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Franco Gallegos Juan E io. Estudio toxicolégico de un do de

& prep

vitamina A, D y E ea un vehfculo de liberacién prolongada, bajo la asesorfa de Luis
Ocampo Camberos y Héctor Sumano Lépez.

El objetivo del presente trabajo fué evaluar si ¢l vehiculo del Ad

P
alguna toxicidad (fetotoxicidad), constatar sy margen terapéutico y si presenta o no

tisul al aplicarse local di 1 byod

de rutina ap

por las normas del F.D.A.

Se determiné 1a dosis letal aguda en 150 ratones de la cepa CFW aplicando c!
producto por via endovenosa (en la vena caudal) a dosis de 0.01 mg/kg., 1.0 mg/kg y
10 mg/kg.

Para Ja evaluacién de 1a toxicidad tisular se realizé la apticacién del vehfculo de

prueba a una concentracién al 10% con y sin vitaminas D3 a una i6n del 2%

por via intramuscular a 40 ratas wistar; 20 de ellas se sacrificaron con éter 24 horas

después para obtener la muestra de tejido y evaluar la reaccién inflamatoria las 20 ratas

restantes se sacrificaron a las 72 horas, 24 horas después de dos aplicaciones (1 diaria).
Compardndose los resultados con 2 grupos adicionates (de 40 rawas) inyectadas

parado! iales de Viganto! (laboratorio Bayer} y

por via i lar con jos p
SyntADE (laboratorio Syntex).

En la evaluacién de la toxicidad subaguda se medicaron 40 ratas wistar con ¢l
vehfculo a cvaluar y 40 ratas con el vehfculo méds la vitamina D3 a las dosis que
recomienda el fabricante, al cabo de 4 dfas se sacrificaron 10 de ellas por dfa para

determinar los niveles de urea, ini i < ica y

B

transaminasa glutdmica pindvica.



Para la evaluacién de la fetotoxicidad y la icidad, el prod de

vitamina D3 se inyectd a 50 ratonas gestantes tres veces durante la primera semana de

i6n (di di di la revisién diaria del tapén io) a los di

dfas sc les sacrificé con éter, se pesé el dtero contando los productos viables. Los
productos se fijaron en parafina previo corte en lfnea media para detectar alteraciones.
Se concluyé que el vehfeulo del Aderovet no induce efectos de toxicidad al ser

Ticad:

pli por via i

y tiene un margen terapéutico muy amplio.



"ESTUDIO TOXICOLOGICO DE UN PREPARADO DE VITAMINA A, DYE
EN UN VEHICULO DE LIBERACION PROLONGADA",

INTRODUCCION
En la actualidad hiay muchas enfermedades en las que se indica la aplicacién de las

vitaminas A, Dy E (4,6, 7, 8, 10, 18); como en: La paresia de la parturienta, fiebre de

leche, hipocalcemia, avitaminosis, etc.

De ellas, la hipocalcemia se iza por ser una al i iada con el inicio de

la factacién en la vaca (i, 5, 9, 19, 20). Normal una vaca prod diez litros o
mds de calostro después del parto, el que contiene aproximadamente veintitres gramos
de calcio, lo que representa seis veces mds [a concentracién del mismo en el espacio
extracelular (1.9). La mayorfa de los animales se adaptan mediante cambios
h ico: diad principal por la paratohormona y el 1,23
dihidroxicolecalciferol (vitamina D), (i, 6, 9, 10, 1i). La mayorfa de las vacas

7 a un i simple de calcio, sin embargo, en otras ocasiones sc

reconoce que hasta en un 20% puede sufrir recaidas posteriores a pesar de que el
tratamiento inicial fué correcto (2,15). Esto se ha relacionado directamente con una

falla metabdlica en la que Jas vacas H i de ducir 1,25

dihidroxivitamina D (3,5). De tal suerte que es comiin Ja utilizacién de preparados que

vitamina D3 para e} i o la prevencién de esta enfermedad (1, 4,
11, 12, 13, 14). Al respecto en el mercado nacional existen varios productos gue

contienen vitamina D3 entre fos que destaca e} Vigantol (laboratorio Bayer), el Syntade



