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RESUMEN

ABEL ZAPATA ARENAS. Estudios toxicoldgicos in vivo e in vitro de un fasciolicida
inyectable.

El objetivo fue evaluar la toxicidad del compuesto alfa inyectable, por medio de estudios
toxicologicos agudo y subagudo, de citotoxicidad y la prueba de het cam. Para la
toxicidad aguda, se utilizé la guia OECD, No. 423 en donde se utilizaron 18 ratas
hembras wistar Hsd Han, a las cuales se les administraron 2000 mg/kg (Grupo 1), 1000
mg/kg (Grupo 2), 500 mg/kg (Grupo 3), 100 mg/kg (Grupo 4), 10 mg/kg (Grupo 5) y agua
inyectable (Grupo 6). Una vez inoculadas, se revisaron con detenimiento las primeras 4
horas después a las 24 hr y posteriormente cada dia durante 14 dias, para realizar
analisis de hemograma, quimica sanguinea y necropsia de los animales. Sin embargo,
no se analizaron estos resultados debido a la falta de datos de los grupos 1y 2 en donde
se presentaron muertes. La toxicidad sub-aguda, se realizé segun la guia (No. 185, Food
and Drug Administration, FDA) y la guia No. 407 (OECD). Para esta prueba nos basamos
en las dosis de la toxicidad aguda ya que la dosis mas alta es 10 veces la dosis
recomendada, la cual es de 4mg/kg. Para ello se utilizaron 24 hembras y 24 machos
ratas wistar Hsd Han, se dividieron en cuatro grupos de hembras y cuatro grupos de
machos de seis animales cada uno. Estos fueron administrados por via intramuscular

con 8 mg/kg (Grupo 1), 24 mg/kg



(Grupo 2) y 40 mg/kg (Grupo 3) mg/kg del compuesto alfa inyectable. Se realizaron
analisis de hemograma, bioquimica y necropsia de todos los animales. No se
encontraron cambios significativos en los estudios que se realizaron. La citotoxicidad se
realiz6 con las lineas celulares ACT-15, PC-3, Hela y MCF-7, de los cuales 9
correspondian a las siguientes concentraciones del farmaco: 2000, 1500, 1000, 500, 100,
10, 1, 0.1, 0.01 pg/ mL y 1 testigo (medio de cultivo). Posteriormente se realizo la lectura
con sulforrodamida y se hizo la lectura en una en un lector de Elisa. Se observo que hubo
una inhibicién de crecimiento de células en la concentracién de 500 pg/ mL. La prueba
de het-cam se utilizé para observar el potencial efecto irritante, en esta prueba se ocupd
embrién de pollo de 9 dias y se administré 0.3 ml de una diluciéon de 100 mg/mL esto se
realizé por triplicado, no se observé hemorragia, lisis y/o coagulacion. Se concluye que,
el compuesto alfa inyectable administrado por via intramuscular a ratas Hsd Han: Wistar,
no produjo cambios importantes en los analisis biogquimicos del suero, la hematologia y
la estructura histomorfolégica en la toxicidad subaguda, al compararlo con los datos
reportados en la literatura. La informacion obtenida indica que el compuesto tiene un

amplio margen de seguridad.



ABSTRACT

ABEL ZAPATA ARENAS In vivo and in vitro toxicological studies of an injectable
fasciolicide.

The objective was to evaluate the toxicity of the injectable alpha compound by means of
acute and subacute toxicological studies, cytotoxicity and the het cam test. For acute
toxicity, OECD guideline No. 423 was used, where 18 female wistar Hsd Han rats were
administered 2000 mg/kg (Group 1), 1000 mg/kg (Group 2), 500 mg/kg (Group 3), 100
mg/kg (Group 4), 10 mg/kg (Group 5) and injectable water (Group 6). Once inoculated,
the animals were carefully checked the first 4 hours after 24 hr and every day thereafter
for 14 days for hemogram, blood chemistry and necropsy analysis of the animals.
However, these results were not analyzed due to the lack of data from groups 1 and 2
where deaths occurred. Sub-acute toxicity was performed according to the guide (No.
185, Food and Drug Administration, FDA) and guide No. 407 (OECD). For this test we
based on the doses of acute toxicity since the highest dose is 10 times the recommended
dose, which is 4mg/kg. For this purpose, 24 female and 24 male Hsd Han wistar rats were
divided into four groups of females and four groups of males of six animals each. These
were administered intramuscularly with 8 mg/kg (Group 1), 24 mg/kg (Group 2) and 40
mg/kg (Group 3) mg/kg of the injectable alpha compound. Hemogram, biochemistry and
necropsy analyses were performed on all animals. No significant changes were found in
the studies performed. Cytotoxicity was performed with ACT-15, PC-3, Hela and MCF-7
cell lines, of which 9 corresponded to the following drug concentrations: 2000, 1500,
1000, 500, 100, 10, 1, 0.1, 0.01 pg/ mL and 1 control (culture medium). Subsequently,

the reading was performed with sulforhodamide and the reading was done in an Elisa



reader. It was observed that there was an inhibition of cell growth at the concentration of
500 ug/ mL. The het-cam test was used to observe the potential irritant effect, in this test
9-day-old chicken embryo was used and 0.3 ml of a 100 mg/mL dilution was administered
in triplicate, no hemorrhage, lysis and/or coagulation was observed. It is concluded that,
the injectable alpha compound administered intramuscularly to Hsd Han: Wistar rats, did
not produce significant changes in serum biochemical analysis, hematology and
histomorphological structure in subacute toxicity, when compared to data reported in the
literature. The information obtained indicates that the compound has a wide margin of

safety.



INTRODUCCION

La fasciolosis es una enfermedad ocasionada por el trematodo Fasciola hepatica. Esta
parasitosis se encuentra distribuida en casi todo el mundo y produce pérdidas
econdmicas debido a que ocasiona muertes y baja produccién en ganado bovino, ovino
y caprino principalmente, aunque puede llegar a afectar a otras especies como caballos,
conejos y cerdos!. Estas pérdidas econdmicas incluyen también los gastos que se
generan por los tratamientos para esta enfermedad, asi como el tratamiento de
enfermedades secundarias en el ganado.? A nivel mundial, se gastan alrededor de 3
billones de ddlares por afio para atender las consecuencias de esta parasitosis®. Es
importante mencionar que, esta enfermedad también es considerada como una
zoonosis, ya que se han reportado casos en muchos paises y en México,

especificamente en el estado de Puebla®.

1.1 Morfologia

Fasciola hepatica es un trematodo que tiene medidas de 18 a 50 mm de largo por 4 a
14 mm de ancho, tiene forma de hoja aplanada dorsoventralmente, la cual tiene forma
folidcea, su cuerpo esta cubierto por pequefias espinas, su parte anterior es mas ancha
gue la parte posterior y en la parte anterior presenta una proyeccion conica seguida de
un par de hombros anchos®. En fresco presenta un color pardo grisaceo, su ventosa oral
se encuentra en el extremo anterior y a la ventosa ventral se encuentra a la altura de los
hombros, su boca esté localizada cerca de la ventosa oral, continua con la faringe
musculosa y el eséfago que van directamente al intestino; ésta bifurca a poca distancia
de la ventosa oral, una vez dividida se forma ramas primarias y secundarias que

atraviesan todo su cuerpo hasta la parte posteriorS. Debido a que es un parasito
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hermafrodita, su sistema reproductor se conforma por los testiculos que se encuentran
ramificados y se encuentran extendidos hasta la parte posterior de su cuerpo, por otra
parte, los ovarios también son ramificados y su poro genital se encuentra debajo de la
ventosa ventral. Las glandulas vitelogenas se encuentran ocupando los margenes
laterales. Sus huevos llegan a medir de130 al50 por 63 a 90 micras; estos poseen un
opérculo en uno de sus extremos, su cascara es relativamente delgada, tiene un color
amarillento en su interior por los pigmentos y no presentan embrion cuando son

eliminados 7.

