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RESUMEN

La importancia de contar con estudios preclinicos de los alcaloides totales de
Galipea longiflora (CAT) es fundamental para el desarrollo de nuevas alternativas
terapéuticas contra la leishmaniasis. Nuestros resultados de validacién del método
analitico cuali-cuantitativo de CAT por espectrofotometria UV-Vis entre 330-335nm
presentan exactitud y precision para su cuantificacion entre 1,72-7,81ug/mL y son
detectables entre 0,567-7,81ug/mL con un intervalo de linealidad entre 0,244—
7,81ug/mL, las absorbancias no variaron por aumento de temperatura ni
exposiciéon a luz UV pero si a 0,244ug/mL y por efecto del pH. La toxicidad aguda
de CAT en ratones Swis albinos por administracién Unica v.o. de 1,5; 5y 10g/Kg
muestran 0% de mortalidad resultado que sobrepasa los intervalos de clasificacion
SAM, por lo tanto se considera al CAT como sustancia no toxica con un
DLsp>10g/Kg, NOAEL de 10g/Kg, MTD de 10g/Kg y MLD>10g/Kg, las
observaciones clinicas revelan distension abdominal y piloereccion. La
sobrevivencia a dosis continua por 28 dias fue de 100% y la de toxicidad
subcronica por 90 dias fue de 92% con disminucién en el consumo de agua y
alimentos. El peso corporal total se mantuvo constante en ambos sexos excepto
en machos expuestos por 90 dias con un incremento significativo las Ultimas
semanas del ensayo. La concentracién acumulada por 90 dias fue de 1,276ug/mL
24h posteriores a la Ultima administracion y se mantuvo constante aun después de
11 dias. La autopsia revel6 neumatosis gastrointestinal y vasos mesentéricos
dilatados, aumento significativo en el peso de los rifiones de machos expuestos a
dosis Unica de 5g/kg y continua por 28 dias como también en intestinos de
machos expuestos a dosis continua de 5g/Kg por 90 dias. El examen
histopatologico revela congestion a nivel glomerular y degeneracion vacuolar renal
a dosis unica de 10g/Kg y continua por 28 dias a 5g/Kg ademas congestion
venocentrolobulillar y necrosis hepatocelular en machos expuestos diariamente 90
dias a 5g/Kg. En el estudio de toxicocinética en ratones se obtuvo Cmax=2,54ug/mL
a las 9h, AUCq . de 22,505ug h/mL y t,, de 10,46h posteriores a la administracion
v.0. de 5g/Kg. En modelos conejos se obtuvo Cna=3,7ug/mL de CAT a las 5h,
AUC, . de 28,9ug h/mL y t, de 8,2h posteriores a la administracion de 1g/Kg.
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SUMMARY

The importance of having preclinical studies of the total alkaloids of Galipea
longiflora (CAT) is fundamental for the development of new therapeutic alternatives
against the leishmaniasis. Our results of cuali-quantitative validation for the analytic
method of CAT by UV-vis spectrophotometry between 330-335nm present
accuracy and precision for their quantification among 1,72-7,81ug/mL and they are
detectables between 0,567-7,81ug/mL with a linearity interval between 0,244-
7,81ug/mL, the absorbances did not vary for increase of temperature neither
exhibition to UV light, but is possible to 0,244ug/mL and for pH effect. The sharp
toxicity of CAT in albino Swis mice for one administration o.w. of 1,5; 5 and 10g/Kg
shows 0% of mortality that surpasses the intervals of classification SAM, therefore
it is considered to the CAT like non toxic substance with a DL50>10g/Kg, NOAEL
10g/Kg, MTD 10g/Kg and MLD>10g/Kg, the clinical observations reveal abdominal
distension and hair erection. The survival to dose continue by 28 days was of
100% and the sub cronical toxicity for 90 days was of 92% with decrease in the
consumption of water and food. The total corporal weight stayed constant in both
sexes except in males exposed by 90 days with a significant increment the last
weeks of the rehearsal. The concentration accumulated by 90 days was of
1,276pug/mL 24h later to the last administration stayed constant after 11 days. The
autopsy revealed gastrointestinal pneumotosis and vessel mesenteric dilatated,
significant increase in the weight of the kidneys of exposed males to unique dose
of 5g/kg and continued by 28 days as well as in bowels of exposed males to
continuous dose of 5g/Kg for 90 days. The histopathologic exam reveals
congestion to glomerular level and renal vacuolar degeneration to unique dose of
10g/Kg and continued for 28 days at 5g/Kg, furthermore, congestion
venocentrolobulillar and hepatocellular necrosis in exposed males daily 90 days at
5g/Kg. In the toxicokinetic study in mice Cna=2,54ug/mL was obtained at the 9h,
AUC, . of 22,505ug h/mL and later ty, of 10,46h to the administration o.w. of 5g/Kg.
In rabbits Cnax=3,7pug/mL was obtained from CAT to the 5h, AUC, . of 28,9ug
h/mL and later ty, of 8,2h to the administration of 1g/Kg.
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HIPOTESIS

El desarrollo del perfil toxicolégico del extracto de alcaloides totales de la
corteza de Galipea longiflora, permitira determinar el grado de toxicidad y calcular
regimenes posolégicos dentro de margenes de seguridad para desarrollar

estudios en fase clinica.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil toxicologico del extracto de alcaloides totales de la
corteza de Galipea longiflora, Evanta, (CAT) por via oral en modelos animales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Validar el método analitico para la cuali-cuantificacion del CAT por
espectrofotometria UV-Vis.

e Determinar los pardmetros de toxicidad aguda, DLsy, NOAEL, MTD, MLD
por dosis oral Unica de CAT en ratones.

e Determinar la mortalidad en el estudio de toxicidad a dosis oral continua por
28 dias a 5g/Kg de CAT.

e Determinar la mortalidad en el estudio de toxicidad subcrénica por 90 dias a
5g/Kg y cuantificar la concentraciéon acumulada de CAT en el suero de
raton.

e Describir la alteracion de los parametros clinicos en modelo murino durante
16 dias posteriores a la administracion Unica de 1,5; 5; 10g/Kg y continua
de 5g/Kg de CAT durante 28 dias y 90 dias (18 semanas).

e Determinar las alteraciones neuroldgicas en ratones por exposicion oral
continua a 5g/Kg de CAT durante 28 y 90 dias.

e Describir las alteraciones de las caracteristicas macroscopicas e
histopatologicas de rifiones, estomago, higado, cerebro, bazo e intestino en
ratones expuestos a dosis oral Unica (1,55 y 10g/Kg) vy a dosis oral
continua (5g/Kg) por 28 y 90 dias.

e Determinar los parametros toxicocinéticos en modelos murinos y en conejos

a 5g/Kg y 1g/Kg de CAT respectivamente.
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CAPITULO |
INTRODUCCION Y ANTECEDENTES
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En la antigledad el uso de plantas para el tratamiento de enfermedades no
era desconocido, las hierbas y productos naturales de la medicina tradicional han
sido usados por el hombre desde la existencia de la humanidad. Sin embargo,
s6lo recientemente, cientificos y profesionales en medicina mostraron mayor
interés en este campo al reconocer sus beneficios para la salud, es asi que la
farmacologia y la toxicidad de estas plantas atrae la atencién de investigadores
para la comprobacion de su beneficio farmacolégico y su probable riesgo durante
su uso. La medicina tradicional en diferentes culturas tiene una larga historia de
ancestros creando medicinas primitivas, durante su lucha contra las enfermedades
mientras buscaban sus alimentos encontraron en algunas de estas especies
propiedades especificas para eliminar ciertos males, mitigar dolencias y mantener
una buena salud.

En la actualidad entre las enfermedades de mayor importancia
epidemiologica en el mundo se encuentran las parasitosis, una de ellas es la
leishmaniasis. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, se estima que ocurren
cada afio 2 millones de casos nuevos en todo el mundo de los cuales 1,5 millones
es leishmniasis cutanea'. En Bolivia aproximadamente 800.000 individuos se
encuentran en alto riesgo de infectarse con parasitos de Leishmania en 7 de 9
departamentos. Los tratamientos cominmente empleados contra la leishmaniasis
(cutanea, mucocutanea y visceral) incluyen los derivados pentavalentes de
antimonio, glucantime y pentosan, ketoconazol y algunos derivados imidazdlicos,
anfotericina B, sulfato de aminosidina y pentamidina®. Estos medicamentos
provocan efectos secundarios considerables y un elevado costo, factores que
generan incumplimiento en el tratamiento provocando en algunos casos
resistencia, todo esto dificulta el éxito de las estrategias terapéuticas. Sin
embargo existe en nuestro entorno alternativas de tratamiento como la especie
vegetal Galipea longiflora Krause (sindbmino Angostura longiflora (Krause)
(Kallunki) de la amazonia boliviana, se la encuentra en los bosques tropicales, en
bosques humedos de la llanura y montafia a (350-600) m.s.n.m. en los
departamentos de Beni, Ballivian, Mision Fatima; y La Paz, Sud Yungas, Alto Beni,

Popo y antes de llegar a la concesion de la cooperativa San José, tiene diversos
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nombres comunes pero es conocida ampliamente por el nombre vernacular de
Evanta y su nombre mosetene Ji'pamtyae. Es un arbol de hasta 12 metros de
altura, presenta hojas trifoliadas alternas o superpuestas sobre la misma rama con
un peciolo frecuentemente alado, sus flores aparecen en forma de racimos o
paniculos zigomorfos mas o menos vistosas. Pertenece al orden Sapindales, ala
familia Rutaceae y al género Galipea, que cuenta con unas cuarenta especies
distribuidas desde Guatemala, Cuba, Costa Rica, Nicaragua® hasta Bolivia y el sur
del Brasil, la especie longiflora Krause ha sido seleccionada de entre mas de 800
extractos que fueron evaluados por su actividad antiparasitaria in vitro en la Gltima

década.

1.1 Usos tradicionales y accion farmacoldgica

Esta especie posee un soporte empirico etnofarmacoldgico provisto por las
etnias Tsimane, Tacana y Mosetene al ser utiizada como antiparasitario?,
especificamente contra la leishmaniasis cutanea >, actividad que fue comprobada

cientificamente © .

Tradicionalmente, para el tratamiento de la leishmaniasis, la
corteza fresca o seca es molida y aplicada directamente como cataplasma sobre
las ulceras, ademéas de beber infusiones durante tres dias®. También se la utiliza
como antiemético, vermifugo y amebicida, el uso mas frecuente es en forma de
coccién en el tratamiento de diarreas causadas por parasitos intestinales y como
fortificante para nifios y adultos .

Desde el afio 1985 hasta la fecha, se vienen realizando trabajos de
investigacion que confirman la actividad antiparasitaria (leishmanicida), de los
extractos de la Galipea longiflora ® 7 de la cual se obtuvieron 12 alcaloides
quinolinicos de las hojas, raices y corteza de tronco, que fueron aislados e

5 8, 9

identificados Algunos de los principios activos aislados de las hojas

resultaron ser nuevas estructuras y debido a la eficacia demostrada *° y la baja
toxicidad determinada en modelos in vivo " &

Chimaninas A, B, C, D, US4209519/15/04/93.

, fueron patentados como
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Actualmente se estan desarrollando formulaciones, para lo cual es
indispensable el conocimiento de la toxicidad de los alcaloides totales, en fase
preclinica, que permitird clasificar a la sustancia de acuerdo a su toxicidad y
establecer el rango de dosis mas alto letal en las especies animales en estudio
que posteriormente permitird desarrollar los estudios en fase clinica con cierto
rango de seguridad para la administracion del compuesto a seres humanos.

Sobre la base de los antecedentes descritos ahora se pretende conocer la
toxicidad de los alcaloides totales administrados por via oral a dos especies,

conejos y ratones.

1.2 Extraccién de alcaloides totales de la Galipea longiflora (CAT)

En los laboratorios del IIFB-UMSA y el Departamento de Biotecnologia de la
Universidad de Lund en Suecia, los grupos de investigacion de Giménez et al.,
(2005) realizaron mediante cromatografia liquida al vacio (CLV), cromatografia en
capa delgada (TLC - MS) y RMN de *H y **C (1 y 2D) el aislamiento y purificacién
de los alcaloides totales biolégicamente activos, donde la 2-fenil-quinolina
representa el 51%*2. Para la obtencién de los alcaloides totales se realizé el
método por extraccion continua en equipos soxhlet, tanto de la corteza como de
las hojas molidas extraidas con CH2Cl2 por 2,5h. Los extractos obtenidos por
rotaevaporacion fueron secados con bomba de alto vacio, hasta peso constante.
La maceracion se realiz6 con el vegetal seco y finamente molido por el lapso de
tres dias en CH2Cl2 en percoladores de acero inoxidable. El extracto fue filtrado,
concentrado a 40°C y secado con una bomba de alto vacio hasta peso constante.
Finalmente para la obtencion de los alcaloides totales, el extracto crudo fue
disuelto en CH2Cl2 y sometido a lavados sucesivos con HCI 1N, estos lavados
acidos fueron controlados por un espectrofotometro UV, luego fueron combinados
y llevados a precipitacion completa con NaOH 2N. El solido formado fue extraido
con CH2Cl2. La solucién organica fue deshidratada con Naz2SOas, filtrada,
evaporada al vacio y secada con una bomba de alto vacio hasta peso constante*?.
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1.3 Investigacion y desarrollo de nuevos farmacos

El proceso de desarrollo de un nuevo farmaco se fundamenta en los
principios basicos de una fase preclinica denominada también fase 0%, que
consiste en la ejecucion de ensayos en modelos experimentales, principalmente
animales de laboratorio, con el objetivo de obtener informacion farmacoldgica y
toxicolégica suficiente que se rige por normas regulatorias* para el paso a la
siguiente fase (fase clinica, realizada en seres humanos) con cierto margen de

seguridad y sin que los riesgos excedan los beneficios.

Figura 1.1 Desarrollo de un Nuevo Farmaco

INVESTIGACION _ .
...PRECLINICA . . ESTUDIOS CLINICOS __ REVISION DE NDA

i m
i SINTESIS ¥ : i

| PURIFICACION

MEAYOS EN
ANIMALES

CORTO PLAZOQ

IND: Irnestigatioral Mew Drug (Famach nuewo en etapa de imiestigacian)
WOA: Mew Orug Application (Apicacion de un Muewo Farmaco)

Figura extraida del manual de la FDA.*

Como lo mencionamos anteriormente, una de estas fases es el estudio de
toxicidad que permite determinar la cantidad de farmaco (alcaloides totales) toxico
o letal en los animales sometidos al estudio, cuando son expuestos a la sustancia
una sola vez y multiples veces por via oral. Por otra parte, el estudio de la
toxicocinética permite desarrollar pautas de los procesos de absorcion,
distribucion, biotransformacién y excrecién que sufre el farmaco ** en el organismo
de los animales a los cuales se administre.

