncer tras la administracion de licopeno en
ratones (Koneji et al.), mostrando resultados no concluyentes sobre
prevencion de aparicion de cancer pero indicando disminucion del dafio

oxidativo sobre los tejidos analizados. (37).

Los resultados obtenidos por Kumar et al. Tras la administracion de licopeno
en ratas a las cuales se indujo Huntington con la administracion de 3-NP
mostraron disminucion de la alteracion del comportamiento motor en estos

animales (31).
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Dentro de los hallazgos histopatolégicos de las piezas obtenidas de los
sujetos que conformaron los grupos a los cuales se administré paraquates
evidente la presencia de marcadores de estrés oxidativo (atelectasia,

fibrosis, infiltracion inflamatoria y presencia de macrofagos alveolares).

Los resultados obtenidos en nuestra investigacibn muestran la misma
tendencia que los estudios revisados siendo alentadores en relacion a la
administracion de licopeno como factor protector del estrés oxidativo
producido por el paraquat analizado como la presencia de fibrosis (RRR:
100% IC: -, RAR: 67% IC: 0.4 — 0.93, NNT: 2 IC: 2-3) y edema pulmonar
(RR:0.5 IC: 0.28 — 0.88 RAR: 50% IC: 0.22 — 0.78, RRR: 50% IC: 0.12 —
0.72, NNT: 2 IC: 2-5) demostrada histopatolégicamente en cobayos. Sin
embargo existieron caracteristicas histopatoldgicas que no pudieron ser

analizadas en su totalidad debido al tamafio de la muestra.

Es llamativo también que la totalidad de las muestras analizadas de los
cobayos mostraron la presencia de congestion vascular importante y otras
anormalidades histopatologicas probablemente secundarias a la forma en la
cual se sacrificd a los sujetos del estudio y a la probabilidad de la presencia

de alteraciones organicas presentes y externas al control del estudio.
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CAPITULO ViII

7.1 CONCLUSIONES

« Se evidencié la presencia de congestion vascular en todos los
cobayos conformantes del estudio probablemente secundaria al

meétodo de sacrificio de los sujetos estudiados.

 En el grupo control ademas fue llamativa la presencia de infiltrado

inflamatorio en todos los sujetos examinados.

« La administracion de licopeno a las dosis calculadas en este estudio
mostr6 ser inicua en la produccibn de alteraciones

anatomopatologicas.

» Latotalidad de los sujetos los que se administrd paraquat presentaron
uno o varios marcadores de estrés oxidativo (atelectasia, fibrosis,
infiltracion inflamatoria y presencia de macréfagos alveolares)

demostrando la accién pro-oxidativa de este compuesto.

e Ninguno de los sujetos examinados del grupo paraquat + licopeno

presento fibrosis confirmando la hipotesis de su efecto antioxidante.

« El infitrado inflamatorio, macréfagos alveolares y atelectasia
estuvieron presentes en la totalidad de cobayos sometidos al agente

productor de estrés oxidativo (paraquat y paraquat + licopeno).
e La administracién de licopeno en el grupo licopeno + paraquat mostré
ser un factor de proteccion importante en el desarrollo de edema

pulmonar.

» La presencia de fibrosis fue nula en el grupo al que se administré

licopeno ademas de paraquat.
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Los demas resultados histolégicos (hemorragia intraalveolar o
intersticial, enfisema, granulomas, destruccion epitelial, congestion
vascular, abscesos, infiltrado inflamatorio, presencia de macréfagos
alveolares, hiperplasia de neumocitos y atelectasia) no fueron
susceptibles de analisis de riesgo ya que los intervalos de confianza
incluyeron a la unidad o por la presencia de celdas con valor O en las

tablas conformadas.
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7.2 RECOMENDACIONES

* Revisar los métodos de cuidado, manipulacion y sacrificio de los
animales estudiados a fin de prevenir la aparicion de anomalias en el

estudio histopatoldgico que influyan en el resultado.

* Realizar nuevos estudios con un tamafo de muestra mayor al

estudiado.
» Realizar nuevos estudios dirigidos a la investigacion de los efectos de
otros antioxidantes y otros productores de estrés oxidativo en distintos

organos y especies que los estudiados.