1.2 Ciclo bioldgico

El ciclo bioldgico de este parasito comienza con la eliminaciéon de los huevos, los cuales
pasan al duodeno junto con la bilis, los cuales son eliminados del huésped en las heces.
Los huevos se desarrollan en un medio favorable, el cual debe constar de un medio
hidrico, como pueden ser charcos, potreros inundados, pequefios rios de curso lento etc.
Para que se puedan desarrollar ademas del medio hidrico, se requiere una temperatura
de 26°C aproximadamente. Con estas condiciones, los huevos eclosionan en alrededor
de 9 a 10 dias; sin embargo, a temperaturas de alrededor de 10°C, estos no se
desarrollan. Cuando los huevos no cuentan con condiciones favorables pueden
permanecer viables por un largo periodo y en cuando las condiciones son adecuadas,
estos pueden continuar con su desarrollo. Los miracidios de F. hepatica desarrollados
gue aun se encuentran en el huevo estan formados por glandulas, un espolon cefalico,
una mancha ocular en forma de X y su cuerpo presenta cilios. Los miracidios que

eclosionan o salen del huevo buscan inmediatamente a un huésped intermediario
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(caracoles del género Lymnaea) para continuar con su desarrollo, debido a que los
miracidios no puede vivir en vida libre o a temperaturas bajas mas de 24 horas, una vez
eclosionados. La mancha ocular que poseen tiene accion fototropica, lo cual hace que el
miracidio sea atraido hacia la superficie del agua y sean capaces de nadar hasta
encontrar a su huésped intermediario, los caracoles del género Lymnaea. En México se
pueden encontrar las especies L. bulimoides, L. cubensis, L. humilis, principalmente’.
En Centroamérica y Sudamérica se encuentran las especies L. viator y L. columella,
entre otros®. Los miracidios infectan al caracol por la cavidad respiratoria o utilizando su
boton cefalico, penetrando el tegumento del pie. Una vez que el miracidio entro en el
caracol, éste pierde su cubierta y se transforma en un esporoquiste, de esta pared se
forman de 5 a 10 masas germinativas, que se convertiran en redias. El esporoquiste
continuara creciendo en las glandulas intestinales del caracol y en su pared corporal, las
redias daran paso a mas de 50 masas germinativas que daran lugar a otro estadio del
parasito, las cercarias. Mientras las condiciones de temperatura y alimentacion de los
caracoles sean favorables, se puede dar origen a una segunda generacion de redias.
Después de 6 a 8 semanas, las redias se desarrollan para convertirse en cercarias, las
cuales abandonan a las redias a través de su abertura tocoldgica y al caracol por el
aparato respiratorio. Las cercarias llegan a tener un tamafio de 260 a 320 por 200 a 240
micras, esto sin tomar en cuenta que la cola propulsora que es de 500 micras. Por lo
tanto, por cada miracidio que entra o infecta al caracol, éste puede dar origen de 400 a
1000 cercarias®. Estas cercarias que son liberadas deben nadar activamente, para que
poco tiempo después puedan perder su cola propulsora y redondeen su cuerpo; y este

cuerpo sea capaz de enquistarse y adherirse a la superficie de las plantas para
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transformarse en metacercarias, siendo estas metacercarias la fase infectante de este
trematodo. La infeccion en el huésped definitivo se realiza cuando las metacercarias son
ingeridas en el alimento, principalmente a través de pastizales contaminados. Una vez
gue son ingeridas pasan al intestino, donde se disuelve la membrana quistica externa
exponiendo al trematodo joven en donde puede llegar a medir hasta 250 micras, durante
su recorrido desde el intestino al higado, éste pasara por la cavidad peritoneal en el
transcurso de 2 a 28 horas, luego perforara al higado por la capsula de Glisson, y una
vez ahi tardara de 4 a 6 dias en llegar al tejido hepatico, en este ultimo se alojara durante
6 a 8 semanas hasta localizarse en conductos biliares (Figura 1). El parasito tiene una
vida en los conductos biliares de ovinos de hasta 11 afios y en el caso de los bovinos es
de alrededor de 1 afio. Las fasciolas jévenes se nutrirdn de sangre y tejido hepatico, en

cambio, las fasciolas adultas se alimentaran con sangre, bilis y tejido proliferado®-6 .
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Figura 1. Ciclo biologico de Fasciola hepatica’.

1.3 Epidemiologia

Esta enfermedad parasitaria se encuentra distribuida ampliamente alrededor del mundo.
La fasciolasis en bovinos ha sido reportada en zonas endémicas, por ejemplo, en Chile
(94%), en Estados Unidos (California, 52.7%, Florida 68% y Luisiana 25%), Irlanda
(45%), Espafia (29.5%), Turquia (29.3%), Peru (29%), Alemania (10.7%), Marruecos
(10.4), Camboya (10%) y Nueva Zelanda (8.5%)°. Mientras que, en Brasil, la prevalencia

va desde 64.8 % hasta un 10.59 % en diferentes partes del paisi®. En México, en el
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estado de Tlaxcala se observo una frecuencia de 80%, esto con una variacion de 100%
en Atlangatepec hasta el 6.12% en Tlaxco!l. De la misma manera en el estado de
Sonora, se reportd en los municipios de Guaymas y Cajeme una prevalencia de
11.4+0.9%, utilizando la técnica de sedimentacion y del 24.4+1.2% con técnicas
serolégicas como la ELISA en bovinos, 24.5+1.5% y 43+1.5% en caprinos y en borregos
19.44+2.0% y 30.6+2.7%, respectivamentel?. En otro estudio, se reporta una prevalencia
en los estados de Veracruz y Puebla del 30.2% y 18.4%, respectivamente!3. El
tratamiento de los animales infectados es indispensable, sin embargo, el surgimiento de
parasitos resistentes a los medicamentos no podra evitar las altas tasas de mortalidad

en ovinos y caprinos (Oliveira et al., 2008)4

1.4 Patologia de la enfermedad

Como se describe en el ciclo bioldgico, una vez que las metacercarias son enquistadas
en las plantas, estas son ingeridas por los animales como bovinos, ovinos o caprinos;
éstas pasaran del duodeno hacia la cavidad peritoneal viajando hasta el parénquima
hepatico, penetran el higado hasta el parénquima hasta llegar a los conductos biliares.
Las lesiones provocadas por la fase juvenil son de tipo hemorragico, infecciones
secundarias provocadas por la migracion hacia el higado, asi como necrosis del
parénquima. Dentro de estas enfermedades secundarias, se encuentra la peritonitis
aguda, los abscesos hepdticos, las infecciones por Clostridium haemolyticum o C. novyi

causando necrosis tisular, lo que puede provocar una necrosis en higado lo que conlleva
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a la muerte del animal. Las fasciolas adultas que se encuentran en el los conductos
biliares del higado llegan a provocar colangitis, colangiohepatitis, obstruccion y con ello

ectasia y estenosis?®

1.5 Control

El control de esta parasitosis se enfoca en tres estrategias principales, la primera es la
utilizacién de medicamentos quimicos que afectan al parasito adulto dentro del huésped
definitivo, el segundo es el uso de tratamientos quimicos para el control del huésped
intermediario (molusquicidas) y el tercero consiste en el manejo de la rotacion de los
pastizales, evitando asi, que los animales se alimenten de potreros que estén infestados
de cercarias, asi como, evitar el encharcamiento de estos 0 que se encuentren en rios
de baja movilidad.