(laboratorio Syntex) y el Aderovet (laboratorio Rusell). Sin embargo en ninguno de

estos casos se ha | do que al admini el prod se ue exista una larga
P q arg

persi ia de la liberacién de las vitami; Para lograr este cfecto se requicre
habitvalmente un vehiculo de tipo oleoso que libere lentamente los principios activos.
Uno de los vehfculos que se incorporan mds lentamente a la circulacién es el Aderovet

y pudiera ser un medio eficaz para mantener los niveles elevados y prolongados de la

D en el organi Sin embargo uno de los primeros pasos que se dcben
realizar para someter a evaluacién clfnica un posible formaco que contenga vitamina D
con este novedoso vehfculo, es ¢l estudio toxicol6gico del mismo dado que se sabe

existen muchos vehfculos que pueden produci 1 cardio 1 como e}

polietilenglicol (8,17), 6 bien producir necrosis en ¢l sitio de la inyeccién (8). Mis atin

se han relaci do muchos prob} toxicolégicos con el vehiculo mis que con el

compuesto, dado que se sabe que la penicilina se hace mds alergénica cuando ests

1t Seelul

en un carboximetilc (16,17). En este sentido se consider6 procedente

utilizar como primer paso la evaluacién toxicol6gica del vehiculo del Aderovet para

poder incory los prodi de vitamina A, D y E en una formulacién de liberacién

prolongada.

HIPOTESIS

El Aderovet no induce efectos de toxicidad, y tiene un margen terapéutico muy amplio.
OBJETIVO

Evaluar si el vehiculo del Aderovet presenta alguna toxicidad (fetotoxicidad), constatar

su margen péutico y si p o no

d3 1

al aplicarse localmente

de rutina aprobadas por las normas del F.D.A.



MATERIAL ¥ METODOS.
TOXICIDAD AGUDA
Se determiné Ia dosis letal aguda en ratones de la cepa CFW, estableciendo a lo largo

de la curva por lo menos 6 puntos con 10 animales por punto con dos réplicas, 3

aplicando el producto por vfa endovenosa (en la vena caudal). La curva se fij6 a su
mejor distribucién utilizando andlisis Probit. Con los datos obtenidos se calculd el

margen terapéutico del producto.

. Dado que se requiri6 encontrar la zona de distribucién de la curva de letalidad, se
iniciaron pruebas de escrutinio a dosis de 0.01 mg/kg, 0.1 mg/kg, 1.0 mg/kg y 10
mg/kg con un volumen no mayor a 0.25 mililitros. Para esta fase se calcularon utilizar
150 ratones de 20 gramos de peso corporal.

TOXIXIDAD TISULAR

Se realizé aplicando el vehfculo de prueba a una concentracién de 10% con y sin

vitamina D3 a una i6n de 2% por via intramuscular en un sitio sefialado por

depilacién en la porcién media del fo pastre io a un centfmetro de

profundidad a 40 ratas Wistar machos y hembras: 20 de ellas fueron sacrificadas con

éer 24 horas después de una inyeccién para obtener la muestra de tejido y evalvar la

reaccién inflamatoria. Las veinte ratas 1 fucron sacrificadas a las setenta y dos
horas. veinti o horas después de dos aplicaci {una diaria).

Con el mismo esgf se Itados con dos grupos adicionales (de 40
ratas cada uno), iny d por‘ via i lar con los preparados comerciales de

Vigantol (laboratorio Bayer) y SyntADE (laboratorio Syntex).

En el andlisis histopatolégico se plé la i6n infl ia, infiltracién celular

¥ €n U €aso necrosis.



En esta fase se utilizaron ochenta ratas Wistar de 200 gramos.