» Propiciar el campo para la aplicacion de los resultados obtenidos de la

presente investigacion en humanos.
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UNIVERSIDAD DE CUENCA

ANEXO 1

PROTOCOLO DE SUPERVISION DIARIA DE ANIMALES
Fuente: Handbook of Laboratoty Animal Management and Welfare - edited by S Wolfensohn and M. Lioyd, Oxford University Press, 1994,

ngeston de agua y alimento/ Pérdid

-

Signos Ginlcos

Comportamiento esponténeo

Com portamiento provocad o (m anip ulacibn)

o4 Nomal 5-9 Monitorear cuidadosamente, 10-14 Sufimiento, proporcionar alivio, 15-20 Dolor severo. Eutanasia.
considerar ana gésicos. observar regularmente. Buscar segunda Protocolo necesita ser re-evaluads
opinién de cuidador o veterinario a
cargo. Corsiderar eutanasia.

Christian Alejandro Torres Arteaga
Javier David Torres Nieto

Galo Andrés Verdugo Avalos
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ANEXO 2

Realizaciéon de Prueba Piloto.

Previo al ensayo experimental se realizdé una prueba piloto para determinar
las dosis Optimas tolerables por los animales, para de esta mantenerlos
vivos el tiempo necesario para que aparezcan las manifestaciones de dafo a
nivel pulmonar, el cual segun la literatura aparece entre los 7 a 14 dias. (25)

La prueba piloto se realiz6 de la siguiente manera:

Los cobayos se seleccionaron de acuerdo a las siguientes caracteristicas:
* Machos.
* Raza Peruana.
¢ Peso entre 400 y 600 gramos.
* Edad promedio de 60 dias.
* Procedentes del criadero “La Ponderosa” ubicado en la ciudad de

Cuenca.

Los cobayos habitaron por parejas en jaulas metalicas de 40*20cm, a

temperatura ambiente (12-24grados centigrados).

Recibieron alimentacion a voluntad, a base de agua, harina de maiz y sema,

la cual se le cambiaba una vez por dia.

Las condiciones sanitarias del Bioterio fueron adecuadas, para lo cual
realizamos limpieza de las jaulas una vez por dia y desinfeccion del Bioterio

previo al inicio de la investigacion.

Para la administracion del Paraquat, previamente se indujo la sedacion

mediante la administracion de Ketamina 100mg/kg IM. (24)

Posteriormente se procedio a la administracion del Paraquat a diferentes
dosis diluido en 3cc de solucion salina mediante una sonda orogastrica,

dividiéndolos en diferentes grupos (Tabla 1).
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Tabla 1. Distribucion de individuos de estudio piloto por peso y dosis de
paraquat, Bioterio -Facultad de Medicina Universidad de Cuenca, Cuenca
2013.

Grupos |Cobayos| Peso |Dias de vida| Dosis Paraquat mg/kg| Dosis Ketaminamg | Dosis Ketamina ml| Dosis Paraquat mg| Dosis Paraquat ml
1 a 1gr 7 dias 10 16,84 0,33 4,21 0,02
b 456gr 14 dias 10 18,24 0,36 4,56 0,02
) a 543gr 7 dias 30 21,72 0,43 16,29 0,06
b 503gr 14 dias 30 20,12 04 15,09 0,05
3 a 3%4gr 7 dias 50 15,76 0,31 19,7 0,07
b 425gr 14 dias 50 17 0,34 21,25 0,07
4 a 554gr 7 dias 70 22,16 0,44 38,78 0,14
b 400gr 2dias 70 16 0,32 28 0,1
5 a 438gr 3 dias 90 17,52 0,35 39,42 0,14
b 415gr 3 dias 90 16,6 0,33 37,35 0,14

Fuente: Estudio Piloto
Elaboracion: Los autores

Transcurrido los dias de vida propuestos para cada uno de los animales, se

procedi6 al sacrificio de los mismos utilizando una campana de CO2.

Una vez sacrificados los animales, se procedio a la diseccién de los mismos
mediante un corte longitudinal sobre el torax, se abrid la caja toracica para
obtener ambos pulmones, utilizando una técnica de ligadura de los
bronquios previo a la extracciéon de los mismos, para asi evitar una falsa

congestién alveolar.
Los pulmones previamente extraidos, fueron colocados en envases para
muestra de orina, sumergidos en formol al 20%, para asi conseguir la fijacion

del tejido.

Las muestras se rotularon en cada frasco y se transportaron adecuadamente

para el respectivo estudio anatomopatologico.
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RESULTADOS DE LA PRUEBA PILOTO
Placa 1A.
Corresponde a corte de tejido pulmonar en el cual se observa: Infiltrado

Inflamatorio focal intersticial de mononucleares, neutréfilos; edema

intraalveolar; Ausencia de fibrosis. (Imagen N.-1)

Imagen N.-1

Fuente: placa 1A, Laboratorio de Anatomia Patolégic a. Facultad de
Medicina Universidad de Cuenca.