El estudio de toxicidad se centra en diferentes puntos entre los que se
encuentra la toxicidad aguda, toxicidad subcrénica y toxicocinética™®.
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Es importante en estos ensayos la cuantificacion de los metabolitos
disponer de métodos analiticos cuantitativos convenientemente validados™, para
la obtencién de datos confiables y de esta manera alcanzar resultados exactos y
precisos con alto grado de seguridad por medio de estudios de laboratorio y
disponer de una evidencia documentada del procedimiento analitico aplicado a la

cuantificacion de los principios activos.

1.4 Validacion de los métodos analiticos

Durante el desarrollo de un extracto estandarizado, consistente en una
mezcla de sustancias relacionadas, es imprescindible la aplicacién de un método
analitico fiable que permita cuantificar el/los componentes mayoritarios, en el
extracto total para la determinacién de los parametros toxicocinéticos'® *’. En el
estudio de los alcaloides, se ha determinado, por métodos espectroscopicos que
mas del 90%" representa una mezcla de cinco alcaloides quinolinicos, entre los

cuales la 2-fenilquinolina representa cerca del 50% .

Las estructuras que
contiene el esqueleto de la quinolina, presentan un excelente croméforo para su
cuantificacion por métodos de absorcidn espectrofotométrica, en la regiéon
comprendida entre las longitudes de onda de A 200 a 400 nm. Y envase a estos
datos, se pueden determinar los parametros de validacion entre los que se
encuentran, la precision, exactitud, limite de deteccidn, limite de cuantificacion y
linealidad, segun la categoria 1 para moléculas activas (USP XXVII), ademas de la

robustez*®.

1.4.1 Exactitud

Expresa el grado de proximidad de los resultados obtenidos, por el método,
con los verdaderos valores'®. Este pardmetro permite cuantificar los errores
sistematicos de las lecturas realizadas, se expresa como porcentaje de
recuperacion o como diferencia entre el valor medio y el aceptado como
verdadero, junto con los intervalos de confianza. Los documentos de la ICH

(International Conference on Harmonization) recomiendan que la exactitud debe
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ser evaluada usando un minimo de nueve determinaciones sobre, al menos, tres

niveles de concentracion % 7.

1.4.2 Precisién

Otro de los parametros importantes es la precision, que expresa el grado de
concordancia entre los resultados de una prueba individual cuando el método es
aplicado repetitivamente a mudltiples lecturas de una muestra homogénea®’. La
precision del método analitico es usualmente expresado como la desviacidon
estandar o la desviacion estandar relativa (coeficiente de variacién) de una serie
de medidas. Esta puede ser una medida en términos de repetibilidad o de
precision intermedia dentro de condiciones normales de operacion. La
repetibilidad expresa la precision obtenida bajo las mismas condiciones de
operacion en un intervalo corto de tiempo (mismo dia), por un mismo analista, en
la misma muestra homogénea y en el mismo equipo. La precision intermedia, que
expresa la variacion de las lecturas realizadas dentro del laboratorio, en diferentes
dias por diferentes analistas o equipos®®.

1.4.3 Linealidad

Este parametro permite expresar la capacidad del método analitico para
dar resultados directamente proporcionales a la concentracion del analito en la
muestra’® encontrados mediante espectroscopia UV-Vis. Se determina por
transformaciones mateméaticas de los resultados obtenidos en el andlisis de las
muestras con concentraciones crecientes del analito. Siguiendo la formula general
de la recta se determina la concentracién a partir del cociente entre, la diferencia
de la absorbancia del intercepto y la pendiente, donde la pendiente indica la
sensibilidad del método expresado en unidades de respuesta sobre unidades de
concentracion del extracto, cuanto mayor sea la pendiente mayor es la
sensibilidad %°, el intercepto se relaciona con la presencia de interferencia o
errores sistematicos y su intervalo de confianza debe incluir al cero para cumplir el
requisito de proporcionalidad®® (como se exige para el cumplimiento de la ley de
Lambert-Beer en los métodos espectrofotométricos). Ademas se determina el
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coeficiente de correlacion (r), el cual, para que el método se considere lineal,

19, 20
9

debe ser mayor que 0,99 y 1* es el coeficiente de determinacién que debe

ser igual o mayor a 0,997 ** %,

1.4.4 Limite de deteccidn

Este parametro permite encontrar la concentracibn mas baja en una
muestra que puede ser detectada por una Unica medicion, pero no
necesariamente cuantificada, dentro de las condiciones experimentales a las que

esta expuesto, con un nivel de confianza determinado®®.

1.4.5 Limite de cuantificacién

A diferencia del limite de deteccion este parametro permite medir la
cantidad mas pequefla en una muestra que puede ser cuantitativamente
determinada con aceptable exactitud y precision. Es un parametro de andlisis

cuantitativo para niveles bajos de compuestos en la muestra®®.

1.4.6 Larobustez

Expresa la capacidad del método analitico (espectro-fotometria), para
permanecer inalterado por ligeras pero deliberadas variaciones que son
introducidas en los pardmetros del método. Pone de manifiesto la influencia que
tienen pequenas variaciones experimentales sobre los resultados obtenidos y
proporciona una indicacion de su fiabilidad en condiciones de uso normales®®. Se
determina introduciendo variaciones en el procedimiento y observando la

respuesta.

1.5 Estudios en animales de experimentacién

Para estos ensayos, se debe emplear el menor nimero posible de animales
y asegurar que estos reciban un trato humanitario. Por lo general, en los
experimentos se utilizan dos o mas especies y existen diferentes vias de
administracién, entre las cuales se encuentra la administracién oral que presenta

diferentes ventajas como, una exposicion sistémica y absorcién gastrointestinal
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buena % %

y una dosificaciéon méas precisa en el tracto gastrointestinal % ?%%? | por
medio de una sonda oral la cual evita los problemas de palatabilidad.

Otro de los aspectos de gran importancia es la determinacion del volumen
de farmaco a ser administrado, el cual no debe exceder de 100 pL* para
minimizar la angustia o malestar en el animal y no producir cambios fisiolégicos o
patoldgicos que comprometan el experimento®. Por lo tanto se inocula el menor
volumen de adyuvante posible, en algunos protocolos no se toma en cuenta la
especie sino una relacion directa con el peso del animal, sin embargo ambos son

coincidentes, el volumen considerado 6ptimo por via oral es de 10 mL/Kg®.

1.6 Toxicidad oral aguda

Se refiere a los efectos nocivos que se manifiestan tras la administracion
oral de una dosis Unica de la sustancia o de dosis multiples dadas a diferentes
niveles probando en diferentes modelos y dentro de un periodo de 24 horas, su
determinacién se realiza de acuerdo a la cantidad de farmaco que representa una
dosis letal en el animal de laboratorio. Sin embargo el presente trabajo sigue los
métodos propuestos en la guia OECD?#, donde a diferencia de otros métodos que
recurren a la muerte de los animales como parametro éste se basa en la presencia
de signos clinicos de toxicidad a un nivel determinado de una serie de dosis fijas,
permitiendo de esta manera la utilizacibn de menos animales y causando menos

sufrimiento en los mismos 2> 24,

Un principio del método anteriormente
mencionado es el empleo de dosis moderadamente toxicas y evitar la
administracién de cantidades que se prevean letales®.

El criterio mas cominmente empleado para definir la toxicidad aguda de un
agente (farmaco) es la dosis efectiva 50 (DEsy) que expresa la cantidad de
sustancia que en circunstancias bien precisas, produce efectos en el 50 % de una
especie animal, por otro lado si el efecto buscado es la muerte, se habla de dosis
letal 50 6 dosis letal media DLso, que se refiere a la dosis Unica, obtenida por
estadistica, de una sustancia capaz de provocar la muerte de 50% de los animales

a los que se haya administrado el agente por via oral, sin embargo, puede
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referirse a efectos, como vémitos, coma 6 convulsiones, entre otros®®. El valor de
la DLso se expresa en peso de la sustancia por unidad de peso del animal. Entre
los efectos letales estan la muerte inminente, que se refiere a la fase en la que se
prevé que el animal muera o entre en la agonia antes del siguiente momento de
observacion?®, los signos que indican esta situacion son, las convulsiones,
posicion lateral, posicién yacente y temblores. La muerte previsible, se refiere a la
presencia de signos clinicos que indican la muerte en un momento conocido del
futuro antes de la terminacién prevista del experimento®. La muerte retardada,
significa que el animal no muere ni parece moribundo en el plazo de 48 horas sino
que muere mas tarde durante el periodo de observacién de 14 dias®. La agonfa,
se presenta cuando el animal esta muriendo o es incapaz de sobrevivir aunque

reciba tratamiento 2> 2°

y uno de los términos frecuentemente mencionado en este
trabajo es la dosis limite, que se refiere a la dosis del limite maximo del ensayo (2
0 5g9/Kg)®. Entre los criterios que se toman en cuenta estan, el MTD (Maximum
Tolerated Dose) o también denominada dosis toxica minima que se refiere a la
dosis més alta a la cual recuperan todos los efectos provocados por el farmaco?’
(el extracto de alcaloides de G. Longiflora) y los fendbmenos de tolerancia vy
acumulacion en los tejidos del animal, el MLD (Minimum Letal Dose) que indica la
dosis mas baja del farmaco que induce la primera muerte en los ratones?®’, otro
criterio importante a determinar es el NOAEL, que indica la dosis de exposicion sin
efectos adversos observados, es decir, la dosis mas alta a la cual no se observa

ningun efecto adverso debido al tratamiento?.

1.7 Toxicidad por administracion continua durante 28 dias y toxicidad
subcroénica

En la toxicidad subcrénica el farmaco o farmacos se administran por un
periodo de uno a tres meses y aporta informacion acerca de los peligros que
podrian presentarse para la salud a una exposicion continua durante un periodo
prolongado, de esta manera en el presente estudio se realizé un ensayo limite
tanto en el estudio de toxicidad en 28 dias como también en neurotoxicidad y
toxicidad subcronica durante 90 dias ambos a 5¢g/Kg. Entre los términos
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comunmente empleados esta la posologia, que sefala, la dosis administrada, su
frecuencia y su duracién?®.

El estudio de toxicidad subcrénica se realiza después de obtener resultados
de toxicidad de ensayos mas cortos como el de 28 dias por administracion
continua® (subaguda) que incluye observaciones para detectar la posible
neurotoxicidad y proporciona mayor informacién sobre los efectos neurotoxicos
observados en los estudios de toxicidad sistémica por administracion continua,
este tipo de estudio toma en cuenta aspectos como, signos neuroldgicos o
lesiones neuropatoldgicas, relacion estructural entre la sustancia de estudio y
neurotéxicos conocidos.

Antes, la neurotoxicidad se equiparaba a la neuropatia que implicaba
lesiones neuropatolégicas o disfuncionales neurolégicas, como convulsiones,
pardlisis o temblores. Actualmente la neuropatia es una manifestacion importante
de la neurotoxicidad, sin embargo se sabe que existen muchos otros signos que
indican toxicidad en el sistema nervioso como pérdida de coordinacién motora,
deficiencias sensoriales y disfunciones del aprendizaje y la memoria que pueden
estar ausentes en estudios de neuropatia®®. En el método OECD TG 424, por el

cual nos regiremos incluye todos estos aspectos.

1.8 Toxicocinética

Es el estudio cuantitativo de la concentraciébn en animales de laboratorio y del
perfil temporal de los xenobioticos durante los procesos de absorcion, distribucién,
excrecion y biotransformacion de dichas sustancias, sus precursores Yy
metabolitos®’. La toxicocinética juega un papel muy importante en los estudios de
toxicidad durante la etapa preclinica del desarrollo de los medicamentos y permite
extrapolar los resultados obtenidos en una especie de animales de laboratorio a
otro y de ellos a los seres humanos. Ademas y en combinacion con los estudios
farmacodinamicos, sirve para evaluar el riesgo del uso de posibles farmacos en
humanos. Entre los criterios toxicocinéticos se encuentran, la constante de

absorcion (Ka) que expresa la probabilidad que tiene una molécula de absorberse
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en la unidad de tiempo, semivida de absorciéon (t.a), es el tiempo que tarda en
reducirse a la mitad el nimero de moléculas que quedan por absorberse y es la
inversa de la constante de absorcion tj,a = 0,693/Ka, la constante de eliminacion
(Ke), indica la probabilidad que presenta una molécula de un determinado farmaco
para eliminarse del organismo de una forma global, es decir, incluyendo los
distintos mecanismos, como metabolismo, excrecidén renal o excrecion biliar. Otro
parametro es la semivida de eliminacion (tye ) definida como el tiempo que tarda
en reducirse a la mitad la concentracién plasméatica de un farmaco y es la inversa
de la constante de eliminacion ty,e = 0,693/K, otro parametro es el area bajo la
curva (AUC), area graficada bajo una curva de concentracién plasmatica de
farmaco respecto al tiempo después de una sola dosis o durante un intervalo
sencillo de dosificacion, importante para calcular la biodisponibilidad de un
farmaco administrado por cualquier via diferente a la intravenosa. Las
concentraciones maxima y minima (Cmax Y Cmin), Se refieren a la cantidad maxima
y minima de un farmaco, en plasma o sangre. Uno de los fendmenos importantes
dentro de la cinética es el efecto de primer paso, que se refiere a la eliminacion del
farmaco producida después de su administracién, pero antes que alcance la
circulacion general.

Los farmacos presentan diferentes tipos de cinética como la cinética de
primer orden o lineal, caracteristica, cuando las velocidades de absorcion,
distribucion y eliminacién cambian en forma proporcional a las variaciones de las
dosis que faltan por absorberse o las concentraciones plasmaticas. En cuanto a
los tipos de absorcion es caracteristica la absorcion de orden |, cuando la
velocidad de absorcion disminuye con la cantidad de farmaco que queda por
absorberse y, por lo tanto, el nUmero de moléculas que se absorbe en la unidad de
tiempo disminuye con el tiempo de forma exponencial. Dicha curva exponencial
puede representarse como una recta si se representan las concentraciones en una
escala semilogaritmica, siendo la constante de absorcién la pendiente de dicha
recta. La eliminacibn de orden |, presenta la velocidad de eliminacién (o
disminucién de la concentracién plasmatica por unidad de tiempo) y es mayor

cuando las concentraciones plasmaticas son altas que cuando son bajas. Dado
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gue las moléculas del farmaco que se encuentran en el organismo estan en
solucion (y, por lo tanto, disponibles para la eliminacion). En esta cinética, el
descenso de las concentraciones plasmaticas es exponencial en una
representacion numérica y rectilinea en una representacion semilogaritmica,
siendo la constante de eliminacion la pendiente de dicha recta, en la cinética de
orden cero la eliminacién de un farmaco desde el recipiente hipotético puede a
veces implicar un proceso activo, tal como un proceso enzimético. Si la dosis de
un farmaco genera concentraciones plasmaticas altas, el niumero disponible de
sitios de union dentro del sistema enzimatico puede estar sobrepasado o saturado.
En la absorcién de orden 0, el numero de moléculas que se absorbe en la unidad
de tiempo permanece constante durante todo o la mayor parte del proceso de
absorcién y el numero de moléculas disponibles no disminuye con el tiempo,
debido a que las moléculas absorbidas son repuestas desde el depésito. En la
eliminacién de orden 0 el nUmero de moléculas que se elimina por unidad de
tiempo permanece constante. Esta cinética se observa cuando el mecanismo de
eliminacién, sea por metabolismo o por excrecién renal, es saturable y las
concentraciones plasmaticas alcanzan valores que saturan estos mecanismos. En
esta cinética, el descenso de los niveles plasmaticos es lineal en una
representacion numérica y se mantiene hasta que la concentracion plasmética del
farmaco descienda por debajo de la de saturacion, en cuyo momento pasara a ser
de orden 1.