TOXOCIDAD SUBAGUDA
Se medicaron 40 ratas Wistar con el vehfculo a evaluar durante cuatro dfas y 40 ratas
Wistar con el vehfculo mds la vitamina D3 durante los mismos dfas a la dosis que
recomienda el fabricante. A un nimero igual de ratas sc les inyectd agua destilada

por

los mismos cuatro dfas y sirvi6 como grupo testigo. Al cabo de los cuatro dfas de
medicacién se sacrificaron diez de ellas por dfa para determinar los niveles de urea,

gl ica oxalacética y transaminasa glutdmica pirdvica, de

acuerdo con los métodos acostumbrados. Al término del estudio se realizaron

necropsias y los andlisis hi 16gicos correspondi

En esta fase se emplearon ochenta ratas Wistar de doscientos gramos.

FETOTOXICIDAD Y TERATOGENICIDAD

El producto de vitamina D3 se inyect6 a 50 ratonas g tres veces durante la
primera de i6n  (d d di la revisién diaria del tapén
pulatorio). A los dieci e dfas de i6n se les sacrificé con éter y se pesd el

\tero, contando el nimero de productos viables. Los productos fueron fijados e
inclufdos en bloques de parafina previo corte en Ifnca media para detectar alteraciones
en:

- béveda palatina,

- g6nadas.

- crdneo.

- 0jos.

- otras alteraciones evidentes.



El peso del ttero y el mimero de productos fué comparado con los del grupo testigo,

que la icidad fué contra la del mismo grupo en términos

de frecuencia (x:2), para ello se empl 50 ratonas cepa CFW.
MODELO DE CLAUDICACION INDUCIDA
Se utilizaron treinta conejos Nueva Zelanda, 10 por cada grupo. Al primero se le

e

inyectd en una sola el prod de vitamina D3 a dosis de dos mililitros por vfa

"

)t funda ( imad cuatro en la

1o,

muscular dada por €] biceps femoral y el semitendinoso en la cara lateral del mésculo

en direccién perpendicular al plano hasta que se produzca una contraccidn por

Tacid Tuad.

cidtica por el imi brusco del miembro). Al segundo
grupo se le inyecté Vigantol (Laboratorio Bayer) a dosis de 1500 U.IL en un volumen
de 0.015 mililitros en e) mismo sitio como grupo comparativo de un grupo similar y a
un tercer grupo se le inyect6é Tiaminal (laboratorio Silanes), a dosis de dos mililitros
como testigo de que el procedimiento per se no daiia ¢l nervio ciftico. Se evaludé

. "

claudicacién por rangos por tres observaci p en forma ciega y se

evalu6 mediante un andlisis de rangos de Kruskall-Wallis.



RESULTADOS
Toxicidad Aguda.

Se evaluaron en total 11 dosis por vfa intramuscular de la siguiente manera;

Vehiculo a la Niimero de % de mortalidad a
Concentracién Normal Ratones los 14 dias
0.1 ml 12 cero
0.2 ml 12 cero
0.3 ml 12 cero
0.4 ml 12 cero
0.5 mi 12 cero

Vehiculo al doble de Ia
Concentracién Normal

0.1 ml 12 cero
0.2 m} 12 cero
0.3 ml 12 cero
0.4 mi 12 cero
0.5 m! 12 cero

0.7 ml (repartido
en dos sitios}

Por lo anterior, no fué posible realizar una graficacién de la dosis respuesta fetal.

Por vfa endovenosa, se aplicaron 3 niveles de dosis como sigue:

Vehfculo a la Nimero de % de mortalidad
Concentracién Normal Ratones

0.05 m} 5 100 (i dnca)

0.1 m| 5 100 (i )

0.15 mi 5 100 (instantdnea)




Dado que con las dosis anteriores se preseniaron quince muertes instantdneas, se

decidi6 no continuar con la prueba con dosis mayores, es probable que las muertes se

hayan p do por b bolia pul no ot los datos de ia necropcsia
no revelaron al i evidentes, lo cual es patible con el p hiperagud
ohservado.