Es importante mencionar que, por lo general se opta por la aplicacion de agentes
guimicos dentro del huésped definitivo para atacar al parasito en su fase adulta. Con este
antecedente, la Industria Farmacéutica ha desarrollado diversos fasciolicidas, dentro de
los cuales se encuentran: los fenoles halogenados (hexaclorofenol, bitionol, niclofolan y
nitroxinil), las salicilanilidas (oxiclozanida, brotianida, rafoxanida y closantel), los
benzimidazoles o probencimidazoles (albendazol, mebendazol, netobimina vy
triclabendazol), las sulfonamidas (clorsul6n) y los fenoxialcanos (diamfenetidina). Se
menciona con base en esta lista que en México los mas utilizados son el nitroxinil,

closantel, rafoxanida, albendazol y el triclabendazol®.
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Dentro de estos, los fenoles halogenados como el nitroxinil actda contra fasciolas adultas
pero no en fases juveniles, actuan inhibiendo la fosforilacion oxidativa, bloqueando las
contracciones musculares paralizando al parésito provocando su muerte al ser
administrado por via gastrointestinal su absorcion es pobre, por esta razén debe de ser
administrado por via intramuscular (I.M) o via subcutanea (S.C)16. Otro grupo de
farmacos son las salicilanilidas el cual contempla a el closantel y la rafoxanida. Este
farmaco afecta a fasciolas adultas erosionando el tegumento, blogueando rutas
metabdlicas causando la muerte entre 1 a 2 dias y las fasciolas que sobreviven pierden
la capacidad de reproducirse y de crecimiento. Sin embargo, puede llegar a tener signos
de toxicidad cuando se administra 5 veces la dosis recomendada. La rafoxanida tiene un
efecto interfiriendo la formacion de energia como el ATP, ADP y nucleétidos, afecta el
transporte activo de oxigeno a través de la membrana, su via de administracion puede
ser gastrointestinal y subcutanea. Una vez que los parasitos mueren pueden encontrarse
en la vesicula biliar o en el intestino del huésped debido ya que estos se desprenden?..
Dentro de los derivados benzimidazolicos, el albendazol fue el mas exitoso debido a que
posee tener un amplio espectro y con una alta eficacia contra nematodos
gastrointestinales, vermes pulmonares y Fasciola hepatica, en las Fasciolas actia desde
la semana 9 a 10, con una eficacia del 50 al 70 % en Fasciolas de 11-14 semanas una
eficacia del 80 al 90 %6, Otro derivado es el triclabendazol lanzado a su venta en 1983,
siendo el mas reciente y eficaz contra F. hepatica, su accion es en las fases inmaduras
dentro del parénquima hepético y en los conductos contra las fases adultas.!’. Su

actividad es interferir con la enzima fumarato reductasa y las funciones microtubulares,
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disminuye la maduracion del pardsito y provoca una muerte lenta. Tiene una
biotransformacion en el higado teniendo un metabolito principal llamado sulfoxido, este
compuesto es el responsable de tener la actividad fasciolicida. Su absorcion por via oral
es buena y es eliminada en un 95 % en heces un 2% en orina 'y del 1 % en leche 8. Su
dosis es de 10 mg/kg via oral para ovinos y de 12 mg en bovinos. Tiene un margen de
seguridad amplio, ya que este puede ser administrado hasta 200 mg/kg, a esta dosis los
animales pueden presentar incoordinacién por 3 dias 8. En el siguiente cuadro (Cuadro

1) se muestra el porcentaje de eficacia de algunos fasciolicidas en ovinos’.

Cuadro 1
PORCENTAJE DE EFICACIA DE ALGUNOS FASCIOLICIDAS EN OVINOS
FARMACO DOSIS EDAD DE FASCIOLAS EN SEMANAS

EN

mg/Kg

1|12|3|4|5|6|7]8|9 [|10]11] 12| 13] 14
TRICLABENDAZOL 10 90-95% 99-100 %
RAFOXANIDE 7.5 91-99 %
CLOSANTEL 7.5 80-95% 91-99%
NITROXINIL 10 85% 91-99%
ALBENDAZOL 7.5 50- 80-90%
70%

Cuadro tomado del libro. Parasitologia Veterinaria. Volumen 2. Helmintos VERA M. Y. et
al.

Cabe mencionar que el sobreuso y la subdosificacién de estos farmacos han generado
problemas de resistencia 1°2°. Por ejemplo Moll y col. (2000) reportaron la muerte de

borregos causada por una enfermedad hepética subaguda y crénica por tratamientos
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con triclabendazol para el control de Fasciola hepatica que presentd resistencia a
triclabendazol esto al norte de Holanda. Esta resistencia al triclabendazol, fue evaluada
en un estudio donde se demostré por medio de la cuenta de huevos del parasito, en
donde se obtuvo una eficacia del 99.7% en borregos, 4.3% en vacas lecheras y un 36.6%
en vaquillas, en donde se observé que la presencia de resistencia al triclabendazol 2.
Una vez que se ha de mostrado la existencia de resistencia a fasciolicidas, se debe de
realizar estudios toxicolégicos y de eficacia de nuevos farmacos para contar con nuevas
opciones en contra de esta parasitosis.

Dentro de estos nuevos compuestos, se encuentra el compuesto Alfa o 5-Cloro-2-
(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol), el cual ha demostrado una alta eficacia en
ovinos 11.25.26,27,28  con su nueva formulacion inyectable (fosfato disédico de 5-cloro-2-
(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-1H-benzimidazol). Es importante aclarar que estas actividades de
sintesis se realizaron en colaboracion interdisciplinaria e institucional con el grupo del

Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM.

Como se ha mencionado, el control de esta parasitosis se maneja con la aplicacion de
fasciolicidas en el huésped definitivo. El albendazol es uno de los farmacos mas
utilizados en el mercado, ya que cuenta con un amplio espectro de accion contra los
trematodos, pero su actividad es restringida contra las formas maduras de F. hepatica,
ya que requiere de dosis altas para mejorar su efectividad.?2. También dentro de los
farmacos mas utilizados se encuentra el triclabendazol, el cual ha mostrado una eficacia
elevada contra las fasciolas adultas y juveniles??; sin embargo, el aumento de la

resistencia farmacologica por parte de este parasito, ha hecho que la eficacia de algunos

17



farmacos como el triclabendazol (TCBZ), el closantel y el clorsulon administrados en
ovinos y bovinos contra formas inmaduras y adultas de este trematodo haya
disminuido?425, Ademas, tomando en cuenta que desde los afios 80, cuando se lanz6 al
mercado el triclabendazol, no se ha producido ningun farmaco de amplio espectro de
accion que actue contra este parasito, se manifiesta necesario desarrollar nuevos
farmacos con actividad fasciolicida.

Por otro lado, es pertinente sefialar que la industria farmacéutica, ha desarrollado
algunos compuestos fasciolicidas, pero éstos son importados, caros y en ocasiones de
dificil adquisicién. En los afios 90's se probo6 el compuesto Fasciolinip-1 (2-amino-5(6)-
cloro-1-metoxicarbonilbenzimidazol), el cual demostré que eliminaba un numero
limitados de fasciolas de 8 semanas de edad y tuvo un 90.6 % de efectividad en fasciolas
de 12 semanas de edad en ovinos 25. Posteriormente, se sintetizé y se probd el
compuesto alfa 5-Cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol), el cual demostro
tener una eficacia alta contra F. hepatica en su forma inmadura y madura en infecciones
naturales o artificiales, tanto en ovinos o bovinos, similar a la reportada para el TCBZ
212829 Cabe mencionar que, como otros benzimidazoles, el compuesto alfa es poco
soluble en disolventes acuosos, lo cual es el mayor reto para su administracion por via
intramuscular 2. En estos Ultimos afos, se sintetizd el compuesto alfa hidrosoluble, al
cual se le adicioné el grupo quimico fosfonooximetilo, esto con la finalidad de aumentar
su solubilidad (13 mg/ml a pH=7) y su disponibilidad por hidrélisis in vivo, ya que el grupo
de las fosfatasas alcalinas se encuentran en diferentes tejidos, favoreciendo la
administracion parenteral a dosis bajas. Este nuevo compuesto hidrosoluble (sal

disddica) mostré una eficacia del 87.8 % en pardsitos adultos en ovejas infectadas
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artificialmente con el parasito, utilizando una dosis intramuscular menor a 4 mg/kg en
comparacion con la dosis reportada para el compuesto alfa original, que obtuvo una
eficacia del 86.9 % a una dosis de 15 mg/kg por via oral 5. Recientemente, se ha
sintetizado un nuevo profarmaco hidrosoluble del TCBZ. Este profarmaco fue 88,000
veces mas soluble que el TCBZ y presentd una eficacia cercana al 100% en ovejas
infectadas artificialmente con una dosis intramuscular de 8 mg/kg32. Sin embargo, para
Su uso clinico en animales es necesario realizar estudios de toxicidad para determinar la
seguridad de estos nuevos profarmacos.