Otro aspecto importante es el tipo de distribucién, cuando éste es rapido y
uniforme por todo el organismo, es decir, cuando el organismo se comporta como
un unico compartimento central se denomina distribucidn monocompartimental. Si
la distribucion de los farmacos administrados por via intravenosa difunden con
rapidez al compartimento central y con mayor lentitud al compartimiento periférico
la distribucion es bicompartimental. En cambio si los farmacos se fijan
fuertemente a determinados tejidos en los que se acumulan y de los que se liberan

con lentitud la distribucién es tricompartimental.®
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CAPITULO Il

METODOLOGIA
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2.1 Validacién del método cuali-cuantitativo de CAT

Se prepararon, por cuadruplicado, 12 diluciones 1:2 a partir de una solucién
madre de 5mg de CAT en 10 mL de HCI 1N (solvente que sera utilizado con las
muestras de suero) mezclados durante 1 minuto en vortex, dichas soluciones se
valoraron por espectrofotometria UV-Vis (Espectrofotdmetro Cintra 5), de cada
solucion se realizd un barrido espectral entre 200 y 400 nm de longitud de onda,
tomando como punto de referencia el maximo valor encontrado entre 330 a
335nm, con las absorbancias a las distintas concentraciones se construyé una
curva de calibracién (Absorbancia vs concentracion).

En el calculo de linealidad, se eligieron las lecturas de las diluciones
7,8,9,10,11y 12. Tabla 2.1

Tabla 2.1 Diluciones de CAT en HCI 1 N a partir de la solucion madre

Concentracién

Dilucién (ng/mL)
6 15,600
7 7,810
8 3,910
9 1,950
10 0,977
11 0,488
12 0,244

Sobre las mismas se aplicé el andlisis de regresion por minimos cuadrados
en los promedios de los seis puntos y se construy6 la ecuacién de la recta (3) de
acuerdo a las ecuaciones (1) y (2):

y =a+ bx 3)

Donde y es la absorbancia, a es el intercepto, b es la pendiente y x la

concentracion
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Para la determinacion de la pendiente(b) se aplico :

b= NX)xy->x>y D
NZX- (3%)°

donde N es el numero de datos observados, y el valor de las absorbancias
obtenidas y x la concentracion tedrica.
En la determinacién del Intercepto(a) se aplico:

a=2y-byx (2)
N

para el coeficiente de correlacion (r) se aplico:

M= Mrsy - Gy (4)
AINEE- (o] [NZY- (297

y para la determinacién del coeficiente de determinacion (r%) se aplicé la

ecuacion (4):
r’=(r)? (5)

Para comprobar la linealidad del método analitico se realiz6 el calculo del
analisis de varianza de la regresion lineal.

En el calculo de la exactitud se eligio las concentraciones experimentales
obtenidas las diluciones 7,8 y 9, Tabla 2.1, y se determind los errores relativos

(ER), aplicando la siguiente ecuacion®:

ER(%) = 100 x (Concentracién promedio — Concentracion nominal) (6)

Concentracién nominal
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En la determinacion de la precision se consider6 dos niveles, precision
intermedia y repetibilidad. Para el calculo de la precision intermedia se tomaron,
por cuadruplicado, tres diluciones 7,8 y 9, Tabla 2.1, a partir de una solucién
madre al 0,05% p/v en HCI 1N a condiciones normales de trabajo realizadas por
diferentes analistas, en dias distintos pero con la misma muestra.

Para repetibilidad también se analizo tres diluciones 7,8 y 9 con las mismas
caracteristicas excepto que fueron analizadas por un mismo analista, en el mismo
equipo, bajo las mismas condiciones de operacion y en un intervalo corto de
tiempo (en un mismo dia).

En ambos niveles se calculé el coeficiente de variacion (C.V.) y la
desviacién estandar (D.S.), aplicando las siguientes ecuaciones:

DS =+ {x—"0MN -2 (7]

donde N es el numero de datos, x los valores de concentracion obtenidos y “x la
media de los mismos valores.

Para el calculo del coeficiente de variacion se aplica la siguiente férmula:

Cv=D.. (8)

X

Entre las concentraciones obtenidas se realiz6 anova y t de Student.

Las medidas de los Limites de deteccibn y de cuantificacion se
determinaron en las diluciones 7,8,9,10,11 y 12, Tabla 2.1, a las cuales aplicé la
ecuacion de la recta obtenida en la regresion lineal para hallar la concentracion

experimental, Tabla 3.15.

Para obtener la concentracién experimental con la que se calcula los dos

limites se aplicé las siguientes formulas®(7):
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Limite de Deteccién: (LD)

LD =3 XD.S. (9)
b
3= factor
D.S.= desviacion estandar
b= pendiente
Limite de cuantificacién: (LC)
LC =10 X D.S. (10)
b
10= factor
D.S.= desviacion estandar
b= pendiente

La robustez se determiné a seis niveles de concentracion (diluciones
7,8,9,10,11 y 12), Tabla 2.1 y se sometieron a tres variables: 1) Temperatura. Las
soluciones fueron sometidas a diferentes temperaturas (T° ambiente, 50°C, 80°C y
100°C) durante 15 minutos, 2) pH, los alcaloides fueron disueltos en soluciones a
diferente concentracién de HCI (0,1;0,5;1 y 1,5 N) 3) Luz UV, las soluciones fueron
sometidos a luz UV 254 durante diferentes tiempos (0,10,60,30,40,50 y 60min).
Se analizaron las graficas de barrido de 200 a 400nm de longitud de onda por
ANOVA.

2.2 Preparacion de (CAT)

El CAT suministrado por el area de fitoquimica del IIFB, por ser insoluble en
agua fue preparado en forma de suspension, en combinacién con diferentes
agentes apropiados para la administracion v.o. que facilitan su manipulacién. La
misma fue almacenada bajo refrigeracion a 4°C y utilizada dentro del periodo de
dos semanas considerado satisfactorio para el mantenimiento de su estabilidad y
calidad®.
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2.3. Formulacién de la suspension de CAT

CAT (1000 mg); polisorbato 20 (0,06mL); jarabe simple (0,36mL); glicerina
bidestilada (0,45mL); aceite de maiz (0,63mL), estas proporciones fueron
calculadas para 66,7%pl/v .

Una vez pesado el CAT segun la dosis requerida (1,5;5 y 10g/Kg) se
suspendi6 en la mezcla de excipientes®, toda esta preparacion fue calentada a 50
°C en bafio maria bajo agitacién enérgica y continua.

Para los grupos control solo se prepar6 el vehiculo sin el CAT

2.4. Posologia

En el ensayo de toxicidad aguda a dosis fijas se prepararon diferentes
concentraciones siendo estas de 20; 66,7 y 133,3 % p/v, de manera que se
tuvieron dosis fijas de 1,5; 5 y 10 g/Kg p.c.. Para los ensayos de toxicidad
subaguda a 28 dias, neurotoxicidad, toxicidad subcronica y toxicocinética en
ratones se prepard a 66,7%, para conejos se prepar6 a 60%. EI volumen de
administracién fue de 0,75 mL/100g p.c.?? El tiempo de tratamiento se someti6 al

tipo de estudio.
2.5 Preparacion de la especie animal

El estudio de toxicidad se realiz6 en ratones de la linea Swis albinos adultos
jovenes y sanos de ambos sexos 121 hembras nuliparas y 41 machos, con 8
semanas de edad y 22 +/- 4,4g de peso corporal. El estudio toxicocinético se
realiz6 en 70 ratones hembras, las cuales presentaron las mismas caracteristicas
anteriormente mencionadas y 3 conejas hembras Californianas de 6 meses con
un peso promedio de 3 +/- 0,6Kg. Todos los animales fueron provistos por el
bioterio del IIFB de la Facultad de Cs. Farmacéuticas y Bioquimicas de la UMSA.

2.6. Condiciones del ambiente y alimentacion
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Los ratones fueron aclimatados a 22 +/- 3°C de temperatura, con
iluminacién artificial en una secuencia de 12 horas luz y 12 horas oscuridad. Se
dio una dieta alimentaria corriente para animales de laboratorio y agua potable ad
libitum %3. Los mismos fueron agrupados en jaulas por dosis en un ndmero no
mayor a 5 por jaula, 5 dias previos al inicio de la administracion para que se
habitden a las condiciones de estudio, cada animal fue marcado con &cido picrico,
en el estudio de toxicidad los animales fueron privados de alimentos pero no de
agua entre 1 hora previa hasta 1 hora posterior a la administracion®.

Los conejos fueron aclimatados a 20 +/- 3°C de temperatura, se aplico
iluminacién artificial con una alternancia de 12 horas luz y 12 horas oscuridad, los
animales fueron colocados en jaulas individuales®’. En cuanto a la alimentacién
no se proveyeron de alimentos 8 horas antes y 1 hora posterior a la administraciéon

del extracto y se dio agua potable ad libitum .
2.7 Toxicidad oral aguda

El estudio preliminar se disefié siguiendo el esquema de la Figura 2.1 en
base a la propuesta por la OECD®. Se administré una dosis a tres niveles (1,5; 5
y 10g/Kg), a un ratdbn hembra y un raton macho, se observo cuidadosamente,
durante 24 horas entre administraciones, los signos clinicos y alteraciones del

comportamiento de los mismos.

Figura 2.1 Estudio preliminar de toxicidad aguda de CAT

24 horas 24 horas
l después l después l
Dia 1 Dia 3 Dia 5
1 animal hembra 1 animal hembra 1 animal hembra
1500 mg/Kg 5000 mg/Kg 10000 mg/Kg
24 horas 24 horas I 24 horas
Dia 2 Dia 4 Dia6
1 animal macho 1 animal macho lanimal macho
1500 ma/Kg 5000 mg/Kg 10000 mg/Kg
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2.7.1 Estudio principal

Se inocul6 por via oral de manera gradual a grupos de cinco animales por
sexo (5 hembras y 5 machos), tres niveles de dosis (1,55 y 10 g/Kg p.c.) y 6
animales (3 hembras y 3 machos) para el grupo control, como se observa en la
Figura 2.2 manteniendo de esta manera los niveles de dosis del estudio
preliminar, encontrados adecuados para su aplicacion al estudio principal, asi
también la dosis inicial la cual previno la aparicién de ciertos signos de toxicidad o

26, 38, 39, 40, 41

efectos tdxicos graves Después de transcurridos 16 dias posteriores

a la administracién los animales fueron sacrificados %> 43

, se realizé la autopsia y
los 6rganos fueron diseccionados y fijados en formol al 10% para el estudio

histopatologico.

Figura 2.2 Estudio principal de toxicidad aguda de CAT

l Después de l Después de l
24 horas 24 horas
Dia 1 Dia 3 Dia 5
5 animales hembra 5 animales hembra 5 animales hembra
1500 mg/Kg 5000 mg/Kg 10000 mg/Kg
24 horas 24 horas I 24 horas
Dia 2 Dia 4 Dia 6
5 animales macho 5 animales macho 5 animales macho
1500 mg/Kg 5000 mg/Kg 10000 mg/Kg

En la autopsia, se tomaron en cuenta las caracteristicas macroscopicas
generales, como aspecto, peso humedo, color y tamafio del higado, rifiones,
estémago, cerebro y bazo.

2.8 Toxicidad oral a dosis continua durante 28 dias

Para la toxicidad a dosis continua, el estudio fue conducido de acuerdo al
método de la OECD 407 durante 28 dias®. Se realizé6 un ensayo limite a 5g/Kg
p.c. por dia v.o. considerado adecuado para este ensayo™*.
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Se emplearon ambos sexos de animales, agrupados en jaulas de cinco
individuos cada una, se controlaron los signos clinicos cinco dias antes de iniciar
el estudio y se administré la formulacion con cénulas via oral, 28 dias, cinco dias a
la semana, diariamente a la misma hora, durante cuatro semanas, las
observaciones se realizaron de forma individual para cada animal se registré el
estado de salud de los mismos y el peso fue monitoreado semanalmente.

Una vez transcurridos los 28 dias de administracion se diseccionaron los
organos de todos los animales, entre los cuales se selecciond, el higado, rifiones,
estbmago, cerebro y bazo, inmediatamente fueron enjuagados y separados de
tejidos adheridos con suero fisioldgico, se observaron las caracteristicas generales
como tamafio, aspecto, color y se midio el peso humedo, posteriormente todos los
organos fueron fijados en formol al 10% para el examen histopatoldgico.

2.9 Toxicidad oral subcrénica a dosis continua durante 90 dias

Para el desarrollo del ensayo de toxicidad oral subcrénica a dosis continua

durante 90 dias tipo “ensayo limite” %

, Se emplearon un total de 13 ratones
hembras y 13 ratones machos expuestos al extracto de alcaloides de los cuales 3
hembras y 3 machos fueron los grupos satélite y como grupo control 5 ratones
hembras y 5 ratones machos, para ambos grupos los animales fueron
seleccionados al azar y separados en jaulas de maximo cinco individuos. Se
administré diariamente, por 90 dias, 100 mg de CAT v.o. con canulas y 0,15 mL
de vehiculo al grupo control, cinco dias por semana, durante 18 semanas. Se
realizaron las observaciones clinicas antes de la primera exposicion y una vez por
semana durante las 18 semanas del ensayo, todas las pruebas funcionales se

26, 40, 41

monitorearon de acuerdo a la evaluacién hipocratica Los signos clinicos

que consistieron en probar la reactividad sensorial frente a diferentes estimulos**°
fue evaluada antes de la primera inoculaciéon y una vez cada semana después de
la novena semana de exposicién?®, incluido el peso corporal y las pruebas de

evaluacion neurotoxicologica descritas mas adelante, todas estas observaciones
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fueron registradas en una ficha individual para cada animal (ANEXO 1.1), al
término de las 18 semanas los animales fueron sacrificados ** %3,

En la autopsia se observaron los aspectos macroscoépicos del animal y de
los érganos, estébmago, higado, bazo, rifilones y cerebro e inmediatamente
diseccionados fueron lavados y separados de tejidos adheridos con suero
fisiol6gico, posteriormente se midié el peso humedo de los 6rganos y se los fijo
en formol al 10% para los estudios histopatolégicos.