Toxdcidad Tisular.

Los resultados de esta prueba derivan de evaluar la toxicidad tisular del vehfculo a
prueba (VR) y del producto con vitaminas A, D y E (ADE-R) de mancra comparativa
con Viganto! y Syntade en cuarenta ratas por grupo. Los resultados se resumen en el
Cuadro 1 de donde resulta evidente que no se obtuvieron toxicidades tisulares de
importancia en ningin grupo a excepcién de una ligera reaccién inflamatoria en el

grupo que recibié Vigantol. Debe sefialarse que la reaccién marcada como (+) es una

i6 ima normal inducida por la inyeccién misma y por el desplazamiento que

induce el volumen inyectado. Dos (4 +) indican una reaccién mds severa quiz4 causada

por el > de la solucién iny da, y (+++) indican una reaccién
inflamatoria marcadamente grave. Las (+ + + +) se reservaron para la necrosis, que no
se detect$ en ningdn caso.

Toxicidad Subaguda.

En esta fase se evalud la posible toxicidad subaguda del VR y del ADE-R sobre
variables séricas de la funcién renal (urea y creatinina) y de funcién hepdtica (TGO y
TGP). En el cuadro 2 se agrupan los resultados de estos pardmetros y en ellos se
manifiesta claramente que no existen desviaciones de los valores basales de los grupos
utilizados, por lo que se puedc concluir que no indujeron dafios renales ni hepdticos
evidentes. En gl coadro 3 se listan las medias y desviaciones estandar de dichos

valores.



Fetotoxicidad y Ter icidad

Los Itados de la evaluacién de la fe icidad del grupo con vitamina A, Dy B
(ADE-R), en comparacién con cl grupo tetigo no se pudo graficar, ya que en ambos
grupos se observé una viabilidad de 100%. Con relacién a la teratogenicidad, los
resultados fueron similares, ya que en ningin producto del grupo (ADE-R) se

. .

observaron cambios 8 s en

inguno de los 6rganos estudiados ni en
algdin otro. Por lo que se concluye que el ADE-R no induce Fetotoxicidad ni

Teratogenicidad.

Claudicacién.
Se llevaron a cabo treinta evaluaci de claudicacién correspondi al producto
ADE-R, al Vigantol y al Tiaminal. Los resultados se pr en el cuadro 4, en el

que se puede constatar que no existieron claudicaciones significativas en el grupo ADE-
R y que tanto el grupo de Vigantol como ¢l de Tiaminal si indujeron claudicaciones,
tanto en liempo como en intensidad.

E! grupo de Vigantol presenté mas casos de claudicacién evidente. Los criterios se

establecieron conforme a rangos de la siguiente manera;

) = no claudica

(+) = creo que claudica
(++) = claudica a veces
(+++) = claudica

(++++) = claudica notoriamente.



DISCUSION

Los Itad: bienidos en la luacién de la Toxicidad Aguda, muestran que el

vehfculo a prueba (VR), aplicado por vfa 1.M. en ratones gestantes no causé ninguna
mortalidad fetal, no obstante por via 1.V. a las dosis recomendadas, hubo quince
muertes instantdneas, por lo que se decidié no continuar con la prueba a dosis mayores,
dejando un porcentaje de mortalidad de 100%. Es probable que las mucries se hayan

1

pr por tromboembolia pulmonar, aunque los datos a la necropsia no revelaron

alteraciones evidentes, lo cual es compatibic con el proceso hiperagudo observado.

Tead, )

Asimi estos c con lo descrito por Pietsch and Ruffle (8),

4

quienes informan' que existen vehfculos que pueden p colapso cardio-vascular,

concluyéndose que el vehiculo (VR) tiene un alto margen de seguridad al ser aplicado
por la vfa LM.
En la prueba de Toxicidad Tisular no hubo resultados de consideracién toxicolégica, a
excepcién de una ligera reaccién inflamatoria del grupo que recibié Vigantol, lo cual se
valor6 como una reaccién normal inducida por la inyeccién misma y por el
desplazamiento que induce el volumen inyectado, tal y como lo mencionan Paul (16) y
Reilly (17).

