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TEMA: DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 50 (DL50)
INTRAPERITONEAL DE HEMATOXILINA EN RATONES DE
LABORATORIO.

Autor: Roger Leonardo Tapia Pozo
Tutor: Dr. Javier Vargas, MSc.
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RESUMEN

La hematoxilina es un colorante natural, usado como parte de las tinciones
histol6gicas para tejidos celulares. La presente investigacion se llevo a
cabo para evaluar la seguridad de uso de hematoxilina (Haematoxylum
campechianum) generando informacién sobre su grado de toxicidad,
mediante el método 425 de arriba y abajo, descritos por la Organizacion
para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE). Para la
determinacién de la Dosis Letal 50 (DL50) se administrd en 70 ratones de
laboratorio  (BALB/c) por via intraperitoneal, la soluciébn de
hematoxilina/DMSO con dosis de 5.5, 17.5, 55, 175, 550, 1100, 2000
mg/kg. Los efectos adversos del comportamiento, mortalidad y necropsias
se determinaron hasta el dia 15 post inoculacion. Observando que estos
aumentaron segun se incremento los rangos de dosis. Determinandose asi
una DL50 de 1257.16 mg/kg de hematoxilina (95% SE: + 159,10 mg/kg).
En base a su DL50, la hematoxilina no parece tener una toxicidad
significativa clasificandose en el rango Ill y categorizandose como una

sustancia nociva segun la OCDE.

Palabras clave: HEMATOXILINA / DL50 INTRAPERITONEAL /
TOXICIDAD / RATONES.


https://es.wikipedia.org/wiki/Haematoxylum_campechianum
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TITLE: DETERMINATION OF THE LETHAL DOSE 50 (LD50)
INTRAPERITONEAL HEMATOXYLIN IN LABORATORY MICE.

Author: Roger Leonardo Tapia Pozo
Tutor: Dr. Javier Vargas, MSc.
Date: July, 2019

ABSTRACT

Hematoxylin is a natural dye, used as part of histological stains for cellular
tissues. The present investigation was carried out to evaluate the safety of
using haematoxylin (Haematoxylum campechianum), by generating
information on its degree of toxicity, using method 425 above and below,
described by the Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD). In order to determinate the Lethal Dose 50 (LD50), hematoxylin /
DMSO solution was administered in 70 laboratory mice (BALB / ¢) using the
intraperitoneal technique with doses of 5.5, 17.5, 55, 175, 550, 1100, 2000
mg / kg. The adverse effects including behavior, mortality and necropsies
were determined until the 15th day post inoculation. Administered doses did
affect proportionally established parameters. Considering these results it
was determined as LD50 a quantity of 1257.16 mg / kg of hematoxylin (95%
SE: + 159.10 mg / kg). According to the study, hematoxylin does not seem
to have a significant toxicity, so it is established in the range Il and

considered itself as a harmful substance according to the OECD.

Key words: HEMATOXYLIN / DL50 INTRAPERITONEALLY / TOXICITY /
MICE.
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CAPITULO |

1.1. INTRODUCCION

La categorizacion de seguridad de una sustancia para su uso y manejo
seguro, depende del grado de toxicidad o nocividad que esta tenga; para
lo cual se somete esta sustancia a una serie de pruebas y andlisis, con el
fin de observar si producen efectos agudos, subagudos y cronicos

después de una o varias administraciones.

Generalmente los primeros estudios que se realizaron para la
determinacion de la toxicidad de una sustancia, se basaron, en encontrar
si produce efectos agudos. Mediante el cual buscaron la mortalidad del
50% de los animales de experimentacion después de una Unica
inoculacion en un tiempo determinado de maximo 24 horas, también
llamada Dosis Letal 50 (DL50).

Segun, la Toxicology, Environmental Health, and Chemical
Databases (TOXNET). Las DL50 para las tinciones de uso comun en los
laboratorios como el Azul de Evans es de 340 mg/kg, Eosina 500 mg/kg y
la Safranina 7060 mg/kg. Sin embargo, la hematoxilina no presentaba
informacién cientifica publicada que establezca una DL50 administrada
por cualquier tipo de via en animales de laboratorio.

La hematoxilina es una sustancia de origen natural, obtenida del extracto
de la planta leguminosa Haematoxylum campechianum, forma parte de
las principales tinciones que se usan en los laboratorios para diagnodstico
de laboratorio, como la tincibn hematoxilina- eosina (H & E) y prueba de
Papanicolaou, es de importancia mundial debido a que ayuda al
reconocimiento de varios tipos de tejidos y los cambios morfolégicos, que

forman parte de diagnostico de cancer.


https://es.wikipedia.org/wiki/Haematoxylum_campechianum

El presente trabajo estuvo orientado a generar informacion sobre el grado
de toxicidad de la hematoxilina mediante la determinacién de la Dosis
Letal 50 (DL50) por via intraperitoneal, en base a los protocolos de la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OCDE) y
POES (Procedimientos Operativos Estandarizados de Saneamiento) de
la Facultad de Ciencias Quimicas para el método 425 de arriba y abajo,
con el fin de establecer la seguridad de uso para los seres vivos, ademas
de generar rangos de dosis para nuevos estudios que determinen los

efectos de esta sustancia en el organismo.