Para ello, es necesario determinar la toxicidad aguda mediante la administracion del
farmaco a diferentes dosis, con la finalidad de determinar la dosis letal (DL50); esto
considerando que la dosis maxima a probar es de 2000 mg/kg. Importa sefialar que, si
con esta dosis no se presentan muertes, se puede asegurar que el farmaco probado no
es toxico. Sin embargo, si se llegaran a presentar muertes en los grupos tratados se
podria realizar un nuevo experimento donde se utilizan nuevas dosis incluyendo los
grupos donde hubo muertes para tener una dosis letal 50 mas exacta, esto en
seguimiento a la guia 423 Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico
(OCDE) .

La toxicidad subaguda se basa en la determinacion de la toxicidad tras una unica
administracion repetida del farmaco. Esta prueba considera los siguientes parametros:
mortalidad, signos de toxicidad, patologia histopatolégicay el cambio de peso de acuerdo
con las directrices de prueba de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico (OCDE), es decir, la directriz 407 de la OCDE para la prueba de toxicidad

subaguda. Por otro lado, se realiz6 la prueba de citotoxicidad, esto para obtener datos
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de manera mas réapido ya que con la necesidad e interés se utilizan metodologias
alternativas in vitro que relativamente son econdémicas, rapidas y sencillas, las cuales a
su vez contribuyen en la disminucién en la utilidad de animales de laboratorio. Tomando
en cuenta la disminucion del uso de los animales, se pudo realizar la técnica de Het Cam,
la cual nos ayuda a la obtencién de datos de irritabilidad. Esta prueba esta englobada
en las pruebas in vitro ya que se utiliza embriones de pollo. Sin embargo, en México no
se han analizado estudios de toxicidad in vivo de estos nuevos compuestos fasciolicidas.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la toxicidad subaguda del profarmaco
hidrosoluble del compuesto alfa inyectable en ratas de experimentacion, para evaluar la

seguridad de este compuesto fasciolicida.
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MATERIAL Y METODOS

2.1- FAarmaco

El profarmaco hidrosoluble fosfonooximetil del compuesto alfa inyectable, se sintetizd en
el Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica, de la Universidad Nacional
Auténoma de México de acuerdo con la metodologia reportada por Flores-Ramos et al.

(2014).

2.2. Toxicidad Aguda

2.2.1 Animales de laboratorio

Para el estudio de toxicidad aguda, se utilizaron ratas hembra Hsd Han: WIST de 8 al0
semanas de edad, obtenidas de la empresa proveedora de animales de laboratorio
ENVIGO-México (USA). Al momento de su llegada, las ratas fueron identificadas por
medio de la aplicacion de muescas en las orejas Posteriormente, fueron alojadas en
cajas de polisulfonato con las siguientes dimensiones: 26.03 x 47.62 x 20 32 cm y
utiizando cama de aserrin de pino. Las condiciones ambientales a las que fueron
expuestas dentro de los cuartos fueron de una temperatura de 22 +2°C, humedad relativa
del 40 al 60% vy ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas en la Unidad de Experimentacién
Animal (UNEXA) de la Facultad de Quimica, Conjunto E de la Universidad Nacional

Autonoma de México (UNAM) de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999 de Especificaciones
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Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. Los animales
fueron alimentados con alimento Harlan Teklad 2018S para ratén/rata y con agua ad
libitum de filtro del modulo de sanitizacion automatica durante todo el estudio. Antes del
inicio de la administracion, las ratas fueron aclimatadas durante 5 dias, durante este
periodo se observo y se registro el estado de salud de cada animal y fueron aleatorizadas
para cada grupo experimental. Los protocolos experimentales con animales de
laboratorio fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica de la UNAM.

La prueba de toxicidad aguda se llevo a cabo siguiendo las recomendaciones referidas
en la Guia de la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OCDE,
No. 423), la cual sefala para este tipo de estudio, la utilizacién de una serie de dosis del
farmaco superior a la recomendada y con una dosis méxima de 2,000 mg/kg de peso
corporal y posteriormente, se recomienda disminuirla. Cabe mencionar que la dosis
recomendada de este fasciolicida inyectable es de 4 mg/kg de peso corporal en
rumiantes 31, Por lo que, se prosiguié a utilizar una serie de dosis altas de este
compuesto inyectable. Dentro de los seis grupos experimentales, cada grupo estuvo
conformado por tres ratas nuliparas no prefiadas; siendo las siguientes dosis utilizadas
para el compuesto alfa: Grupo 1 (2000 mg/kg), Grupo 2 (1000 mg/kg), Grupo 3 (500
mg/kg), Grupo 4 (100 mg/kg), Grupo 5 (10 mg/kg), todas las dosis fueron diluidas con
agua estéril. Finalmente, el Grupo 6 (Control), fue administrado solo con agua estéril
utilizando en todos los grupos la via intramuscular. Una vez administrados, los animales

fueron observados y monitoreados con mucho detenimiento durante los primeros 30
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minutos posteriores a la inoculacién, pasado ese tiempo se observaron durante las
siguientes 24 horas y cada dia posterior a la inoculacién hasta cumplir los 14 dias del
estudio. Los signos que se tomaron en cuenta fueron: 1) el patrén de comportamiento,
2) los signos de toxicidad como: temblores, convulsiones, salivacion, diarrea, letargo y

comay asi como 3) la mortalidad.

2.2.2 Andlisis bioquimico del suero y estudio hematolégico

Para el estudio bioquimico y hematoldgico, se realizaron tomas de sangre periférica en
los dias 0 y 14 post-tratamiento. Se utilizaron capilares de vidrio para la puncién en el
plexo retroorbital. Todos los procedimientos se realizaron bajo anestesia inhalada
utilizando una maquina de anestesia (VET EQUIP IMPACS), la cual requirié de isoflurano
al 5%. Cada muestra fue depositada y dividida en dos tubos microtainer; una parte fue
colocada en un tubo con anticoagulante (EDTA) y la otra en un tubo sin anticoagulante,
obteniéndose un volumen de 600 ul de sangre en total para los estudios de bioguimica y
hematolégico. Los analitos bioquimicos que se midieron fueron: La glucosa, el nitrdgeno
ureico en sangre (BUN), la creatinina, el colesterol total, los triglicéridos, la alanina
aminotransferasa (ALT), el aspartato aminotransferasa (AST), la fosfatasa alcalina, las
proteinas totales, la urea y la bilirrubina total. Los parametros hematoldgicos medibles
fueron el hematocrito (HCT), la hemoglobina (HGB), el recuento de eritrocitos (RBC), el
volumen corpuscular medio (MCV), la concentracién media de hemoglobina corpuscular
(MCHC), el recuento de plaquetas (PLT) recuento de leucocitos (LE), neutréfilos (NE),

linfocitos (LY), monocitos (MO) y eosindéfilos (EO). Todos los paramétros se midieron
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utilizando un analizador bioquimico automatizado (CS-T240, modelo DIRUI) y un

analizador hematoldgico (S. MBC VET, modelo KONTRO Lab).