En la fase de Toxicidad Subaguda se evalué a el VR y al ADE-R sobre variable

séricas de la funcién renal (urea y creatinina) y de Ja funcién hepdtica (TGO y 1'GP),

manifestdnd que no existi desviaci de los pardmetros basales,

por lo que s¢ puede concluir que no indujeron dafios renales ni hepdticos evidentes.
Al evaluar la Fetotoxicidad y 1a Teratogenicidad, se observé que el ADE-R no provoca

mortalidad en los fetos, ademds de que no induce en los

siendo esto determi en el i de la confiabilidad de su aplicacién en

hembras en estado grivido.



En las pruchas de Claudicacién Inducida, sc observé que el Tiaminal indujo
claudicaciones poco significativas, micntras que el Vigantol provocs casos de
claudicacién evidente, con relacién al ADE-R, €ste no provocé claudicacién evidente,
por lo cual el ADE-R es el mds seguro con una nula reaccién de dolor en el sitio de
aplicacién. Lo cual concuerda con lo que expone Reilly al indicar que existen férmacos

con diferente PH: los cuales tienen Ja capacidad de estimular en diferentes grados de

intensidad las terminales sensitivas ady: al sitio de aplicacién del fdrmaco (17).

p
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CUADRO 1

Observaci hi l6gi a la inyeccion del VR=Vehfculo comercial,

P B!

ADE-R= producto terminado con vitaminas A, Dy E, Vigantol y Syntade

Las observaci son el pto de tres observadores independientes de manera
ciega.
UNA DOSIS DOS DOSIS
Grupe . filivack N . Inflarasch Infli
n
VR + - - + + -

ADE-R + - - + + .

Vigantol +4 ++ - ++ + + + -

Syntade + ++ - ++ + -




CUADRO 2.
RESULTADOS DE LA TOXICIDAD RENAL Y HEPATICA DEL VR Y ADE-R

VARIANZA:
5 DIAS 6 DIAS 7 DIAS 8 DIAS
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RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA

5° dia Fc Ft 5" dia Fc Ft
UREA 416 .35 CREAT. 4.96 3.35
6° dfa 6" dia

UREA 0.70 3.35 CREAT. .33 3.35
79 dfa 7% dia

UREA 1.29 3.35 CREAT. .044 3.35
8" dfa 8

UREA 1.93 135 CREAT. .1418 3.35
TOTAL TOTAL

UREA 217 3.08 CREAT. .17 3.08
5° dia Fc Ft 5° dia Fec Ft
TGO .0043 3.35 TGP 1.58 3.35
6° dfa 6" dfa

TGO 2.32 3.35 TGP 1.191 3.35
7° dia 7° dia

TGO 0.108 3.35 TGP 2.718 3.35
8° dfa 8°

TGO .95 3.35 TGP 482 3.35
TOTAL TOTAL

TGO 1.64 3.08 TGP 1.29 3.08




CUADRO 3

Valores medios y desviaciones estandar en toxicidad sistemdtica subaguda sobre rifién e
higado del VR = Vehiculo comercial y del producto terminado del vitamina A, Dy E
(ADE-R)
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CUADRO 4.

Valores relativos de claudicaci jesp de la aplicacién I.M. profunda, cerca del
cidtico de Vigantol, ADE-R (producto de vitaminas A, D Y E de Roussell) y Tiaminal

CONEJO VIGANTOL ADE-R TIAMINAL
1 2 3 1 2 3 1 2 3

1 ++ | + - - - B + + -
2 e Ty - - - - + + B
3 L - + - BT -
4 + + - - - - + - -
3 T N » N N FI T pn A
6 + _ _ F - N ++ + .
7 N . R . - + - N
3 ran - - - - . = e z
9 i+ + + - - N +++ o+ -
10 - 4+ + o+ - - + - -
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