Simultaneamente a la diseccién se extrajo aproximadamente 1mL de
sangre por puncién cardiaca con heparina y se determiné la concentracion
estacionaria del CAT en el suero, para tal efecto se aplic6 una extraccidén

alcalina®’ como se detalla en el método de toxicocinética.

2.10 Evaluacién de la neurotoxicidad

Para la evaluacion neurotdxica se siguié el método OCDE TG 424 y se
realizaron tres pruebas indicadas para la evaluacion de funciones motoras como el
ensayo de caida del alambre (hanging wire), prueba de la chimenea (chimney test)
y la evaluacion para las emociones como la prueba del campo abierto con
agujeros (hole board) *® *° *° fue realizada dos veces a la semana y el peso

corporal fue monitoreado semanalmente.

2.10.1 Prueba del alambre “hanging wire test”

El instrumento utilizado consiste en un alambre de 30cm de largo, sujeto a
dos palos de madera paralelos, a 27cm de altura, unidos por un tabléon de madera
de 50cm de largo.

Una vez inoculados los ratones con el vehiculo (0,15 mL) o con 100mg de
CAT /dia y luego de 30 minutos, cada animal fue colocado en el centro a lo largo
del alambre y se registrd el tiempo en el cual llegaron a uno de los extremos. El
monitoreo se realiz6 dos dias a la semana, una semana previa a la administracion

y durante las 4 semanas posteriores u 8 Ultimas semanas (tox. 90 dias). Esta
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prueba evalla la fuerza muscular y la habilidad prensil de los animales “.

(ANEXO 1.2)

2.10.2 Prueba del tubo “Chimney test”

El instrumento utilizado consiste en un tubo de vidrio de 30cm de largo, con
un diametro de 3cm, con los dos extremos abiertos.

Una vez inoculados los ratones con el vehiculo o el extracto y, luego de 30
minutos, cada animal fue colocado en un extremo del tubo cogido por la base de
la cola y liberado para que atraviese a lo largo del tubo orientado de forma
horizontal, hasta asomar el hocico al extremo contrario, inmediatamente el tubo
fue inclinado de forma vertical y, se registro el tiempo durante el cual los ratones
subieron en retroceso por el tubo apoyando la espalda. Esta prueba evallua el
equilibrio, fuerza muscular, tono y coordinacién de movimientos™'. El monitoreo se

realizé en el mismo tiempo que la anterior prueba. (ANEXO 1.3).

2.10.3 Ensayo de campo abierto con agujeros “Hole board test”

El instrumento utilizado consiste en una caja de madera de 33 x 37cm, con
paredes de 8cm de alto, cuyo superficie presenta 12 orificios equidistantes de 2cm
de diametro.

Una vez inoculados los ratones con el vehiculo o el extracto y, luego de 30
minutos, cada uno de ellos fue colocado en el centro de la superficie de la caja.
Se evalud durante 3 minutos, el comportamiento exploratorio y se registraron el
numero de veces que introdujeron la cabeza en los agujeros “®. El monitoreo se lo
realiz6 una semana antes y cuatro semanas posteriores a la administracion del
CAT. (ANEXO 1.4)
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2.11 Histopatologia

Para la ejecucion del estudio histopatolégico se contd con la colaboracién
del Instituto Gastroenteroldgico Boliviano Japonés. Los 6rganos fijados en formol
al 10%° fueron inicialmente fotografiados y codificados. Para la observacion
microscoépica se precisd de placas histolégicas para lo cual, se realiz6 cortes
transversales en los tejidos en piezas con un espesor de 4mm, las cuales fueron
colocadas en cajas tipo red plasticas para sumergirlas en una solucién de formol al
10% ligeramente caliente, durante 15 minutos, luego fueron enfriadas a chorro de
agua durante 10 minutos y sometidas al procesador de Grganos
(AUTOTECNICON “SHANDOM?” citadel de Shandom 2000) y su paso a través de
diferentes reactivos quimicos para la fijacion, deshidratacion y aclaracién, durante
16 horas, como se observa en la Figura 2.3.

Figura 2.3 Proceso de fijacion, deshidratacién y aclaramiento de los tejidos

PROCESADOR DE ORGANOS

12 ( 1h30") 1(2h)

11 (2h) 2 (1h30)

10 (1h) 3(1h)

9 (1h) 4(1h)

8 (Lh) 5 (Lh)

7 (1h) 6 (2h)
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Posteriormente los cortes fueron incluidos en parafina fundida hasta su
solidificacion, dando lugar a la formacion de bloques de parafina sélida a los
cuales se adhirieron los tacos de madera. Luego se realiz6 cortes por microtomia
(Microtomo, LEICA Mod RM 2135) de 3 a 4 um de espesor, estos cortes fueron
extendidos en bafio maria a una temperatura <50°C y colocados en las placas de
vidrio calentados en estufa de 56 a 60°C por 10 min, para luego proceder a la
tincion de los cortes, previamente las mismas, fueron colocadas en soportes para
ser sumergidas en una bateria de tincién °%, segtn el orden detallado en la Figura
2.4,

Figura 2.4 Tincion de los tejidos
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Los cortes se someten a xilol, luego a etanol a diferentes concentraciones, a hematoxilina,
acido clorhidrico, agua, etanol, luego a eosina, nuevamente a diferentes concentraciones
de alcohol y finalmente a xilol.

Una vez evaporado el xilol los cubreobjetos fueron asegurados con aceite
de ricino y se realiz6 el analisis microscoépico (Microscopio NIKON OPTIPHOT) de

los tejidos.
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2.12 Toxicocinética

En este estudio se emplearon 30 ratones Swis albinos, hembras nuliparas
con un peso de 20+4,4g y 8 a 9 semanas de edad, se administr6 a cada animal
100mg de CAT, vy se sacrifico 5 ratones a diferentes tiempos (1,3,5,7,9,11 horas)
de los que se extrajo aproximadamente 1 mL de sangre por puncién cardiaca y se
realizé la extraccion en medio alcalino.

De 1mL de sangre extraida y centrifugada en tubos de hemdlisis (2500 rpm;
5min) (Centrifugadora Jouan AFAQ CR31), se separé el suero 200uL, se afiadio
KOH 1N 50uL, se agit6é en vortex (1min), posteriormente se adiciono la mezcla de
n-hexano/isopropanol (98:2) 1,3 mL, se mezclé en vortex (1min) y centrifugé a
(3000 rpm;10 minutos), al mismo tubo se afiadié n-hexanol/isopropanol (98:2)1,2
mL y mezclé en vortex durante un minuto e inmediatamente se centrifugd
(3000rpm;10min) y se congelé a -50°C (24h), la porcion liquida fue vaciada a
tubos de vidrio nuevos para la evaporacion de la solucion de extraccidén en estufa
(FAETA) a 50°C, tras la evaporacion los tubos fueron enjuagados con HCl 1N 1mL
y agitados en vortex (30seg) antes de la lectura por espectrofotometria UV-Vis
(200 a 400nm) (Espectrofotometro Cintra 5). De las lecturas obtenidas se calculd
los promedios y se determiné los parametros toxicocinéticos.

Se determiné la concentracion de alcaloides acumulados en el suero de 45
ratones (40 tratados; 5 controles) expuestos a 100mg de CAT/dia v.o. y 0,15 mL
de la mezcla de excipientes durante 14 dias de administracion continua

También se determind la concentracién por administracion Gnica de 100mg
de CAT v.o0. a 15 ratones, los cuales fueron sacrificados cada 24 horas

Para el estudio realizado en los conejos se administré, por sonda
orogéastrica, 3g de CAT en 5mL de la mezcla de excipientes descritos
anteriormente, a conejos con un peso aproximado de 3Kg, transcurridas las
0,1,3,5,7,9,11 y 24h posteriores a la administracion se obtuvo muestras de 3mL de
sangre, las cuales se centrifugaron (2500rpm ;5min), se separé el suero 500uL de
cada una de ellas y se aplico el método de extraccion alcalina®’.
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2.13 Analisis estadistico

Los parametros estudiados estuvieron sujetos a analisis estadistico por t de
Student, Analisis de varianza y Regresion multiple asi también para la obtencion
de los pardmetros toxicocinéticos se aplicaron los programas Excel, SPSS 11.5
para Windows y Statistic.
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CAPITULO 1l

RESULTADOS Y DISCUSIONES
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3.1 Validacion del método analitico cuali-cuantitativo de CAT por
espectrofotometria UV-vis

Se han tomado en cuenta mediciones de las absorbancias de Luz de
Ultravioleta entre 330-335nm de CAT a las diferentes concentraciones
especificadas en cada prueba.

Los resultados del calculo de linealidad se reflejan en la Tabla 3.1 donde se
obtuvo un coeficiente de correlacion mdltiple igual a 0,999 y un coeficiente de
determinacién de 0,997 los cuales indican una relacién lineal entre la absorbancia
y la concentracién, puesto que a mayores concentraciones los coeficientes de
correlacion multiple y de determinacion se alejan de la unidad ademés de acuerdo
a los valores del intercepto y la variable X 1 se construye la recta que se aplicara
para el célculo de las concentraciones Figura 3.1, esta aseveracién se confirma
con los resultados obtenidos del Andlisis de varianza de la regresion lineal donde
el valor F obtenido es mucho mayor al valor critico (ANEXO 11.1).

Tabla 3.1 Regresion lineal del método espectrofotométrico para la
determinacion de CAT

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple 0,999
Coeficiente de determinacién r* 0,997
r* ajustado 0,997
Error tipico 0,0299
Observaciones 6
Parametros Coeficientes
Intercepcion 0,0459
Variable X 1 0,174
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Linealidad (Abs vs concentracion)
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Figura 3.1. Relacion lineal entre la absorbancia y la concentracion de CAT

Como se observa en la Tabla 3.2, para la determinacion de la exactitud a
3 niveles de concentracion (1,95; 3,91 y 7,81ug/mL) por cuadruplicado, se puede
advertir desviaciones estandar de las concentraciones inferiores al 1%, errores
relativos superiores a mayores concentraciones e inferiores a +2% a 1,953ug/mL
considerado 6ptimo?®® para métodos analiticos, ademas de porcentajes de

recuperacion cercanos a 100%. (ANEXOII.2)

Tabla 3.2. Exactitud del método de espectrofotometria UV para la
determinacion de CAT

Concentracion pg/mL
1,953 3,906 7,812
Promedio+D.S. 1,950+0,212 3,810+0,401 7,13+0,659
E.R.(%) -0,15 -2,46 -8,7
Recuperacion(%) 99,8 97,5 91,3

D.S., desviacion estandar, E.R., error relativo.

La precision intermedia reflejada en la Tabla 3.3 fue establecida al

comparar los resultados de 4 mediciones obtenidas en diferentes tiempos
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(diferente dia) a tres niveles de concentracion de CAT, donde no se observa
diferencias significativas entre las cuatro mediciones (t de Student, anova),
ademdas se obtuvieron coeficientes de variacion inferiores al 5%. (ANEXOII.3)

Tabla 3.3 Precision intermedia del método espectrofotométrico para
la determinacion de CAT

Concentracion (pg/mL)

1,953 3,906 7,812
Dia 1° promedio 2,066 4,130 7,675
Dia 2° promedio 1,993 4,012 7,436
F exp 1,199 1,180 2,504
P(F<=f) 0,315 0,319 0,165
Valor critico para F 5,987 5,987 5,987
Observaciones 4 4 4
Desviacion estandar 0,096 0,156 0,235
Coeficiente de variacion (%) 4,747 3,834* 3,109*
Estadistico t 2,353 1,086 1,583
P(T<=t) dos colas 0,354 0,357 0,212
Valor critico de t (dos colas) 3,182 3,182 3,182

(*)Los valores de los coeficientes de variacion obtenidos son inferiores a 5%.

La repetibilidad reflejada en la Tabla 3.4 fue establecida al comparar los
resultados de 4 mediciones obtenidas en diferentes tiempos (mismo dia) a tres
niveles de concentraciéon de CAT, donde no se observa diferencias significativas
entre las cuatro mediciones (t de Student y anova) y sus coeficientes de variacion
son inferiores a 5%. (ANEXO 11.4)

Tabla 3.4 Repetibilidad del método espectrofotométrico para la
determinacion de CAT.

Concentracion (pg/mL)

1,953 3,906 7,812
Tiempo 1° 2,087 4,097 7,631
Tiempo 2° 2,027 3,912 7,575
F exp 0,872 5,825 0,197
P(F<=f) 0,387 0,052 0,673
Valor critico para F 5,987 5,987 5,987
Observaciones 4 4 4
Desviacion estandar 0,091 0,141 0,167
Coeficiente de variacion (%) 4,430* 3,519* 2,200*
Estadistico t 0,934 2,413 0,443
P(T<=t) dos colas 0,403 0,073 0,688
Valor critico de t (dos colas) 2,776 2,776 3,182

(*)Los valores de los coeficientes de variacion obtenidos son inferiores a 5%
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En cuanto al limite de deteccién y cuantificacién se obtuvo valores iguales a
0,516pg/mL y 1,72ug/mL respectivamente, por lo tanto el limite confiable con
precision y exactitud aceptable al cual se cuantifica CAT es >1,72ug/mL y se
detecta CAT a >0,516ug/mL, en cuanto a los valores superiores se pudo observar
que no existe variacion de la relacidn lineal entre la absorbancia y concentraciéon
de CAT hasta 7,81ug/mL. (ANEXO 11.5)

En cuanto a la robustez, las lecturas realizadas a diferentes
concentraciones de acido y a diferentes concentraciones de CAT como se observa
en la Figura 3.2, presentan significancia (p<0,05; anova), excepto en las lecturas
a concentraciones menores, 0,244ug/mL, por lo tanto la variacion del pH provoca
variaciones en la absorbancia de CAT por otra parte es recomendable realizar las
determinaciones con HCI| 1N, puesto que a esta concentracién de acido existe

menor variacion. (ANEXO I11.6)

Influencia del pH en la determinacion de CAT

1,6
1,4 - Al
1,2
©
S 1 /
c
I
2 0,84 o
2 P
o 0,6
2 /
0,4 A
021%* '"/
’ ) ’_,\/v
Y-
0+ .
0 2 4 6 8 10

ug/mL

Figura 3.2 Influencia del pH en las absorbancias de las soluciones [(—) 0,1N,
() 0,5N, ("IN y (1)1,5N;n=3]. Todos los niveles de concentracién presentan
diferencias significativas (p<0,05;anova) excepto (*).