2.2.3 Andlisis patolégico

Para el andlisis patolégico e histopatoldgico, se realizé la eutanasia de los animales
exponiéndolos a dioxido de carbono (CO;) dentro de una camara de eutanasia. Para
corroborar la muerte de los animales, se verifico la ausencia de signos vitales como: la
respiracion, el ritmo cardiaco; asi como la falta del reflejo palpebral y la relajacion del
esfinter anal. Una vez verificada la ausencia de signos vitales, se verifico la ausencia o
presencia de cambios en los sitios de inoculacion del farmaco alfa inyectable.
Posteriormente, se prosiguié con la recoleccion de los siguientes érganos: cerebro,
corazoén, pulmén, higado, bazo, rifién y glandulas suprarrenales de cada rata, con la
finalidad de procesarlas con la técnica de parafina para su analisis. Cada muestra de
tejido fue colocada en una solucién fijadora (formol bufferado al 10%) durante 24 horas.
Después las muestras fueron depositadas en un histoquinette (Leica modelo TP 1020)
para su procesamiento de deshidratacion, aclaramiento e impregnacion de parafina. Una
vez que, termind el proceso, los tejidos fueron incluidos en parafina mediante un incluidor
de parafina con placa fria (Leica EG 1150 H y EG 1150 C). Se retir6 la parafina
excedente y se realizaron cortes de 4 a 6 um en un microtomo (Leica RM 2125 RTS),
estos cortes fueron extendidos en un bafio de flotacion (Marca Leica) y colectados
utilizando portaobjetos de vidrio, los cuales se dejaron secar a temperatura ambiente,

para finalmente ser tefiidos con hematoxilina y eosina (H y E).
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2.3. Toxicidad subaguda

2.3.1 Animales de laboratorio

En los estudios de toxicidad subaguda, se utilizaron ratas hembras y machos Hsd Han:
WIST (8-10 semanas de edad), obtenidas en ENVIGO-México (USA). Las ratas fueron
identificadas por medio de muescas en las orejas y se alojaron en cajas de polisulfonato
de 26.03 x 47.62 x 20 32 cm con cama de aserrin de pino. Las condiciones de
temperatura, humedad relativa y ciclo luz/oscuridad de los cuartos de alojamiento fueron
de 22 £ 2°C, 40 — 60 % y 12/12 h en la Unidad de Investigacion Preclinica (UNIPREC)
de la Facultad de Quimica, Conjunto E de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM) con base a los lineamientos de la NOM-062-ZO0-1999 de Especificaciones
Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. Se observaron
y se aclimataron las ratas durante 5 dias antes de la administracién del tratamiento,
durante ese periodo de tiempo se monitoreo el estado de salud y fueron aleatorizadas
para cada grupo experimental. Se utilizé alimento Harlan Teklad 2018S para raton/rata y
agua del médulo de sanitizacion para alimentar a las ratas durante todo el estudio. El
protocolo experimental de los animales fue aprobado por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica de la

UNAM.

La prueba de esta toxicidad subaguda se llevé a cabo durante un periodo de 28 dias,
conforme a la Guidance for Industry Target Animal Safety for Veterinary Pharmaceutical

Products (No. 185, Food and Drug Administration, FDA) y la Guia No. 407 (OECD). Se
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formaron cuatro grupos experimentales con seis animales cada grupo. La dosificacion
del profarmaco hidrosluble se realizd siguiendo las recomendaciones de las guias
anteriormente mencionadas, siendo de la siguiente manera: Grupo 1 (8mg/kg), Grupo 2
(24 mg/kg) y Grupo 3 (40 mg/kg) de peso corporal administrados en los dias 0, 7 y 14,
respectivamente. El grupo 4 fungié como grupo control, el cual fue inoculado con agua
estéril. Los animales fueron monitoreados para observar los parametros de bienestar con
detenimiento durante los primeros 30 minutos, 4 horas, 24 horas después de cada
inoculacion y luego, diariamente durante los 28 dias del estudio. En esta prueba, se
midieron y se registraron los datos del peso corporal, la ingesta de alimento, consumo
de agua y la mortalidad hasta los 28 dias en los grupos de hembras y machos para su

analisis.

2.3.2 Andlisis bioquimico del suero y estudio hematolégico

Serealizé la toma de sangre para esta prueba en los dias 0, 14y 28 dias post tratamiento.
Se obtuvieron aproximadamente 600 pL de sangre periférica de cada animal, la cual se
obtuvo de la misma manera que en la prueba de toxicidad aguda utilizando capilares de
vidrio para la puncién del plexo retroorbital, bajo anestesia con isoflurano (5 %) en una
maquina de anestesia (VET EQUIP IMPACSG). Estas muestras fueron depositadas en
tubos microtainer con anticoagulante y sin anticoagulante. Se midieron los mismos
analitos: hematocrito (HCT), la hemoglobina (HGB), el recuento de eritrocitos (RBC), el
volumen corpuscular medio (MCV), la concentracidon media de hemoglobina corpuscular
(MCHC), el recuento de plaquetas (PLT) recuento de leucocitos (LE), neutréfilos (NE),

linfocitos (LY), monocitos (MO) y eosindfilos (EO), en un analizador bioquimico
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automatizado (CS-T240, modelo DIRUI) y un analizador hematolégico (S. MBC VET,

modelo KONTRO Lab).

2.3.3 Andlisis patolégico

La eutanasia, necropsia, recoleccion y la conservacion de los érganos de los animales
para este estudio, se realiz6 como se mencion6 anteriormente en la prueba de toxicidad
aguda. Los tejidos fueron fijados y procesados por la técnica de parafina y tefiidos con

hematoxilina y eosina (H y E), como ya se ha descrito.

2.4 — Citotoxicidad

La prueba de citotoxicidad se realiz6 utilizando cuatro lineas celulares HELA, MCF7, PC3
y HCT 15, las cuales fueron teflidas con sulforodamina para evaluar la concentracion
inhibitoria EI procedimiento para estas células fue el siguiente: Se descongelaron las
células en bafio Maria a 37°C, dentro de la campana de flujo laminar, se lavaron estas
células con medio de cultivo EMEM para las lineas Helay MCF-7, Hct-15 con RPMI-1640
y Pc3 con F-12K para eliminar la mayor cantidad de DMSO con el que fueron congeladas
y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos. Posteriormente, se decantd el
sobrenadante para obtener el botdén de células, el cual se resuspendi6é en 1 mL de medio
de cultivo correspondiente a cada linea celular. Se analiz6 la viabilidad utilizando el
colorante azul tripano, utilizando una camara de Neubauer y se observé en el
microscopio invertido, utilizando la siguiente féormula se obtuvo el porcentaje de
viabilidad:
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(((% de células vivas) 2) 2) X 10000 = X

Una vez contadas las células vivas, se procedié a la siembra de estas células en cajas
de cultivo (dimensiones de las cajas). Después de dos confluencias al 80% se agrego
0.5 mL de tripsina 'y 0.5 mL de PBS para que las células se despegaran y se volvieran
sembrar en placas de cultivo de 96 pozos. Se realizaron los céalculos para obtener 20,000
células por pozo y se incubaron a una temperatura 37 °C y un porcentaje de CO, del 5
% por 24 horas en una incubadora (modelo y marca), transcurridas estas horas se
procedié a retirar el medio de cultivo que tenian y se le colocé medio de cultivo con
diferentes concentraciones del farmaco. Se utilizaron 10 pozos de la placa de 96 pozos
para cada linea celular; de los cuales 9 pozos correspondieron a las siguientes
concentraciones del compuesto hidrosoluble: 2000, 1500, 1000, 500, 100, 10, 1, 0.1, 0.01
ug/ mL y 1 pozo testigo (solo con medio de cultivo). Este ensayo se realizo por triplicado.
Después de 24 horas de incubacion con las diferentes dosis del farmaco, se detuvo la
reaccion con &cido tricloro-acético al 10% a 4 °C durante una hora. Posteriormente, se
lavé con agua destilada y se dejo secar cada pozo a temperatura ambiente. Finalmente,
se agregaron 50 pL de sulforodamina B al 4 % en acido acético al 1% en cada pozo y se
dejo incubar durante 30 minutos, se retird el exceso de colorante lavandolo 5 veces con
acido acético al 1 %y se dejé secar completamente. Se adicionaron 100 pL de una
solucion de Tris-base 10 mM (pH= 10.5) y se agité suavemente por 5 minutos. Se realizé
la lectura de las placas en un lector de microplaca a una longitud de onda de 490 - 550

nm. Después de la lectura se obtuvo por medio de la formula la viabilidad celular.
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La absorbancia del pozo sin tratamiento es el 100 % y con ese 100 % se van a ir sacando
el porcentaje de los demas pozos los cuales con ayuda de una grafica podemos observar
la concentracion inhibitoria 50.

Posteriormente, se realiz6 una aproximacion de la concentracién inhibitoria utilizando la

ecuacion de tendencia en Excel.