Autores: Dra. Rocio Murillo, David Torres, Galo Ver dugo, Christian
Torres.

Placa 1B.

Corresponde a corte de tejido pulmonar en el cual se observa:
Engrosamiento, fibrosis intersticial de leve a moderado, con infiltrado
inflamatorio intersticial de mononucleares. Areas de enfisema y Atelectasia

(Imagen N.-2)

Christian Alejandro Torres Arteaga
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Imagen N.-2

Fuente: placa 1b, Laboratorio de Anatomia Patolégic a. Facultad de
Medicina Universidad de Cuenca.
Autores: Dra. Rocio Murillo, David Torres, Galo Ver dugo, Christian

Torres.

Placa 2A.

Corresponde a corte de tejido pulmonar en el cual se observa:
Engrosamiento, infiltrado inflamatorio intersticial de mononucleares.
Congestion vascular con extravasacion, edema intraalveolar. Enfisema y

Atelectasia (Imagen N.-3)

Fuente: placa 2A, Laboratorio de Anatomia Patolégic a. Facultad de
Medicina Universidad de Cuenca.
Autores: Dra. Rocio Murillo, David Torres, Galo Ver dugo, Christian

Torres.
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Placa 2B.

Corresponde a corte de tejido pulmonar en el cual se observa: Areas de
enfisema, fibrosis perivascular y peribronquial. (Imagen N.-4 e Imagen N.-

5).Imagen N.-4

Fuente: placa 2B, Laboratorio de Anatomia Patolégic a. Facultad de

Medicina Universidad de Cuenca.
Autores: Dra. Rocio Murillo, David Torres, Galo Ver dugo, Christian

Torres.

Placa 3A.

Corresponde a corte de tejido pulmonar en el cual se observa: Congestion
vascular intersticial, extravasacién eritrocitaria, infiltrado inflamatorio

linfocitario, Atelectasia, hemorragia, fibrosis. (Imagen N.-6)

Imagen N.-6

""’:.

A =

: ' 4 --4‘-:!

Fuente: placa 3A, Laboratorio de Anatomia Patolégic a. Facultad de
Medicina Universidad de Cuenca.
Autores: Dra. Rocio Murillo, David Torres, Galo Ver dugo, Christian

Torres.
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Placa 3B.

Corresponde a corte de tejido pulmonar en el cual se observa: Enfisema,
fibrosis, engrosamiento, infiltrado inflamatorio intersticial de mononucleares

(Imagen N.-7)

Imagen N.-7

Fuente: placa 3b, Laboratorio de Anatomia Patolégic a. Facultad de
Medicina Universidad de Cuenca.

Autores: Dra. Rocio Murillo, David Torres, Galo Ver dugo, Christian
Torres.

Placa 4A.

Corresponde a corte de tejido pulmonar en el cual se observa: Fibrosis,
infiltrado inflamatorio intersticial de mononucleares, fibrosis y engrosamiento
de tabiques interalveolares edema intraalveolar y neutréfilos (Imagen N.-8 e

Imagen N.-9)

Imagen N.-8

Fuente: placa 4A, Laboratorio de Anatomia Patolégic  a. Facultad de Medicina
Universidad de Cuenca.
Autores: Dra. Rocio Murillo, David Torres, Galo Ver  dugo, Christian Torres.
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Placa 4B

Corresponde a corte de tejido pulmonar en el cual se observa: Neumonitis

intersticial severa, Atelectasia y enfisema. (Imagen N.-10)

Imagen N.-10

Fuente: placa 4B, Laboratorio de Anatomia Patolégic a. Facultad de

Medicina Universidad de Cuenca.
Autores: Dra. Rocio Murillo, David Torres, Galo Ver dugo, Christian

Torres.

Placa 5A

Corresponde a corte de tejido pulmonar en el cual se observa: Atelectasia,
edema hemorrégica intranuclear, no se observa fibrosis. (Imagen N.-11)
Imagen N.-11

Fuente: placa 5A, Laboratorio de Anatomia Patolégic a. Facultad de

Medicina Universidad de Cuenca.
Autores: Dra. Rocio Murillo, David Torres, Galo Ver dugo, Christian

Torres.
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Placa 5B.