En cuanto a los resultados de la variacidén de la concentracion por fotdlisis
Figura 3.3 y por termolisis Figura 3.4, no se observaron diferencias significativas,

-50 -

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

excepto en fotdlisis a 0,244 ug/mL de concentracion por lo tanto probablemente la
radiacion de luz UV provoca variaciones en la absorbancia a menores
concentraciones. (ANEXOS 1.7 y 11.8)

Influencia de la luz UV en la determinacion de CAT

16
14
12 4
1
0,8 1
0,6 -
0,4 -
0,2 |

0 ‘ ‘ \ \ \
0 2 4 6 8 10

Absorbancia

ug/mL

Figura 3.3 Influencia de la luz UV en las absorbancias de las soluciones
[(4)0min, (---)10 min, (=)20 min, (—)30 min, ()40 min, (—)50 min y (--) 60min;
n=4]. (*) Presenta diferencia significativa (p<0,05;anova).

Influencia de la temperatura en la determinacion de CAT
1,2 -
1 4
© 0,8
[8)
e
S 0,6 X
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Figura 3.4 Influencia de la temperatura en las absorbancias de las
soluciones [(—)T°amb, (—)50°C, (-)80°C, (—)ebullicién; n=3].
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3.2 Toxicidad aguda

El CAT se caracteriz6 por baja toxicidad cuando se administré por via oral,
puesto que en ninguna de las dosis ensayadas (1,5;5 y 10 g/Kg) hubo mortalidad
de los animales.

En funcién del buen perfil de seguridad obtenido por CAT en el estudio
preliminar, se procedid al estudio principal, donde los resultados obtenidos
reflejados en la Tabla 3.5, muestran 100% de sobrevivencia a dos niveles de
dosis oral unica (1,5 y 5 g/Kg), como especifican los métodos de la OECD y un
nivel adicional de 10 g/Kg, no se encontrd toxicidad manifiesta ni muerte. Por lo
tanto, de acuerdo a la clasificacion SAM (Sistema Armonizado Mundial) el CAT se
considera como una sustancia “no clasificada” con arreglo al SAM por los altos
niveles de dosis tolerados, por lo tanto el CAT no presenta amenaza de toxicidad.

Segn nuestros resultados, por via oral tiene un DLsy superior a 10g/Kg >* 2,

Tabla 3.5. Efecto letal de la dosis Unica de CAT a diferentes niveles de dosis
administrados v.o. en ratones

Dosis de CAT Numero de animales Numero de animales Porcentaje

Sexo (g/kg) tratados muertos d_e _
sobrevivencia

Hembras 0 3 0 100%
Hembras 15 5 0 100%
Hembras 5 5 0 100%
Hembras 10 5 0 100%
Machos 0 3 0 100%
Machos 15 5 0 100%
Machos 5 5 0 100%
Machos 10 5 0 100%

CAT, Extracto de alcaloides totales de corteza de Galipea longiflora

Por otro lado las observaciones clinicas segtn el test hipocratico®®4%4*

descartan alteraciones a nivel de ojos y oidos, sin embargo existié piloereccién
tanto en el cuello y en todo el cuerpo como lo refleja la Tabla 3.6, con mayores
porcentajes el dia de la administracién y los primeros cuatro dias posteriores, que
fueron disminuyendo paulatinamente, con apariciones intermitentes y en bajo

porcentaje.
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Tabla 3.6. Piloereccion en el cuello y en todo el cuerpo en ratones expuestos
a dosis Unicade CAT a diferentes niveles administrados por v.o. en ratones

Dosis de CAT
Sexo (9/KQg) Tiempo (dias, porcentaje de respuesta)
1 2 3 4 5
+ ++ + ++ + ++ + ++ + ++

Hembras 0 33 - 33 - - - - - - -
Hembras 15 100 - - - - - - - - -
Hembras 5 60 20 20 - 20 - 20 - - -
Hembras 10 100 - 40 - 20 - 20 - - -
Machos 0 33 - - - - - - - - -
Machos 15 - - - - - - - - - -
Machos 5 60 - 60 - 40 - 40 - - -
Machos 10 80 20 80 20 20 20 - - - -

(++), piloereccion definitiva en la region del cuello; (+), piloereccion de todo el pelo del animal.

Como se observa en la Figura 3.5 se encontr6 mayores porcentajes de
individuos con piloereccién en todo el cuerpo (60, 80 y 100%) el primer dia del
ensayo, a dosis de 5 y 10g/Kg en hembras y machos disminuyendo
paulatinamente a 0% a partir del 12% dia hasta finalizado el ensayo. Se torné
bruscamente imperceptible en machos y hembras al 4° y 8" dia a 10g/Kg y a
5g/Kg al 8"° y 12% dias respectivamente. Sin embargo 33% de los controles, de
ambos sexos presentaron piloereccion el primer dia con descenso hasta 0% al 4°
dia.

Existe significancia estadistica (p<0,05; regresion multiple) en funcion al dia
de observacion indistintamente de las dosis, lo cual sugiere la existencia de
estimulacion neurovegetativa®® el dia de administracion de CAT, no obstante como
lo mencionamos anteriormente 33% de ratones de los grupos control presentaron
piloereccion, para descartar estimulacion debida al CAT se compararon los grupos
controles con los grupos de ratones inoculados a los tres niveles de dosis el
mismo dia de la administracién, sin embargo los resultados no permiten aseverar
diferencias entre los controles y los animales tratados. Es posible atribuir este
efecto al malestar general ?° provocado por la presencia fisica del CAT que altera
su dieta habitual, o al estrés producido durante la administracion el 1* dia del

ensayo™.
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Figura 3.5 Porcentaje de ratones machos (izquierda) y hembras (derecha) con piloereccion
inoculados con CAT [ (—)1,50/Kg, (—) 59/Kg, (—) 10g/Kg; n=5]; en comparacion con los controles
[ () 0g/Kg; n=3] y su monitorizacién durante los 16 dias posteriores a la administracién Gnica v.o.

Entre otros parametros fue notoria la presencia de orina de color amarilla
intensa y turbia con olor fétido que segun la literatura caracteriza la presencia de
nefrosis o caquexia™, para descartar dafio a nivel renal se realizé el estudio
histopatologico de los tejidos el cual seré detallado més adelante.

Entre los signos clinicos adicionales a los del test hipocréatico, también se
observa distensiéon abdominal, como lo refleja la Figura 3.6, donde 80% de
individuos hembras y machos inoculados v.0. con 10g/Kg de CAT presentaron
distensién abdominal disminuyendo paulatinamente a 20% el 12%° a 16% dia en
machos y a 0% el 8" dia en hembras, ademas 60% de hembras expuestas a
159/Kg y 5g/Kg de CAT también presentaron distension disminuyendo
paulatinamente dias posteriores a la administracion. Segun el analisis estadistico,
la diferencia en el porcentaje de animales con distension abdominal fue
significativamente mayor (p<0,05; anova) en los que recibieron las distintas dosis
de CAT frente a los controles. Sin embargo, Unicamente el dia de la inoculacion,
la diferencia entre estos dos grupos (tratados y controles) fue significativa (p<0,05;
t de student) en hembras a 1,59/Kg y en machos a 5g/Kg y no asi a todos los
niveles de dosis, comprobando de esta manera, la ausencia de una relacién

proporcional entre la distension abdominal y la dosis, lo cual nos permite descartar
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un efecto tdéxico causado por el CAT. Por otro lado, la diferencia en el porcentaje
de animales con distensién es significativamente mayor (p<0,05; regresion
multiple) el dia de la administracion disminuyendo en el transcurso del ensayo, lo
cual nos permite atribuir a la retencién de gases por el efecto mecanico producido
por la consistencia de la preparacion oleosa y la alteracion de su dieta habitual por
adicion de CAT.

TORICIDAD AGUDA TOHAICIDAD AGLUDA
DISTEMNSION ABD O NAL DISTENSIOM ABDORI MAL

RATOMES MACHOS RATOMES HEMBRAS

\aa 100

G0 o 20 4

&0 d &0 4

40 4 40 -

Animales con distensidn ahdominal (35

1 i é |': 1A 1 4-. é I.ﬂ 16

Animales con digtensidn abdominal (%)

Tiempo de obsarvacion (diss) Tiempa de ohasrvacion (dias)

Figura 3.6. Porcentaje de ratones machos (izquierda) y hembras (derecha) con distension
abdominal, inoculados con CAT [ (—)1,59/Kg, (—) 5g/Kg, (—) 10g/Kg; n=5]; en comparacién con los
controles [ (—) Og/Kg; n=3] y su monitorizacion durante los 16 dias posteriores a la administracion
Gnica v.o.

Asi mismo por via oral la dosis sin efectos adversos observados
(NOAEL)® fue de 10g/Kg de CAT, la dosis maxima tolerada (MTD), fue de
10g/Kg y la dosis letal minima (MLD)?’, se asume se encontraria por encima de la
maxima dosis estudiada en el presente trabajo (>10g/Kg).

3.3 Toxicidad a dosis continua durante 28 dias

Los resultados reflejados en la Tabla 3.7 demuestran que no hubo
mortalidad en ratones inoculados diariamente v.o. con 5g/Kg de CAT durante 28

dias. Por lo tanto se descarta efecto letal a esta dosis en el presente estudio.
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Tabla 3.7 Efecto letal en ratones expuestos a 5g/Kg de CAT por 28 dias.

Dosis de CAT Numero de animales Numero de animales Porcentaje
Sexo (g/kg/dia) tratados muertos de sobrevivencia
HEMBRAS 5 5 0 100%
HEMBRAS 0 5 0 100%
MACHOS 5 5 0 100%
MACHOS 0 5 0 100%

3.4 Toxicidad oral subcrénica a dosis continua durante 90 dias

Los animales de ambos sexos expuestos durante 90 dias a una dosis diaria
de 5g/Kg p.c. de CAT presentaron 92% de sobrevivencia, Tabla 3.8. A diferencia
del resto de los animales que fueron sacrificados al término del ensayo en los
cuales no se observaron cambios significativos en los parametros clinicos excepto
presencia de neumatosis gastrointestinal, los animales que murieron antes de
finalizado el estudio (9™ y 17™® semanas) presentaron orejas palidas, caquexia,
dia antes orina de color amarilla intensa, heces oscuras y debilidad capilar.
Algunos ratones que recibieron esta misma dosis, 5g/kg, manifestaron sintomas
menores de toxicidad que comprenden diarrea intermitente e hipoactividad
parcial®’. En cuanto a la piloereccién y la distensién abdominal, estas se
presentaron los primeros dias de administracion en bajos porcentajes de la
poblacién. No obstante ambos grupos tratados como controles aparentaron estar
saludables durante y al final del estudio. De acuerdo a los alentadores resultados
obtenidos por administracion de dosis altas de CAT nos animariamos a advertir un
amplio margen terapéutico en relacion al ICsy obtenido en trabajos anteriores, sin
embargo esta aseveracion probablemente es prematura tomando en cuenta que

estos valores fueron obtenidos in vitro °.
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Tabla 3.8 Efecto letal en ratones expuestos a 5g/Kg de CAT por 90 dias

Dosis CAT Numero de Numero de Porcentaje

(g/kg/dia) animales tratados animales muertos de sobrevivencia
HEMBRAS 5 13 1° 92%
HEMBRAS 0 5 0 100%
MACHOS 5 13 1° 92%
MACHOS 0 5 0 100%

2 Cantidad total administrada 4,2g de CAT (9™ semana); ® cantidad total administrada 8,5g de CAT
(17™ semana).

3.5. Efectos de la toxicidad subcrénica
Consumo de alimentos

Los animales expuestos a dosis diarias v.o0. de 5g/Kg de CAT por 90 dias,
presentaron una disminucion significativa (p<0,05;anova) en el consumo de
alimentos durante el desarrollo del ensayo. Sin embargo esta disminucion
también se presentd en el grupo de ratones control, comparando ambos grupos y
segun el analisis estadistico no existe diferencia significativa (t de Student).
Probablemente esta disminucién sea resultado de una sensacion de plenitud
provocada por presencia de la preparacion oleosa y no asi por efecto unico del
CAT. Figura 3.7. La diferencia fue significativa (p<0,05; anova) en general entre
hembras y machos, siendo estos ultimos los que consumen aproximadamente 5g

mas en comparacion con las hembras indistintamente de la exposicion a CAT.

-57-

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Consumo de alimentos
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Figura 3.7 Media del consumo de alimentos en ratones hembra (izquierda) y macho
(derecha) expuestos a CAT [(—) 5g/kg; n=13] en comparacién con los grupos control [(—)

0g/Kg; n=5 (0,15 mL del vehiculo) durante 18 semanas.

Consumo de agua

En cuanto al consumo de agua al inicio del estudio es evidente un
incremento en el volumen las primeras semanas y una disminucién significativa
(p<0,05; regresién multiple) y paulatina dias posteriores. Por otro lado el volumen
de agua consumido por los ratones inoculados v.o. con 5g/Kg de CAT por 90 dias,
fue menor, la aparente disminucion del consumo de agua por ratones inoculados a
esta dosis en comparacidn con controles no es estadisticamente significativa. Por
lo cual esta ligera variacion en la ingesta de agua durante el desarrollo del ensayo

nos permite sugerir descartar una influencia importante del CAT en el consumo de

agua. Figura 3.8
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Figura 3.8 Media del consumo de agua en ratones hembra (izquierda) y macho (derecha)
expuestos a CAT [(—) 5g/kg; n=13] en comparacion con los grupos control [(—) 0g/Kg; n=5 (0,15 mL
del vehiculo) durante 18 semanas.

3.6 Neurotoxicidad

Prueba de caida del alambre

En cuanto a las pruebas de neurotoxicidad, los resultados de la “prueba de
caida del alambre” muestran una diferencia significativa (p<0,05;anova) del tiempo
de desplazamiento por el alambre en animales expuestos v.0. a 5g/Kg de CAT,
principalmente en machos frente a los controles (0g/Kg) los primeros dias de
observacion, no obstante disminuye lentamente conforme transcurren los 28 dias
del estudio formando picos intermitentes, es por tanto una respuesta significativa
(p<0,05; regresién mdltiple) en funcion al dia de exposicion y la disminucién de
agilidad podria ser atribuida a la presencia de CAT, por otra parte no se podria
aseverar disminucion de la fuerza muscular o habilidad prensil debido a la

ausencia de caidas durante el desarrollo del ensayo. Figura 3.9
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Figura 3.9 Media del tiempo de desplazamiento por el alambre en ratones hembras (izquierda) y
machos (derecha) expuestos a CAT [(—) 5g/Kg; n=13] en comparacién con los grupos control [(—) O
g/Kg; n=5 (0,15 mL del vehiculo) por 28 dias.
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Figura 3.10 Media del tiempo de desplazamiento por el alambre de ratones hembras (izquierda) y
machos (derecha) expuestos a CAT [(—) 5g/Kg; n=13] en comparacién con los grupos control [(—) O
g/Kg; n=5 (0,15 mL del vehiculo) durante las ultimas 11 semanas del estudio.