2.5 — Het Cam

Esta prueba se realizé para observar el grado del potencial irritante en las mucosas por
parte del farmaco. Se utilizaron embriones de pollo de 9 dias de fertilizacion los huevos
defectuosos son descartados, los cuales fueron mantenidos en una incubadora durante
24 horas a una temperatura de 37 a 38 °C, con una humedad de 55 * 7%. Los embriones
fueron utilizados al dia siguiente en donde con ayuda de una lampara se marca la camara
de aire de cada embridn y con cuidado se retira el cascardn utilizando tijeras y pinzas
previamente desinfectadas, se humedece con solucion salina fisioldgica isotonica al 0.9
% a una temperatura de 37°C la membrana externa la cual se retira con cuidado evitando
romper los vasos sanguineos adyacentes.

El producto de prueba fue preparado con 100 mg en 1 ml de agua inyectable y como
control positivo se utilizé la solucion de Lauril sulfato de sodio (SDS) al 1% y el PBS como
control negativo.

Una vez que se prepararon los productos se afiadieron 0.3 ml (300 ul) de la solucion
control positivo (SDS), del control negativo (PBS) y el producto de prueba, esto sobre la

membrana de cada embrién en el caso del producto de prueba se realiz6 por triplicado.
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Ya colocados los productos sobre la membrana corioalantoidea, se tomo el tiempo de 5
minutos para observar los cambios en la membrana en donde se presentaria reacciones
como hemorragia, lisis vascular y coagulacion. Para cada una de estas reacciones, se
anoté el tiempo para después ser sustituido en la siguiente férmula para obtener el indice
de irritacions4.

IS=301 —sec. H.5+301 —-sec.L .7+301—-sec. C.9

300 300 300

H: Hemorragia

L: Lisis vascular

C: Coagulacion

sec: inicios segundos

Una vez obtenido este indice se determina los grados de severidad como:
0= Sin Reaccion

1= Reaccion leve

2= Reaccioén moderada

3= Reaccion severa

RESULTADOS

3.1- Toxicidad aguda

Durante las revisiones de esta prueba, se observo la muerte de 2 animales en el grupo
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1 (2000 mg/kg) y 1 animal muerto en el grupo 2 (1000 mg/kg), ya que estas muertes
fueron en el transcurso de la noche al momento de encontrarlos por su descomposicion
no se pudo realizar la necropsiay conservacién de los érganos para su estudio patoldgico
e histopatoldgico de estos animales sin embargo se realizaron las eutanasias de los
animales vivos de los demas grupos a los cuales se les realiz6 la necropsia y el analisis
histopatologico de los érganos recolectados como: el musculo, el cerebro, el corazon, el
pulmén, el higado, el bazo y las glandulas suprarrenales en donde se no se observo
cambios histopatoldgicos en comparacion con el grupo control. El tejido renal del grupo
tratado no presentdé cambios morfolégicos en comparacion al grupo con agua inyectable
ya que mantienen la misma morfologia (figura 2). En cuanto al andlisis del estudio de la
guimica sanguinea, por la falta de estos datos no se pudo analizar esta informacién. Sin
embargo, como marca la guia de la OCDE, una vez que se presenta alguna muerte se

tomaréa como téxico el farmaco a esa dosis, por lo que se interpreta que la toxicidad se

encontraria alrededor de los 1000 mg/kg de peso.

Figura 2: Hallazgo histopatoldgico en la toxicidad aguda del compuesto alfa inyectable
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en el riidn de ratas Hsd Han: WIST inoculadas con 2 000 (A), 1 000 (B), 500 (C), 100 (D)
y 10 (E) mg/kg de peso corporal de compuesto alfa inyectable y grupo control (F). Las

secciones histologicas se tifieron con Hematoxilina y Eosina (H & E) observados a 40X.

3.2 Toxicidad subaguda

Se observa en la figura 32, el cambio de peso corporal en ratas hembras Wistar, en los
grupos dosificados con 8 (Grupo 1), 24 (Grupo 2), 40 (Grupo 3) mg/kg de peso corporal
del compuesto alfa y agua inyectable (Grupo 4). Aunque se observaron cambios en el
porcentaje de peso corporal del Grupo 2 (24 mg/kg), en el andlisis no se encontraron
diferencias significativas en el peso corporal entre los grupos experimentales (Kruskal-
Walllis: Hg.l. = 3; 0,05 = 1,900; p = 0,593; no significativo o n.s). De igual manera las ratas
machos (Figura 3-B) el porcentaje en el peso corporal presentd ligeros cambios en los
grupos 1 (8 mg/kg) y 2 (24 mg/kg), pero no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (F = 0,541 P = 0,663 n.s).

En la Fig. 3C y D, se muestra el consumo de alimento en el grupo tratado de hembras (6
ratas por grupo) y en el grupo de machos (6 ratas por grupo) en comparacién con el
grupo control (6 ratas sin tratamiento). En las ratas hembras, el porcentaje de consumo
de alimentos se calculd con la siguiente ecuacion [(Peso final de la comida — Peso inicial
/ Peso inicial) X 100] / 3 0 4 dependiendo de los dias de muestreo para todos los grupos.
El grupo 4 (agua inyectable) presentdé un cambio (Figura 3C) pero no hubo diferencia
estadistica entre los grupos de tratamiento (Kruskal-Wallis: Hg.l. 3; 0,05 = 7,550;
p = 0,056, n.s). Sin embargo, se observdé una tendencia similar en el consumo de

alimentos entre el 11y el 12 %. En los machos (Figura 3D), se observé una diferencia
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estadisticamente significativa en el grupo 3 (40 mg/kg) en comparacion con el grupo 1 (8
mg/kg) (Kruskal-Wallis: Hg.l. = 3; 0,05 = 14,102; p = 0,003). Asimismo, se encontraron
diferencias significativas entre el grupo 1 (8 mg/kg) (prueba de suma de rangos de Mann-
Whitney, p = 0,017), el grupo 2 (24 mg/kg) (prueba de suma de rangos de Mann-Whitney,
p=0,442) y el grupo 3 (40 mg/kg) (prueba de suma de rangos de Mann-Whitney,
p = 0,065) en comparacion con el grupo control (agua inyectable). Este analisis
estadistico indico que habia una diferencia entre el grupo 1 (8 mg/kg) y el grupo 4 (agua
inyectable), teniendo en cuenta que el rango de cambio del % de consumo de alimentos

en todos los grupos era similar (13 — 14 %)
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Figura 3. Efecto del compuesto alfa en la toxicidad subaguda de 28 dias sobre el % de
peso corporal, el consumo de alimentos y la ingesta de agua de ratas hembras y machos
Hsd Han: WISTAR. * Significacion estadistica (Kruskal-Wallis: Hg.l. = 3; 0,05 = 14,102;
p = 0,003); ** diferencias estadisticas entre los grupos 4 y 3 (p< 0,001).

En cuanto al porcentaje de consumo de agua segun la ecuaciéon [(Medida de agua final
— Medida de agua inicial / Medida de agua inicial) * 100] / 3 o 4 dependiendo de los dias
de muestreo. En la Figura 3E, se observa un incremento en el consumo de alimento pero
no se encontraron diferencias estadisticas entre los grupos en las ratas hembras
(p = 0,237; n.s). No obstante, el consumo de agua fue similar en todos los grupos (15—
17 %). Pero se observaron diferencias estadisticamente significativas en las ratas
machos (Figura 3F). Utilizando una ANOVA de una via, se detecté una diferencia entre
el grupo 3 (40 mg/kg) y en comparacion con los otros grupos (p<0,001). Después se
realizé una prueba t para observar diferencias estadisticas entre los grupos 3 (40 mg/kg)
y 4 (agua inyectable) (p< 0,001). En los demas grupos no hubo diferencias significativas
teniendo en cuenta que, la ingesta de agua en los grupos 1 (8 mg/kg), 2 (24 mg/kg), 4
(agua inyectable) fue de alrededor del 15 %, mientras que la del grupo 3 (40 mg/kg) tuvo
una reduccién del 13 %. Por lo tanto, el consumo de agua y comida no afecté al peso
corporal en todos los grupos.