Corresponde a corte de tejido pulmonar en el cual se observa: Enfisema,
atelectasia, edema, hemorragia, infiltrado inflamatorio focal y difuso de

mononucleares (Imagen N.-12)
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Fuente: placa 5B, Laboratorio de Anatomia Patolégic a. Facultad de
Medicina Universidad de Cuenca.
Autores: Dra. Rocio Murillo, David Torres, Galo Ver dugo, Christian

Torres.
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ANEXO 3

Cuenca, L0 de “gosto el 2013

Qi
Yatng Cordero Guld
Decono de ia Facultad de Ciencias Médicas

Prasente

O mi consideracion,

YL Andias varouge Avalos, estudiance ce 910 Viclo de 12 carrars de pesicn: nediar
~xsaate me dirjo a usted para salicitarle de ia manera mas comedida me autarite ginao sl
22! Biereno oon ¢ fin de que pucda finalizar el provecto de investigacion de mitas s nunvet'e
“eelizando en este espacio Tsico,

AL|URCG 2 8573 prhtch ura copia de la autorizacidn anterior que permit 6 Jdevar 2 2altc a3
Provasics plotos partes del estudio.

Arbe.os mis Agradecamientas pod la atencin que preste a mi paudidn.

~7
D e
Galo Verdugo Avalos

0104494238

Christian Alejandro Torres Arteaga
Javier David Torres Nieto

Galo Andrés Verdugo Avalos 79



UNIVERSIDAD DE CUENCA

UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
ESCUELA DE MEDICINA

[PRTES P ERE NI 7.0 ]
SRS, Gliubre Z2 de 20172

Szt
“alrin atiadares
SONLeNe d0 0z Farutad re S
e Ued ce Cienuias fadicas
P{e&ente wias Madeas

Ui ™ cor Sigsrasigs,

N g o H

:'r;._.:r‘ia. :as'g":(-‘ MeE Dermuts S2liir 2 Gstza e 2 fatiie g sang O
fo ..5p~i.;ut.-. nis e nevers cle e 'a Eszusla de Medicra .
3e 36 12 930233 el B:otern aan | A @ Que pueda Lulza o,
TRLL LA U proyeets Qe ‘vestigacien de si; iasis T

£l 53907 A e . .

r-a':. lgs .._rzgsi;.]aa'uzjuse;e contar con (a3 j2u'as gue se uhlizaban anle
..‘. 12 Fracticas de amaco! a oo g - = oz !r
INAMETE 138 THShiAS 033 w0 1o que agladatend se i

~EnEemente

. ,
a4
S L
Fose A ¢

Ty VRN Lo g gl 1ne ange Foded M1 Tap ks "‘
— . 20 0es 0 . ) i e - 7
CETEA D) U IAYY G e O N E R e

TR T ludue

Christian Alejandro Torres Arteaga
Javier David Torres Nieto
Galo Andrés Verdugo Avalos



UNIVERSIDAD DE CUENCA

o UNIVERSIDAD DE CUENCA
Bt FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
é;".‘. ESCUELA DE MEDICINA

Oficio ne. 333-DEM-13
Cuenca, octubre 10 de 2013

Abogada

Maria Alvarade Gallegos

Secretaria Abogada de la Facultad de Ciencias Médicas
Presente

De mi consideracion:

Me permito mediante la presente informar a usted que los sefiores estudiantes
de la carera de Medicina, Cristian Torres, David Torres y Galo Verdugo,
cuentan con la autorizacion del sefor Decano, para la utilizacién del area del
antiguo Bioterio donde estan desarrollando su trabajo de investigacion de su
tesis cuyo tema es: ‘Demostracion Histopatolégica del efecto protector del
licopeno como antioxidante ante el stress oxidativo producido por el herbicida
parakuat. en cobayos. Cuenca 2013".

Por tanto agradeceré se sirva a su vez permitir que los estudiantes puedan
ingresar los fines de semana en el horario de 16h00 a 18h00, para el cuidado y
mantencion de los animales que se encuentran en el bioterio de la Facultad

P s ~

Agradezco anticipadamente W" atencion.

Atentamente;, ( ( omE

I \C /-
JQ/,’/!/////(/K\.‘,\ e SO
Dr. Juan-€antos Ormaza s
Director de la Escuela de Medicina

Au. ElParaiso 3-52 teiéfono 553.7- 4051155 / 4051000 ext 3111 Fax 4051157
casilla 01-01-1891 E-mail: gemed@ucuenca edu e 7
Cuenca - Ecuador ) g

SRS DAL D < RN
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