De la misma manera los ratones machos expuestos v.o. a 5g/Kg de CAT
por 90 dias, sometidos a esta prueba presentan tiempo de desplazamiento
significativamente mayor frente a los controles (p<0,05; anova) y las hembras
presentan valores variables en relacion a los machos, con una disminucién

durante las ultimas semanas que no es significativa frente a los controles, en
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general la diferencia en el tiempo de desplazamiento es significativa en funcion al
dia de exposicion al CAT (p<0,05; regresion multiple), siendo mayor los primeros
dias del ensayo y menor al finalizar el mismo. Figura 3.10.

Con los resultados obtenidos de los dos estudios a diferentes tiempos se
observa un aumento de la velocidad de desplazamiento, es decir mayor agilidad,
por otro lado se confirma ausencia de deterioros motores, disminucion de la fuerza
muscular o habilidad prensil, debida a la presencia de 5g/Kg de CAT durante y
después del estudio de toxicidad subcronica (90 dias) y a 28 dias. Por lo tanto
debe tomarse en cuenta que los ratones son renuentes a caer del alambre y que
esto se asume como latencia de caida que refleja el déficit en la fuerza de
asimiento o equilibrio, pero también una reactividad por el miedo puede suprimir la
resistencia a caer y aumentar la velocidad de reaccion y, de esta manera los
ratones tratados con el CAT exhibir una disminucion en el tiempo de
desplazamiento®®.  Probablemente estos datos descarten la presencia de
deterioros motores o estimulantes y los efectos modestos o inconstantes de la
fuerza motora de sujetos expuestos al CAT no Unicamente reflejen medidas de
coordinacion motora y fuerza sino de factores emocionales como resultado de la
perturbacién inevitable de su tranquilidad cotidiana por el procedimiento mismo
gue se confirma al observar similar comportamiento en los controles, los cuales
también presentan aunque menos marcado, un aumento en la velocidad de

desplazamiento (menor tiempo) los ultimos dias del ensayo.

Prueba de la chimenea “Chimney test”

La Figura 3.11. muestra variacion en el tiempo de “ascenso en retroceso”
en ratones hembra y macho expuestos v.0. a 5g/Kg de CAT y a 0,15 mL de
vehiculo (control) durante 28 dias, siendo éste menor en machos expuestos al
CAT en comparacién con los controles en cambio en hembras existio una
elevacion la 42 semana de observacion. Pero no se detectaron diferencias
significativas para las variables sexo y tratamiento vs controles entre las semanas
1era

a 6@y sélo se encontr6 mayor tiempo referido a ascenso en retroceso, en

ratones expuestos diariamente a 5g/Kg de CAT por 90 dias, la 10™ y 11°%%
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semana de estudio con una brusca caida la semana siguiente a la elevacién, (12%

1°® en hembras) en comparacion con los controles una diferencia

en machos y 1
significativa (p<0,05; regresion multiple) en el tiempo de “ascenso en retroceso” en
funcién al tiempo de monitorizacion, siendo mayor las primeras semanas del

estudio. Figura 3.12.

Prueha de la chimenea (28 dias) Prueba de la chimenea (28 dias)
Machos = Herrhras

g @ -

] ki

E o J E a0

5 5

E E

g g

E 100 o E 10 o

2 2

b E]

(=] [=]

£ O E o

2 0 i K A = 0 iz 3 b 5 &
Tiempo de observacian (zemanas) Tiempo de abservacian (semanas)

Figura 3.11 Media del tiempo de “ascenso en retroceso” de ratones hembra (izquierda) y macho
(derecha) expuestos a CAT [(—) 5g/kg; n=13] en comparacion con los grupos control [(—) 0 g/Kg;
n=5 (0,15 mL del vehiculo) durante 28 dias.
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Figura 3.12 Media del tiempo de “ascenso en retroceso” de ratones hembra (izquierda) y macho
(derecha) expuestos a CAT [(-) 5g/kg; n=13] en comparacion con los grupos control [(—) 0g/Kg; n=5
(0,15 mL del vehiculo) durante 18 semanas divididas en 9 etapas del estudio.
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Este aumento en el tiempo de “ascenso en retroceso” supondria una
disminucién de la fuerza muscular, tono y coordinacibn de movimientos, en
animales inoculados con CAT, sin embargo los resultados de la 10™ y 11°°
semanas de observacion no aseveran detrimento de los parametros antes
mencionados por el contrario su conducta fue similar a la de los animales control
durante el resto del ensayo.

Probablemente la presencia de elevacién en el tiempo de superacién de la
prueba por ratones hembra se presente por factores ajenos a la exposicién al

CAT.

Prueba de campo abierto con agujeros “Hole board test”

Los ratones expuestos a 5g/Kg del CAT presentan una diferencia
significativa (p<0,05; t de Student), en el nimero de “head dips” los cuales son
inferiores en comparacion con los ratones control que ascienden, en el transcurso
del ensayo, esta diferencia es significativa (p<0,05; anova) al igual que la
diferencia (p<0,05;regresion multiple) existente en funcion al tiempo de exposicion,
manteniendo similar nimero de “head dips” al final como al principio del ensayo
contrariamente a lo observado en los controles. Por lo tanto la exposicién al
extracto de CAT podria provocar un comportamiento exploratorio pasivo frente a
situaciones que estimularian a ratones no tratados sometidos a un ambiente

novedoso, por lo que podria existir un efecto sedativo en ratones. Figura 3.13
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Frueba de hole board (28 dias) Frueba de hale board (28 dias)
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Figura 3.13 Numero de head dips de ratones hembra (izquierda) y macho (derecha) expuestos a
CAT [(-) 5g/kg; n=13] en comparacion con los grupos control [(—) 0g/Kg; n=5 (0,15 mL del vehiculo)
durante 28 dias divididos en 7 etapas del estudio.

3.7 Peso corporal

En cuanto al peso corporal total, los ratones expuestos a dosis Unicas de
CAT (1,5;5 y 10g/Kg) muestran un aumento progresivo principalmente en machos,
sin embargo entre los animales tratados y los controles no existe diferencia
significativa (t de Student). Por lo tanto la ganancia de peso en los ratones no se
vio alterada en individuos inoculados con dosis Unicas de CAT (1,5; 5y 10g/Kg).
Figura 3.14y 3.15
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Figura 3.14 Media del peso corporal de los grupos de ratonas hembras
inoculadas v.o. a dosis Unicas de CAT [(—) 1,5; (—)5 y (- )10g/Kg; n=5] en
comparacion con los controles [(—)0g/Kg; n=3], monitoreados durante 17 dias
posteriores. Toxicidad aguda.
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Figura 3.15 Media del peso corporal de los grupos de ratones machos
inoculados v.o. a dosis Unica de CAT [(—) 1,5; ()5 y (- )10g/Kg; n=5] en
comparacion con los controles [(—)0g/Kg; n=3], monitoreados durante 17 dias
posteriores. Toxicidad aguda.

El grupo de ratones expuestos 28 dias v.0. a 5g/Kg de CAT frente al grupo
control, no presentd diferencia significativa (t de Student) en hembras ni en
machos, lo que permite sugerir descartar efectos toxicos por ser usado este
pardmetro como indicador de efectos adversos de drogas y quimicos °" % 9

Figura3.16y 3.17
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Figura 3.16 Media del peso corporal de los grupos de ratones hembras expuestas
a dosis diarias v.o. de CAT [(—) 50/Kg; n=5], frente a los controles[(—) 0g/Kg; n=5],
durante 28 dias.
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Figura 3.17 Media del peso corporal de los grupos de ratones machos expuestos a
dosis diarias v.o. de CAT [(—) 5g/Kg/dia; n=5], frente a los controles [(—) 0g/Kg/dia;
n=5], durante 28 dias.

En los animales expuestos 90 dias v.0. a 5g/Kg de CAT durante 18
semanas se observa un aumento significativo (p<0,05; t de student) del peso
corporal frente al grupo control las ultimas 6 semanas del ensayo en ratones

machos por el contrario en ratones hembras muestran un incremento que no es
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estadisticamente significativo con relacion a sus controles (t de Student). Figura

3.18y 3.19
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Figura 3.18 Media del peso corporal de los grupos de ratonas hembras

inoculadas v.o. con dosis diarias [(—)control = Og/Kg/dia n = 5; (—)CAT =
5g/Kg/dia; n=13) durante 18 semanas. Toxicidad subcronica.
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Figura 3.19 Media del peso corporal de los grupos de ratones machos
inoculados v.o. con dosis diarias [(—)control = Og/Kg/dia n = 5; (—)CAT =
5g/Kg/dia; n=13) durante 18 semanas. Toxicidad subcronica. (¢) La diferencia
es estadisticamente significativa frente al control (p< 0,05; test de t de Student).

La disminucion de la ganancia de peso en la segunda semana del estudio
podria deberse a la sensacion de saciedad o plenitud causada por la presencia de
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la preparacién del CAT provocando pérdida del apetito®. Sin embargo es mas
notorio el aumento significativo del peso en machos las uUltimas semanas del
estudio tomando en cuenta los resultados del consumo de alimentos que por el
contrario disminuyen las Ultimas semanas, probablemente este resultado se

presente por un posible efecto metabdlico.

3.8 Estudio de 6rganos

La autopsia de los ratones expuestos a una dosis de 10g/Kg v.o. reveld
presencia de neumatosis gastrointestinal y vasos mesentéricos dilatados, segun el
examen macroscopico los 6rganos no presentaron alteraciones morfolégicas de
los ratones sometidos a diferentes dosis de CAT en comparacion con los
controles.

En cuanto a la variacion de peso de los 6rganos de ratones expuestos a
dosis Unicas de 1,5; 5y 10g/Kg de CAT se observa diferencia significativa (p<0,05;
t de student) en rifiones de machos expuestos a 5g/kg comparados con los
controles 0g/Kg, siendo mayor el peso de los rifiones de ratones tratados en 16%
aproximadamente. Figura 3.20, 3.21y 3.22.

Por otro lado los 6rganos de los ratones expuestos durante 28 dias v.o. a
5g9/Kg de CAT frente a los grupos control tampoco presentaron alteraciones
macroscopicas morfoldgicas ni diferencia significativa en el peso de los 6rganos,
excepto en riflones de machos (p<0,05; t de Student), cuyo promedio de peso fue
superior en 8% en comparacion con los controles. Figura 3.23, 3.24 y 3.25.

En el estudio de toxicidad subcrénica el peso de los 6rganos de ratones
expuestos 90 dias v.0. a 5g/Kg de CAT no presentd diferencias significativas
(p<0,05; t de Student), excepto en intestinos de machos con un peso superior en
15% frente a los controles. Figura 3.26 y 3.27. En la autopsia no se encontraron
alteraciones macroscopicas, no obstante en los animales que murieron antes de
finalizado el estudio (9™ y 17™ semanas) se encontré bazo de color rojo claro a
diferencia de los controles cuya coloracién es rojo vino, ademas de vasos

mesentéricos dilatados.
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Peso de los organos de ratones hembras
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Figura 3.20 Media del peso de los 6rganos de ratones hembras inoculadas con
CAT (1,5; 5y 10 g/Kg; n=5) frente a los controles (0g/Kg; n=3), monitoreados
durante los 16 dias posteriores. Toxicidad aguda.

Peso de los 6rganos de ratones machos
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Figura 3.21 Media del peso de los drganos de ratones machos inoculados con
CAT (1,5; 5y 10 g/Kg; n=5) frente a los controles (0g/Kg; n=3), monitoreados
durante los 16 dias posteriores. Toxicidad aguda. () La diferencia es
estadisticamente significativa frente al control (p< 0,05; test de t de Student).
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Rifiones de ratones machos expuestos a una
dosis de 5g/kg de CAT

0,45
0,40 -
0,35 -
~ 0,30 -
O)
~ 0,25 -
8 0,20
g o
O 0,15
0,10 -
0,05 -
0,00 -
5g/Kg 0g/Kg
Dosis

Figura 3.22 Media del peso de los rifiones de ratones machos inoculados con
CAT (5g/Kg; n=5) frente a los controles (0g/Kg; n=3), monitoreados durante los
16 dias posteriores. Toxicidad aguda.
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Figura 3.23 Media del peso de los 6rganos de ratones hembras inoculadas
con CAT (5g/Kg; n=5) frente a los controles (0g/Kg; n=5), durante 28 dias.
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Figura 3.24 Media del peso de los drganos de ratones machos inoculados con

CAT (5g/Kg; n=5) frente a los controles (0g/Kg; n=5), durante 28 dias.

() La

diferencia es estadisticamente significativa frente al control (p < 0,05; test de t de

Student).
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Figura 3.25 Media del peso de los rifiones de ratones machos inoculados con
CAT (5g/Kg; n=5) frente a los controles (0g/Kg; n=5), durante 28 dias. () Existe
una diferencia estadisticamente significativa frente al control (p < 0,05; test de t
de Student).
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Peso de los 6rganos
de ratones hembras (90 dias)
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Figura 3.26 Media del peso de los 6rganos de ratones hembra inoculadas con

CAT (5g/Kg; n=5) frente a los controles (0g/Kg; n=5), 90 dias.
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Figura 3.27 Media del peso de los 6rganos de ratones machos inoculados con

CAT (5g/Kg; n=5) frente a los controles (0g/Kg; n=5), 90 dias.
() La diferencia es estadisticamente significativa frente al control

subcrénica.