No se observaron cambios aparentes en los hallazgos histolégicos de los musculos y
organos analizados de los animales tratados y del grupo control. EI examen

histopatologico del riidn presentd una estructura morfolégica normal (Figura 4).
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Hembra Macho

Figura 4. Hallazgo histoldgico en la toxicidad subaguda en el rifidn de ratas hembras (A,
B, Cy D) yratas machos (E, F, Gy H) Hsd Han: WISTAR inoculados con 8 (A, E), 24 (B,
F), 40 (C, G) mg/kg por peso corporal del compuesto alfa y grupo control (D, H; agua
inyectable). Los cortes histotologicos fueron tefiidos con Hematoxilina y Eosina (H & E)

observados a 10X y 40X.

El efecto del tratamiento del compuesto alfa sobre los parametros bioguimicos del suero
se observa en el Cuadro 2. Se encontr6 una diferencia estadistica con el analito de
glucosa entre los grupos 1 (8 mg/kg), 2 (24 mg/kg) comparados con el grupo 3 (40 mg/kg)
usando una ANOVA de una via (p=0.001) de acuerdo a la siguiente ecuacion:
(Resultado final - Resultado inicial/ Resultado inicial) X 100 en ratas hembras. Para
corroborar esta diferencia, la prueba de Tukey mostrdé una diferencia estadistica entre
los Grupos 1 (8 mg/kg), 2 (24 mg/kg )y 3 (40 mg/kg) en comparacion con el grupo 4 (agua

inyectable). Ademas, el colesterol presentd diferencias significativas en dos grupos (1
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inoculado con 8 mg/kg y el grupo control) mediante la prueba de Tukey (p = 0,022). En

cambio, en el Cuadro 3, no se observo ninguna diferencia estadistica en las ratas

machos.

Cuadro 2. Resultados de los pardmetros bioquimicos del suero en el estudio de toxicidad

subaguda en ratas hembra Hsd Han: WISTAR.

Parametros Hembras
Media =+ SEM

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

(8 mg/kg) (24 mg/kg) (40 mg/kg) (control)
Glucosa (mmol/L) -25.88+£1.43* -17.60+£5.41* -13.19+7.13* 11.22+6.78
BUN (mmol/L) 17.72+7.83 17.36+£9.59 17.30+6.76 1.36%4.75
Creatinina (mmol/L) 2.30+3.77 -0.29+2.20 2.55+3.64 -6.70+4.49
Colesterol (mmol/L) -9.85+2.54** 0.68+3.77 1.55+4.49 5.92+1.94
Triglicéridos (mmol/L) -39.89+10.34 12.11+13.32 11.99+23.69 37.45+24.85
ALT (U/L) 2.13+8.05 8.41+7.51 12.61+11.13 19.65+9.81
AST (U/L) 0.80+7.95 -8.77+11.82 20.36x11.67 9.58+15.23
ALP (U/L) -15.2+2.74 -15.63+4.82 -25.51+4.68 -4.27+6.77
Proteinas (mmol/L) 3.47+£1.61 2.89+£3.12 7.59+2.20 4.70+2.35
Urea (mmol/L) 20.23+£7.22 18.76+£9.70 16.27+6.05 1.28+5.67
Bilirrubinas (mmol/L) 35.97+25.92 12.31+14.89 71.15+30.83 16.11+12.74

BUN= Nitrogeno ureico en sangre; ALT= Alanina aminotransferasa; AST= Aspartato

aminotransferasa; ALP= Fosfatasa alcalina, Grupo tratado con 8 mg/kg (Grupo 1);
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24 mg/kg (Grupo 2); 40 mg/kg (Grupo 3) mg/kg por peso corporal; Agua inyectable

(Grupo control); * Diferencia estadistica por ANOVA de una via en Glucosa (p = 0 0.001);

** Presenta significancia estadistica por ANOVA de una via en colesterol (p = 0.022) en

ratas hembras.

Cuadro 3. Resultados de los parametros bioquimicos del suero en el estudio de

toxicidad subaguda en ratas machos Hsd Han: WISTAR.

Parametros Machos
Media + SEM

Grupo Grupo 2 | Grupo Grupo 4 (control)

(8 mg/kg) (24 mg/kg) (40 mg/kg)
Glucosa (mmol/L) -6.48+3.01 -12.78+4.88 5.98+8.70 2.02+5.75
BUN (mmol/L) 3.99+3.19 3.7+2.25 1.32+2.18 -2.41+6.36
Creatinina (mmol/L) 7.06+3.90 4.77+3.98 6.26+4.12 6.81+4.06
Colesterol (mmol/L) -18.10+1.99 -16.31+2.32 -21.46+1.84 -11.72+3.76
Triglicéridos (mmol/L) | 29.35+10.35 48.26+14.84 47.80+18.93 73.59+24.83
ALT (U/L) -2.67+3.54 -6.80+4.47 -14.27+2.27 -8.09+5.93
AST (U/L) -17.65+£3.70 -7.75%£10.52 -14.21+3.82 -10.92+5.29
ALP (U/L) -31.80+1.27 -29.29+3.21 -37.17+2.21 -36.09+2.37
Proteinas (mmol/L) 7.79+£2.49 8.18+1.94 4.61+0.61 7.3+x1.03
Urea (mmol/L) 4.16+4.51 3.85+2.88 1.31+1.92 -2.73+£5.63
Bilirrubinas (mmol/L) | 13.18+7.44 11.40+15.70 23.67+17.66 15.99+7.96
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BUN= Nitrogeno ureico en sangre; ALT= Alanina aminotransferasa;, AST= Aspartato
aminotransferasa; ALP= Fosfatasa alcalina, Grupo tratado con 8 mg/kg (Grupo 1); 24 mg/kg
(Grupo 2); 40 mg/kg (Grupo 3) por peso corporal; Agua inyectable (Grupo control).

En el cuadro 4, se observan las diferencias estadisticas en los analisis hematolégicos de
las ratas hembras. Se puede observar los cambios en el hematocrito en las ratas
hembras en los grupos tratados con 8 mg/kg (Grupo 1),24 mg/kg (Grupo 2), 40 mg/kg en
comparacion con el grupo control, asi como el recuento de plaquetas (grupos 24 mg/kg
y control) mostrando diferencia estadistica por medio de una Anova de una via

(p = 0,037) y la prueba de Tukey corroboré esta diferencia (p = 0,011), respectivamente.
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Cuadro 4. Resultados de los parametros hematoldgicos en el estudio de toxicidad

subaguda en ratas hembras Hsd Han: WISTAR .

Hembras
Parametros Media = SEM
Grupo 3 (40
Grupo 1 (8 mg/kg) Grupo 2 (24 mg/kg) Grupo 4 (control)

mg/kg)
HCT (L/L) 9.92+1.66* 12.09+3.00* 8.52+0.38* 1.33+£1.33
HGB (g/L) 7.38+1.12 5.30+2.09 8.59+1.17 3.89+2.04
RBC x10%?/L) 19.03+5.57 26.74+6.89 24.91+4.50 21.62 +2.81
MCV (fL) -6.65+4.23 -10.54+4.59 -12.82+3.08 -13.57+1.28
MCHC (g/L) -2.49+1.07 6.143+2.28 6.02+6.04 -0.57+1.55
PL (x10°/L) S7.47+27.77 75.15+25.65* -23.46+14.33 -3.40+£15.28
LE (x10°/L) -35.18+4.58 -30.14+13.26 -22.34+10.97 -27.68+£9.70
NE (x109%/L) 9.91+33.59 -36.27+£21.75 -19.98+30.04 -14.96+35.14
LY (x10°/L) -37.55+£5.82 -29.14+12.53 -20.11+13.03 -25.75+£10.07
MO (x10°/L) -11.67+£17.97 11.67+4.01 -3.33£19.94 -16.67+16.67
EO (x10°/L) -33.33+£21.08 -50.0+£22.36 -15.0+£17.08 -45+24.73

HCT= Hematocrito; HGB= Hemoglobina; RBC= Conteo de eritricitos; MCV= Volumen

medio corpuscular; MCHC= Concentracion media de hemoglobina corpuscular; PL=

Conteo de plaquetas; LE= Conteo de leucocitos; NE= Neutrofilos; LY= Linfocitos; MO=

Monocitos; EO= Eosinofilos; *Diferencia estadistica por una ANOVA de una via en HCT
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(p=0.037) y en el conteo de plaquetas (p =0.011) en ratas hembras; ** Presenta
significancia estadistica por ANOVA de una via en RBC (p = 0.02) and MCV (p = 0.012)
en ratas hembras.