Toxicidad

(p< 0,05; test de t de Student).
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3.9 Histopatologia

Segun los andlisis histopatoldgicos en el estudio de toxicidad aguda al nivel
de dosis mas alto 10g/Kg, v.o. de CAT, Tabla 3.9, se observa en rifiones,
congestion marcada a nivel glomerular y hemorragia renal, Figura 3.28B Los
demas tejidos se mantuvieron normales en relacion a los tejidos de los 6rganos
control. En el estudio de toxicidad por administraciéon continua v.o. de 5g/Kg
durante 28 dias también se observé congestion glomerular de gran magnitud y
edema renal, Figura 3.28C, en los demas érganos estudiados no se observo
diferencia estructural en comparacion con los ratones control. Sin embargo en el
estudio de toxicidad subcrénica por administracion continua de 5g/Kg de CAT/dia,
90 dias, se observé congestion glomerular marcada y degeneracion vacuolar
renal detectado en machos pero no en hembras, Tabla 3.9, Figura 3.28D y Figura
3.29B, ademéas a nivel de higado se observd congestion venocentrolobulillar
marcada, foco de necrosis hepatocelular con infiltrado de mononucleares y
linfocitos intrasinusoidales, Figura 3.30. Por lo tanto se presume exista dafio a
nivel de rifiones de ratones debida a una o multiples exposiciones a niveles altos
de CAT y probablemente también exista dafio a nivel de higado por exposicidon
cronica a dosis altas (5g/Kg).
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Tabla 3.9 Estudio histopatolégico de los érganos de

ratones

expuestos a

CAT.
Estudio Dosis Cantidad total Higado Estomago Cerebro Bazo Rifion
diaria administrada
Toxicidad  10g/Kg/p.c. 0,29 N N N N Congestion a
aguda nivel
(dosis glomerular
Unica)
machos y
hembras
Toxicidad  5g/Kg/p.c. 2,8¢g. N N N N Congestion a
a dosis nivel
continua glomerular
28 dias
machos y
hembras
Toxicidad  5g/Kg/p.c. 69 N N N N N
a dosis
continua
60 dias
machos y
hembras
Toxicidad
a dosis 5g/Kg/p.c. 9g N N N N N
continua
90 dias
hembras
Congestion
venocentrolobulillar Congestion
Toxicidad marcado glomerular
a dosis 5g/Kg/p.c. 9g Necrosis N N N marcada
continua hepatocelular con Degeneracion
90 dias infiltrado de vacuolar
machos mononucleares,
linfocitos

intrasinusoidales

N = Normal con relacién a los controles
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Figura 3.28. A) Rifidn de ratdn control. B) Rifion de ratén expuesto
a una dosis de 10 g/Kg de CAT, sacrificado el 17™ dia de
observacion. El corte histopatolégico presenta congestion,
conductos con glébulos rojos (triangulo) y glomérulos con globulos
rojos en tabulos vecinos (flecha). C) Rifion de ratdon expuesto a una
dosis de 5g/Kg de CAT durante 28 dias, sacrificado tras la
28"dosis. El corte histopatolégico presenta congestion glomerular
(triangulo) con hemorragia en la parte periférica en los tdbulos
(flecha). D) Rifion de ratén macho expuesto a dosis diaria de 5g/Kg
de CAT por 90 dias, sacrificado la 18" semana del ensayo. El corte
histopatolégico presenta congestion glomerular grave.
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Figura 3.29. A) tejido de rifibn normal de ratdn control B) rifién de
raton macho expuesto a una dosis de 5g/Kg de CAT durante 90 dias,
sacrificado a la 18" semana del ensayo. (Cuadro pequefio, derecha)
el corte histopatoldgico presenta, zona de degeneracién vacuolar o
hidrépica en los tabulos urinarios (flecha).

Figura 3.30. A) higado de ratén control B) higado de ratén macho
expuesto a dosis de 5g/Kg de CAT por 90 dias, sacrificado el 18"
semana del estudio. El corte histopatolégico presenta higado con
congestion venosa centrolobulillar grave (triangulo). C) (Cuadro
pequefio), el corte histopatolégico presenta foco de necrosis
hepatocelular con infiltrado inflamatorio de linfocitos y macréfagos
(flecha).

Después de administrar v.0. 5g/Kg de CAT 90 dias con una cantidad total

de 99 de CAT a ratones de 20g de peso promedio, se obtuvo una concentracion
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de 1,276 ug/mL en plasma a 24h posteriores a la ultima administracién que se
mantuvo constante los once dias siguientes, Tabla 3.10, por lo cual se presume
exista una retencién de CAT, que podria ser un tejido de almacenamiento o union
a proteinas que permitan lecturas constantes por la liberacion paulatina de CAT

hacia la sangre aun después de 11 dias sin exposicion al farmaco.

Tabla 3.10 Concentracién de alcaloides a diferentes dias después de la
administracién de CAT por 90 dias.

Concentracion

Tiempo (dias) acumulada (pg/mL)
1 1,276
9 1,256
10 1,306
11 1,182

Toxicocinética

Como lo demuestra la Tabla 3.11, se han determinado los parametros
cinéticos los modelos murinos y se observd una absorcién que se mantuvo casi
constante desde la primera a la séptima hora después de la administracién con
una concentracion maxima a las 9h a 2,54ug/mL, AUCO_.. de 22,505ug h/mL y
una vida media de 10,46 h. Figura 3.31.

2,5

15

0,5

Concentracion de CAT (ug/mL)

0 e ‘ ‘ ‘ ‘ &

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (h)

Figura 3.31 Media de la concentracion en plasma vs tiempo posterior a la
administracion v.o. de 5g/Kg (equivalente a 100mg de CAT). Cada punto
representa la media y la desviacion estandar de cuatro ratones.
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Tabla 3.11. Paradmetros toxicocinéticos en ratones inoculados con 5g/Kg
(100mg) de CAT.

Parametros cinéticos (media, £ D.S)

Crnax (Ug/ml) 2,543 + 0,25
tmax () 9+0

Ke (h0) 0,480 + 0,0609
AUCO_t (ug h/ml) 22,505 + 0,995
AUCO_=(ug h/ml) 22,505 + 0,995
Y5, (h) 10,462 + 0,185

En el modelo conejo se obtuvo, una absorcion atipica debido a bruscas
disminuciones de la concentracion a la tercera y séptima hora, por lo cual se
presume que la absorcién de CAT v.0. en modelos conejos, presenta una cinética
de orden 0, donde existe tejidos de almacenamiento que podrian liberar las
moléculas a la sangre de forma irregular, con una concentracion maxima (Cnax) a
las 5h de 3,7ug/mL de CAT, AUCO_« de 28,901ug h/mL y una vida media de 8,2h.
Por otro lado probablemente, la variacion de las concentraciones se presente a
consecuencia de la absorcion y eliminacién a través de diferentes tejidos y
consecuentemente a diferentes tiempos debida a la aparente variedad de
moléculas presentes en el extracto. También se puede observar un metabolismo

mas rapido del extracto de CAT, aspecto reflejado en su menor t¥2. Figura 3.32.

45 -

3,5 4

2,54

1,5 A

Concentracion (ug/ml)

0,5 4

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (h)

Figura 3.32 Media de la concentracion en plasma vs tiempo, posterior a la
administracion v.o. de 1g/Kg (equivalente a 3g de CAT). Cada punto
representa la media y la desviacion estandar de tres conejos.
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Tabla 3.12. Pardmetros toxicocinéticos en conejos inoculados con 1g/Kg
(3g) de CAT.

Parametros cinéticos (media, D.S.)

Crmax (Mg/ML) 3,700
Tmax () 5

Ke (h0) 0,0843
AUCO_t (ug h/mL) 24,0840
AUCO_= (ug h/mL) 28,901
Y5, (h) 8,225

CONCLUSIONES

Se ha validado el método analitico para la determinacion cuali-cuantitativa
de CAT por espectrofotometria UV-Vis, la cual presenta una relacion linear entre
0,244 y 7,81pg/mL con limites de deteccion entre 0,516-7,81pg/mL y de
cuantificacion con precision y exactitud confiable entre 1,72-7,81ug/mL que
presentaron variaciones en la absorbancia influenciadas por pH a las diferentes
concentraciones estudiadas y por la luz UV a 0,244ug/mL.

El estudio de toxicidad aguda por dosis oral Unica a diferentes niveles (1,5;5
y 10 g/Kg) de CAT en ratones, ha demostrado un favorable perfil toxicolégico con
un DLsp por encima de 10g/Kg, el NOAEL fue de 10g/Kg, el MTD de 10g/Kg y
MLD se encontraria por encima de 10g/Kg y segun las observaciones clinicas
durante los 16 dias posteriores a la administracion se observé piloereccion y
distension abdominal por la consistencia de la preparacion oleosa.

El estudio de toxicidad a dosis oral continua por 28 dias a 5g/Kg del CAT en
ratones, ha demostrado 0% de mortalidad.

El estudio de toxicidad oral subcrénica a 5g/Kg de dosis continua por 90
dias de CAT en ratones, ha demostrado 92% de sobrevivencia y 8 % de
mortalidad, el consumo de agua y alimentos disminuyé en funcion al tiempo de
exposicion. La concentracion acumulada de CAT en suero de raton fue de 1,276;
1,256; 1,306 y 1,182 pg/mL a 1, 9, 10 y 11 dias posteriores al ultimo dia de

administracion.
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El peso corporal no presentd variaciones en ratones expuestos a dosis oral
Unica a diferentes niveles (1,5;5 y 10g/Kg) durante los 16 dias posteriores a la
inoculacién, los ratones expuestos a dosis oral continua a 5g/Kg de CAT durante
28 dias no presentaron variaciones frente a los controles y los expuestos a dosis
oral continua durante 90 dias tampoco presentaron variaciones excepto las ultimas
seis semanas durante las cuales los ratones machos presentaron una elevaciéon
significativa en comparacion con los controles.

Segun las pruebas de neurotoxicidad existi6 comportamiento pasivo pero
se descarta alteracion de la fuerza muscular, tono, coordinacion de movimientos,
habilidad prensil y equilibrio por exposicion oral continua a 5g/Kg de CAT durante
28 y 90 dias .

El estudio de 6rganos ha demostrado aumento de peso en los rifiones de
ratones machos expuestos a dosis Unica y dosis continua durante 28 dias a 5g/Kg
de CAT ademas se observé aumento significativo en el peso de intestinos de
ratones machos expuestos a 5g/Kg por 90 dias. Las caracteristicas
macroscopicas no se vieron afectadas.

En el estudio histopatologico se observd congestion glomerular a dosis
Unica de 10g/Kg de CAT y a dosis continua durante 28 dias a 5g/Kg, también se
observé congestion venocentrolobulillar marcada y necrosis hepatocelular en
ratones machos expuestos durante 90 dias a la misma dosis, los demas érganos
estudiados no presentaron alteraciones histolégicas en comparacion con los
controles.

El estudio de toxicocinética realizado en ratones tras su administracion oral
de 5g/Kg reveld una concentracion maxima de 2,54ug/mL a las 9h, AUCO .. de
22,505ug h/mL y t,, de 10,46h sin embargo las concentraciones de CAT en sangre
no se encuentran dentro de los limites de cuantificacion por el método de cuali-
cuantificacion espectrofotométrica UV-Vis, por lo cual no podemos aseverar la
fiabilidad de estos parametros.

Los valores de los parametros obtenidos en el estudio de toxicocinética
realizado en conejos por administracion oral de 1g/Kg, no son concluyentes debido
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a la cantidad de muestra requerida para el analisis por espectrofotometria y a las

dificultades presentes en el ensayo.

RECOMENDACIONES

Es necesario realizar andlisis histopatolégicos mas detallados y con mayor
namero de muestra principalmente en rifiones e higado de ratones sometidos a
dosis altas de CAT ademéas de un analisis hematolégico de urea, creatinina,
proteinas totales y enzimas indicadoras de los efectos hepatocelulares (ALT, AST,
fosfatasa alcalina y gamma-glutamil transpeptidasa) en ratones sometidos a dosis
altas de CAT, ademas si fuera posible leer las concentraciones de CAT en la
misma orina.

Seria necesario revisar los componentes de los excipientes, sus
proporciones y reformular la suspensién para mejorar la biodisponibilidad del
mismao.

Para los estudios toxicocinéticos es necesario disponer de metodologias
analiticas mas sensibles como la de HPLC para la cuantificacion con adecuada

exactitud y precision a concentraciones menores.
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ANEXO |

1. Ficha de observacion para cada animal

FICHA DE OBSERVACIONES DOSIS

CODIGO ESPECIE

FECHA DE INICIO D4EL ENSAYO SEXO

Tiempo 1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9° 10° [ 11° ] 12° [13°
S.N.C.

1 | Actividad motora

2 | Ataxia

Pérdida del ref. de
enderezamiento

Analgesia

Pérdida del reflejo pineal

Pardlisis patas anteriores

Pardlisis patas traseras

Pardlisis de la cabeza

© |00 |N (o |0 [~ W

Actividad prensil

10 | Temblores finos del cuerpo

11 | Temblores fuertes del cuerpo

12 | Conwulsiones clénicas

13 | Conwulsiones ténicas

14 | Conwulsiones mixtas

0QJOS

15 | Ptosis parpebral

16 | Tamafio de la pupila

OREJA

17 | Palidez

18 | Cianosis

EFECTOS GENERALES

19 | Salivacion

20 | Ereccion de la cola

21 | Ereccion pilomotora

22 | Miccién

23 | Diarrea

24 | Signo de Robichaud

25 | Movimiento circular

26 | Temperatura rectal

EFECTOS SUBJETIVOS

27 | Agresivo

28 | Pasivo

29 | Temeroso

OTRAS OBSERVACIONES

30 | Abdomen hinchado

31 | Caquexia

32 | Constipacion

33 | Tos/estornudo

34 | Acicalamiento y falta del mismo

35 | Postura de Huncled/stiff

36 | Ictericia

37 | Peso
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2. Prueba de caida del alambre en ratones

3. Prueba de la chimenea en ratones

4. Ensayo de campo abierto con agujeros en ratones "Hole board”
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ANEXOS Il

1. Valores de absorbancia de distintas concentraciones de CAT aplicadas al calculo de
la linealidad.

Concentracion (pg/mL) Abs
0,244 0,058
0,244 0,058
0,244 0,064
0,244 0,067
0,488 0,111
0,488 0,115
0,488 0,122
0,488 0,117
0,977 0,208
0,977 0,221
0,977 0,223
0,977 0,223
1,953 0,402
1,953 0,406
1,953 0,412
1,953 0,417
3,906 0,751
3,906 0,770
3,906 0,763
3,906 0,774
7,813 1,366
7,813 1,382
7,813 1,397
7,813 1,381

Analisis de varianza de la regresion lineal

Grados
de Suma de Promedio de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1 1,26983534 1,26983534 1419,51161 2,96372E-06
Residuos 4 0,003578232 0,000894558
Total 5 1,273413572
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Andlisis de residuales

Observacion Pronéstico para Y Residuos Residuos estandares
1 0,08836602 -0,02651602 -0,991195
2 0,13085167 -0,01492667 -0,55797374
3 0,2158228 0,0030272 0,11315963
4 0,38576524 0,02335976 0,87321096
5 0,72564994 0,03902506 1,45879544
6 1,40541933 -0,02396933 -0,8959973

2. Valores de absorbancia de distintas concentraciones de CAT

Absorbancia Concentracion (pg/mL)
1,953 3,906 7,812 1,953 3,906 7,812
0,431 0,786 1,397 2,212 4,250 7,762
0,427 0,774 1,389 2,190 4,186 7,716
0,417 0,770 1,382 2,132 4,162 7,675
0,412 0,764 1,381 2,102 4,127 7,674
0,406 0,763 1,379 2,068 4,121 7,661
0,402 0,751 1,366 2,047 4,053 7,588
0,383 0,716 1,300 1,938 3,851 7,208
0,380 0,711 1,292 1,921 3,821 7,160
0,359 0,632 1,144 1,799 3,366 6,312
0,340 0,621 1,144 1,692 3,305 6,311
0,332 0,617 1,133 1,645 3,282 6,244
0,329 0,610 1,130 1,629 3,240 6,229

3. Valores de concentracion de CAT a partir de los datos de absorbancias para el calculo de
precision

Absorbancias
1,953ug/mL 3,906pg/mL 7,812pug/mL
Dia 1° Dia 2° Dia 1° Dia 2° Dia 1° Dia 2°
0,402 0,380 0,751 0,716 1,366 1,300
0,406 0,383| 0,770 0,711 1,381 1,292
0,412 0,380| 0,763 0,785 1,397 1,379
0,402 0,427| 0,774 0,764 1,381 1,389

Concentracion (pg/mL)
Dial®° Dia2° | Dial® Dia2° | Dial®° Dia2°
2,047 1,921 4,053 3,851 7,588 7,208
2,068 1,938 4,162 3,821 7,675 7,160
2,102 1,921 4,121 4,250 7,762 7,661
2,047 2,190 4,186 4,127 7,674 7,716

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

4. Valores de concentracion de CAT a partir de los datos de absorbancias para el calculo de

repetibilidad

5. Limites de cuantificacion y deteccion a diferentes concentraciones de CAT en HCI 1N

Absorbancias

1,953ug/mL 3,906pg/mL 7,812pug/mL
T-1° T-2° T-1° T-2° T-1° T-2°
0,402 0,380 0,751 0,716 1,366 1,300
0,406 0,383 0,770 0,711 1,381 1,389
0,412 0,404 0,763 0,716 1,366 1,379
0,417 0,427 0,751 0,764 1,381 1,389
Concentracion (ug/mL)
T-1° T-2° T-1° T-2° T-1° T-2°
2,047 1,921 4,053 3,851 7,588 7,208
2,068 1,938 4,162 3,821 7,675 7,716
2,102 2,057 4,121 3,851 7,588 7,661
2,132 2,190 4,053 4,127 7,674 7,716

ug/mL Yi Vi Yi - Yi (Y-Y)?
0,244 0,0619 0,0884 -0,0265 0,000704
0,488 0,116 0,131 -0,0150 0,000223
0,977 0,219 0,216 0,00301 9,0522E-06
1,953 0,409 0,386 0,0233 0,000545
3,906 0,765 0,726 0,0390 0,001522
7,812 1,381 1,405 -0,0240 0,000575

= 0,00358
SB = 0,0299
LOD = 0,516
LOQ = 1,72
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6. Absorbancias de distintas diluciones de CAT a distintas concentraciones de HCI 1N.

Concentracion de HCI
0,244pug/mL 0.1 N 0.5N 1N 15N

1° 0,052 0,061 0,058 0,063
2° 0,060 0,056 0,058 0,063
3° 0,042 0,059 0,064 0,066
0,488ug/mL 0.1 N 0.5N 1IN 15N
1° 0,104 0,115 0,111 0,127
2° 0,112 0,120 0,115 0,118
3° 0,094 0,113 0,122 0,123
0,977ug/mL 0.1 N 0.5N 1IN 15N
1° 0,200 0,224 0,208 0,218
2° 0,207 0,213 0,221 0,223
3° 0,193 0,215 0,223 0,228
1,953pug/mL 0.1 N 0.5N 1IN 15N
1° 0,385 0,425 0,402 0,403
2° 0,401 0,404 0,406 0,419
3° 0,384 0,411 0,412 0,425
3,906pg/mL 0.1 N 0.5N 1IN 15N
1° 0,721 0,800 0,751 0,747
2° 0,742 0,760 0,770 0,782
3° 0,728 0,769 0,763 0,782
7,812ug/mL 0.1 N 0.5N 1IN 15N
1° 1,311 1,398 1,366 1,353
2° 1,325 1,379 1,382 1,393
3° 1,326 1,367 1,397 1,401

Analisis de varianza de las diferentes concentraciones influenciado por pH

pg/mL F Probabilidad Valor critico para F
0,244 3,608 0,065° 4,066
0,488 5,119 0,029 4,066
0, 977 6,798 0,014 4,066
1,953 4,579 0,038 4,066
3,906 4,830 0,033 4,066
7,812 9,309 0,005 4,066

Los valores calculados de F presentan diferencia significativa con un p< 0.05,
excepto en a.
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7. Absorbancias de distintas diluciones de CAT en HCL 1N expuestos a diferentes
tiempos de exposicion

Diluciones Tiempo de exposicién a luz UV

0,244pg/mL Omin 10min 20min 30min 40 min 50 min 60 min

1° 0,074 0,088 0,088 0,101 0,102 0,105 0,113
2° 0,070 0,078 0,080 0,090 0,103 0,102 0,108
3° 0,065 0,065 0,077 0,083 0,090 0,099 0,108
4° 0,058 0,065 0,08 0097 0,02 0,109 0,109
0,488ug/mL Omin 10min 20min 30 min 40 min 50 min 60 min
1° 0,139 0,146 0,149 0,149 0,154 0,153 0,162
2° 0,126 0,127 0,130 0,134 0,138 0,133 0,137
3° 0,106 0,107 0,209 0,111 0,119 0,121 0,124
4° 0,109 0,109 0,114 0,116 0,123 0,120 0,120
0,977pug/mL Omin 10min 20min 30 min 40 min 50 min 60 min
1° 0,234 0,233 0,236 0,231 0,232 0,230 0,237
2° 0,236 0,236 0,234 0,234 0,236 0,229 0,230
3° 0,201 0,202 0,200 0,198 0,198 0,197 0,198
4° 0,204 0,204 0,204 0,208 0,207 0,213 0,213
1,953ug/mL Omin 10min 20min 30 min 40 min 50 min 60 min
1° 0,431 0433 0431 0428 0,424 0,752 0,578
2° 0,427 0,422 0421 0415 0411 0410 0,411
3° 0,380 0,381 0376 0373 0,370 0,368 0,369
4° 0383 0381 0,382 0,380 0,533 0,530 0,530
3,906pg/mL Omin 10min 20min 30 min 40 min 50 min 60 min
1° 0,786 0,778 0,771 0,763 0,761 0,626 0,627
2° 0,764 0,755 0,751 0,745 0,732 0,726 0,719
3° 0,716 0,708 0,700 0,692 0,687 0,678 0,675
4° 0,712 0,708 0,702 0,695 0,547 0,559 0,559
7,812pg/mL Omin 10min 20min 30 min 40 min 50 min 60 min
1° 1,379 1377 1,365 1,357 1,337 1,329 1,310
2° 1,389 1372 1,365 1,353 1,339 1,326 1,320
3° 1,300 1,284 1,273 1,262 1,248 1,236 1,222
4° 1,293 1276 1,268 1,258 1,241 1,230 1,230

Andlisis de varianza de las absorbancias a diferentes concentraciones
influenciados por la luz UV

pg/mL F Probabilidad Valor critico para F
0,244 21,269 6,506E-08° 2,573
0,488 0,488 0,810 2,573
0,977 0,064 0,999 2,573
1,953 1,176 0,356 2,573
3,906 2,136 0,092 2,573
7,812 0,911 0,506 2,573

®Los valores calculados de F presentan diferencia significativa con un p< 0.05
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8. Absorbancias de distintas diluciones de CAT en HCI 1N expuestos a diferentes
temperaturas

Dilucién Temperaturas a las cuales fueron sometidas las diluciones

0,244pg/mL T° amb 50 °C 80 °C T°deeb
1° 0,052 0,052 0,053 0,056
2° 0,053 0,050 0,055 0,053
3° 0,052 0,050 0,048 0,062
4° 0,059 0,057 0,059 0,061
0,488ug/mL T° amb 50 °C 80 °C T°deeb
1° 0,096 0,094 0,097 0,100
2° 0,093 0,090 0,093 0,095
3° 0,096 0,092 0,092 0,093
4° 0,107 0,106 0,106 0,109
0,977ug/mL T° amb 50 °C 80 °C T°deeb
1° 0,175 0,175 0,183 0,189
2° 0,177 0,175 0,180 0,177
3° 0,177 0,174 0,174 0,173
4° 0,196 0,194 0,191 0,202
1,953ug/mL T° amb 50 °C 80 °C T°deeb
1° 0,340 0,335 0,338 0,342
2° 0,332 0,330 0,330 0,331
3° 0,329 0,324 0,324 0,326
4° 0,359 0,356 0,355 0,363
3,906ug/mL T° amb 50 °C 80 °C T°deeb
1° 0,632 0,621 0,623 0,623
2° 0,621 0,611 0,610 0,618
3° 0,617 0,609 0,609 0,609
4° 0,610 0,597 0,593 0,603
7,813ug/mL T° amb 50 °C 80 °C T°deeb
1° 1,144 1,125 1,134 1,140
2° 1,144 1,132 1,132 1,142
3° 1,133 1,121 1,119 1,118
4° 1,130 1,117 1,116 1,118

Analisis de varianza de las diferentes concentraciones influenciado por la

temperatura
pg/mL F Probabilidad  Valor critico para F
0, 244 1,363 0,301 3,490
0, 488 0,243 0,865 3,490
0, 977 0,234 0,871 3,490
1,953 0,099 0,959 3,490
3,906 1,006 0,424 3,490
7,812 1,742 0,212 3,490
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ANEXO 1l

1. Pesos de los 6rganos dosis Unica a tres niveles de CAT

Peso de los 6rganos a diferentes dosis (g; promedio + D.E.)

ORGANOS 1,50/Kg 5g/Kg 10g/kg 0g/Kg
Hembras

Bazo 0,118+ 0,037 0,096+ 0,031 0,129+ 0,028 0,117+ 0,008
Riflones 0,207+ 0,013 0,218+0,019 0,236+ 0,017 0,231+ 0,036
Estomago 0,331+ 0,071 0,326+ 0,073 0,721+ 0,344 0,431+ 0,087
Intestino 3,350+0,274 3,058+ 0,561 3,740+ 0,433 3,512+ 0,070
Higado 1,805+ 0,188 1,857+ 0,264 1,958+ 0,284 1,998+ 0,037
Cerebro 0,494+ 0,031 0,548+ 0,021 0,567+ 0,028 0,527+ 0,026
Machos

Bazo 0,116+0,013 0,151+ 0,070 0,110+ 0,028 0,125+ 0,053
Riflones 0,314+0,035 0,366+ 0,058% 0,312+ 0,051 0,309+ 0,034
Estomago 0,459+0,230 0,352+ 0,052 0,454+ 0,134 0,406+ 0,080
Intestino 3,841+ 0,191 3,830+ 0,620 4,039+ 0,578 4,047+ 0,170
Higado 1,986+0,371 2,132+ 0,207 2,143+ 0,351 1,971+0,263
Cerebro 0,562+0,206 0,528+ 0,028 0,552+ 0,248 0,520+0,071

% La diferencia es estadisticamente significativa frente al control (test-t p< 0,05)

2. Peso de ratones expuestos 28 dias a dosis repetida v.o0. 5g/Kg de CAT

Peso corporal (expresado en media + D.S.,n=5)

Tiempo (semanas)

10 20 30 40 50

Hembras control 25,60+1,358 25,40+0,986 25,40+1,776 24,95+1,738 25,667+2,099

Hembras evanta 24,25+1,047 26,09+1,732 24,35+1,495 23,80+1,490 24,817+1,927
Machos control 25,61+1,628 25,29+1,256 25,87+1,566 26,03+1,588 25,627+2,316
Machos evanta 24,92+2,247 24,40+3,335 24,72+1,383 26,22+0,736 26,953+£1,949
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3. Peso de los 6rganos de los animales en el estudio de dosis continuada durante 28 dias

Pesos de los 6rganos (g, promedioD.E.)

ORGANOS 5g/Kg 0g/Kg
Hembras

Bazo 0,096+ 0,023 0,098+0,016
Rifiones 0,225+ 0,016 0,242+0,019
Estomago 0,362+0,046 0,590+0,035
Intestino 3,207+0,591 3,849+0,408
Higado 1,816+0,209 1,792+0,256
Cerebro 0,464+0,075 0,541+0,076
Machos

Bazo 0,111+0,023 0,123+0,037
Rifiones 0,333+0,041° 0,306+0,054
Estomago 0,350+0,051 0,450+0,141
Intestino 3,377+0,356 3,813+0,448
Higado 2,117+0,294 1,691+0,353
Cerebro 0,541+0,091 0,513+0,071

% La diferencia es estadisticamente significativa frente al control (test-t p< 0,05)

4. Peso de los 6rganos de hembras y machos en el estudio durante 90 dias

Peso de los 6rganos (g; promedio + D.E.)

ORGANOS 5g9/Kg 0g/Kg
Hembras

Bazo 0,104 + 0,0127 0,102 + 0,0127
Rifiones 0,230 + 0,0344 0,229 + 0,0129
Estomago 0,582 + 0,248 0,52 + 0,144
Intestino 3,838 + 0,461 3,726 + 0,196
Higado 1,905 + 0,506 1,74 + 0,0563
Cerebro 0,554 + 0,0310 0,574 + 0,0183
Machos

Bazo 0,104 + 0,0318 0,101+ 0,00985
Rifiones 0,331 + 0,0984 0,316 + 0,0145
Estomago 0,468 + 0,0989 0,393 + 0,0608
Intestinos 4,114 + 0,649% 3,49 + 0,145
Higado 2,248 + 0,31 1,919 + 0,0712
Cerebro 0,534 + 0,0475 0,529 + 0,0232

% La diferencia es estadisticamente significativa frente al control (test-t p< 0,05)
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ANEXO IV

1. Valores de las absorbancias de las muestras de suero de ratones expuestos v.0. a 5g/Kg de
CAT para el calculo de los pardmetros toxicocinéticos.

Absorbancias, N° de ratén

Horas Raton 1 Raton 2 Raton 3 Raton 4
0 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,024 0,016 0,027 0,020
3 0,017 0,031 0,031 0,018
5 0,020 0,023 0,022 0,026
7 0,037 0,019 0,021 0,021
9 0,040 0,045 0,042 0,050
11 0,014 0,019 0,018 0,017
24 0,000 0,000 0,000 0,000

2. Valores de las absorbancias de las muestras de suero de conejos expuestos v.0. a 1g/Kg de
CAT para el calculo de los pardmetros toxicocinéticos.

Absorbancias, N° de conejo

Horas 1 2 3
0 0,0574 0 0

1 0,2358 0,361 0,2001

3 0,0736 0,0646 0,1419

5 0,0885 0,3956 0,2235

7 0,0705 0,0947 0,0978

9 0,0715 0,0876 0,3327

11 0,0555 0,0964 0,0596
24 0,0654 0,1068 0
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