En el Cuadro 5, se observd que los eritrocitos (RBC) y el MCV presentaron diferencia
estadistica entre los grupos 1 (8 mg/kg) y 3 (24 mg/kg) en comparacion con el grupo
control en ratas machos por una Anova de una via (p = 0,02 y p =0,012) y se verificd
con la prueba de Tukey.

Cuadro 5. Resultados de parametros hematoldgicos en el estudio de toxicidad subaguda

en ratas machos Hsd Han: WISTAR

Machos
Parametros Media + SEM
Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Grupo 1 (8 mg/kg)

(24 mg/kg) (40 mg/kg) (control)
HCT (L/L) 9.43+1.86 10.64+1.57 12.38+3.06 9.90+1.43
HGB (g/L) 12.01+1.80 14.64+1.40 13.95+1.56 13.34+1.37
RBC (x1012/L) 49.85+5.71** 40.57+4.91 50.71+7.59** 23.61+6.36
MCYV (fL) -27.07+£2.60** -20.75+2.89 -25.41+2.34** -9.02+5.93
MCHC (g/L) 3.19+2.07 3.93+1.50 1.84+1.89 2.94+1.36
PL (x10°%L) 23.53+35.59 8.35+11.39 -15.01+6.34 -2.27+8.26
LE (x10°%L) -4.53+17.66 14.62+20.04 -25.76x7.20 -25.51+6.93
NE (x10°%L) 14.07+39.65 51.81+26.79 -2.88+29.65 -18.36+19.01
LY (x10%L) -0.70+17.69 18.59+22.3 -26.44+6.74 -25.57%6.79
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HCT= Hematocrito; HGB= Hemoglobina; RBC= Conteo de eritricitos; MCV= Volumen
medio corpuscular; MCHC= Concentracion media de hemoglobina corpuscular; PL=
Conteo de plaquetas; LE= Conteo de leucocitos; NE= Neutrofilos; LY= Linfocitos; MO=
Monocitos; EO= Eosinofilos;** Presenta significancia estadistica por ANOVA de una via

en RBC (P = 0.0200) and MCV (P = 0.0120) en ratas machos

Citotoxicidad

Los resultados obtenidos en la citotoxicidad mostrados por la absorbancia se observan
en la grafica 1. En esta grafica se muestra las cuatro lineas celulares que se utilizaron
donde se observa una inhibicion de crecimiento celular entre las concentraciones de

100 y 500 pg
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Grafica 1 Se observa que la concentracion inhibitoria se encuentra entre las
concentraciones de 100 y 500 ug en todas las lineas celulares.

Utilizando la ecuacion de tendencia en Excel se obtuvo la aproximacion de la
concentracién inhibitoria CI150 en donde se confirma que la concentracion inhibitoria 50

se encuentra entre los 100 y 500ug. (Cuadro 6).
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Cuadro 6: Se observa la concentracion inhibitoria en las lineas celulares Hela, Mcf-7,

Pc-3 y Hct-15 por medio de la ecuacion de tendencia en Excel.

Linea celular Concentracion inhibitoria 50
Hela 118.57
Mcf-7 344.72
Pc-3 255.04
Hct-15 187.38

Se puede realizar la conversion utilizando un borrego de 100 kg y teniendo en cuenta
gue tiene 6 litros de sangre en donde teniendo una dosis de 4 gr por kilo estariamos
administrando 400mg entre los 6 litros tenemos una concentracion de 66 mg por litro y
esto indica que tenemos 66 pg en 1 ml lo cual es mas bajo que la CI50.

Este efecto se observa también en la figura 5 donde se puede observar la disminucion
de la tincion de la sulforrodamida en la placa con los diferentes tipos celulares.

Se observé que la concentracion inhibitoria se encuentra entre los 100 y 500 pg
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Figura 5. se observa la placa con los diferentes tipos de células por triplicado y las
concentraciones a las que se les fueron expuestas, asi como la inhibicién por falta de

sulforrodamida entre las concentaciones de 100 y 500 ug.

MCF-7 |—>
HELA |2

HCT-15 3

PC-3 3

Het Cam

Después de los 5 minutos transcurridos, no se presentd ningin cambio como
hemorragia, lisis o coagulacién, por lo que en la clasificacion en la que entra estos

resultados fue de sin reaccion. Esto se puede observar en la figura 6.
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Figura 6.- Se observa el producto sobre la membrana corio alantoidea en la cual no se

presentd ningun cambio como hemorragia lisis o coagulacion.
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DISCUSION

En la toxicidad aguda hubo 3 muertes, que se presentaron en los grupos 1 (2000 mg/kg)
y 2 (1000 mg/kg), estas se produjeron después de 48 h post-tratamiento, la guia de la
OCDE 423 menciona que debido a las muertes presentadas se debera de realizar
experimentos para encontrar la dosis letal, debido a que las muertes se presentaron en
las dosis mas altas, suponemos que la dosis letal se encuentra dentro de las dosis de
2 000 y 1 000 mg/kg. Para el caso de la toxicidad subaguda, se decidio utilizar la dosis
de 40 mg/kg que representa 10 veces la dosis recomendada de 4 mg/kg.

En el caso del estudio hematoldgico en la prueba de toxicidad subaguda del compuesto
alfa inyectable, cuatro de estos parametros mostraron diferencias estadisticas (p < 0,01)
en comparacion con el grupo control. Sin embargo, de acuerdo a la literatura, estos
valores estan dentro de los valores normales3>36, Estas variaciones pueden deberse a
las variaciones normales que presentan todos los grupos tratados. Por lo tanto, esto
sugiere que el compuesto alfa inyectable no mostré ninguna toxicidad en el sistema
hematopoyético3>36. Los valores bajos de glucosa y colesterol presentaron diferencia
estadistica en la prueba bioquimica sérica en las ratas hembras, aun cuando estaban en
rangos normales.

Otro estudio presento6 valores elevados en estos analitos en comparacion con el grupo
control, aunque estos valores también se encontraban dentro de los valores
normales?>36. En los machos tratados no hubo diferencias en estos analitos.

Con relacién al examen histopatoldgico, las lesiones comunes encontradas en la prueba
subaguda son cambios intersticiales, congestion, hemorragias e infiltracion de células

inflamatorias®’-38. Sin embargo, en este estudio de toxicidad aguda, no se observaron
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cambios en los 6rganos (musculo, cerebro, corazén, pulmén, bazo, higado, rifion y
glandulas suprarrenales). No se encontraron cambios en la estructura celular ni en otros
mencionados anteriormente, que se relacionaron con el analisis de la bioquimica del
suero.

Teniendo en cuenta que la dosis de la citotoxicidad se encuentra por debajo de la
Concentracién Inhibitoria, se puede suponer gue no presenta toxicidad en los animales
tratados a dosis de 4 mg por kilogramo.

En cuanto a la prueba de Het Cam, se observé que no presenta ninguna reaccion, por lo
gue el producto es seguro en esta prueba.

Finalmente, el compuesto alfa inyectable se perfila como una futura alternativa
fasciolicida para el control de la fasciolosis en rumiantes. Sin embargo, es necesario
realizar estudios adicionales para conocer la dosis letal, corroborar su eficacia en
pruebas de gabinete y campo, tolerancia, indice de seguridad y periodo de retencién en

rumiantes, a fin de comprobar su verdadero potencial fasciolicida en las especies destino.
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CONCLUSION

El compuesto alfa inyectable administrado por via intramuscular a ratas Hsd Han: Wistar,
no produjo cambios importantes en los andlisis bioquimicos del suero, la hematologia y
la estructura histomorfolégica en la toxicidad subaguda, al compararlo con los datos
reportados en la literatura.

La informacién obtenida sirve como datos preliminares para indicar que, el compuesto

tiene un amplio margen de seguridad.
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