1.1.1.

1.1.2.

1.1.3.

1.2.

1.2.1.

1.2.2.

OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar la Dosis Letal 50 intraperitoneal aguda de Hematoxilina
en ratones de laboratorio.

Objetivos Especificos

1. Determinar el estudio de la Dosis Letal 50 intraperitoneal de
hematoxilina en ratones de laboratorio, utilizando el protocolo de
OCDE y POES del método 425 de arriba y abajo.

2. Categorizar la dosis DL50 de hematoxilina mediante el
método 425 de la OCDE.

HIPOTESIS

HO

La hematoxilina no es considerada como sustancia nociva, segun la
Dosis Letal 50.

H1

La hematoxilina es considerada como sustancia nociva, segun la
Dosis Letal 50.



CAPITULO Il
REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

Los modelos para la aplicacion de Dosis Letal 50 se basan en establecer
guias para el manejo, la aplicacion, la dosis y el uso ético de animales, es
asi como Carpenter (2008), adapto los métodos establecidos por U.S. EPA
Health Effect Test Guidelines OPPTS 870.1100 (2002) y OECD Guideline
for the Testing of Chemicals Section 4 (Part 425) (2001) para la
determinacion de la Dosis Letal 50 oral en ratas para el compuesto 2,3,3,3-
tetrafluoro-2-(heptafluoropropoxy) Acido propanoico en Delaware Estados
Unidos.

En Colombia el estudio realizado por Munera (2000) determind la dosis letal
50 (DL50) del Lorazepam en ratones (Mus musculus) albinos, por via
intraperitoneal, estableciendo una DL50 estimada de 90.71 mg/kg, con
intervalo de confianza del 95% entre 65,02 y 150,13 mg/kg registrando el
doble de dosis de lo que se ha reportado en otros estudios.

En el Ecuador se han realizado dos ensayos para la evaluacion de la
toxicidad de sustancias, mediante el método de Dosis Letal 50:

Bravo (2017), realizé una “EVALUACION TOXICOLOGICA AGUDA DE
LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE HOJAS DE Passiflora manicata Y
Passiflora tripartita SOBRE Rattus norvegicus POR ViA ORAL” donde
administré dos dosis: un alta (2000 mg/kg) y una baja (300 mg/kg) para
identificar la toxicidad de la planta en estudio, la cual se administré
empleando una canula intragastrica, estableciendo que los extractos no son
toxicos.

Cacarin (2018), realizé el tema “PROPUESTA DE IMPLEMENTACION DE
PRUEBAS TOXICOLOGICAS AGUDAS PARA PRODUCTOS
NATURALES ORALES EN EL LABORATORIO DE OFERTA DE
SERVICIOS Y PRODUCTOS (OSP) DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
QUIMICAS DE LA UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR” en el cual
elaboré procedimientos operativos estandar (POES) para los métodos
toxicoldgicos 420, 423 y 425 establecidos por la Organizacién para la
Cooperacion y el Desarrollo Economico OCDE y aplicé estos mismos
métodos para la determinacion de la DL50 oral para jarabe el
COLESTERMAC en ratones hembras de la especie Mus musculus, en la
ciudad de Quito.



2.1.1. Andlisis Toxicolégicos

Los analisis toxicolégicos, son aquellos que se encargan de determinar el
grado de toxicidad de una sustancia en corto, mediano y largo plazo
(OCDE, 2008).

Para lo cual se establecen una serie de pruebas realizadas por métodos in
Vivo 0 in vitro, generando asi medidas de seguridad para dicha sustancia y
garantizar si puede ser 0 no ser considerada como una sustancia inocua
para los seres vivos (Arrebola et al., 2003; INEN, 1996; F. A. M. Mlnera et
al., 2000).

2.1.2. Toxicidad Aguda

Es aquella que estudia los efectos adversos de las sustancias
administradas por una Unica dosis en un intervalo maximo de 24 horas,

seguido de un periodo de observacion de 14 dias (EPA, 2002a).

Para la realizacién de estos estudios se utilizan modelos o grupos de
animales de experimentacion conformados preferiblemente por ratas o
ratones de laboratorio (EPA, 2002; ONU, 2015; Wang et al., 2018).

2.1.3. Clasificacion de Toxicidad Aguda

Se clasifica mediante los efectos producidos por la via de inoculacion por

la cual ingresan al organismo en:

e Toxicidad Oral

e Toxicidad Dérmica

e Toxicidad por Inhalacion

¢ Toxicidad Parenteral (i.v, i.m, i.p)

La concentracion quimica de la sustancia en un lugar especifico del
organismo, dependera de la ruta de administracion, generando tasas de
distribucion y absorcion, que producen diferentes tipos de toxicidad (Ning
et al., 2015; Wang et al., 2018).



La via parenteral, es la que genera una mayor velocidad en la aparicion de
los efectos, debido al contacto mas rapido con el torrente sanguineo. La
toxicidad oral generalmente presenta inconvenientes en la absorcion de las
sustancias porque depende del metabolismo gastrointestinal a la que es
expuesta generando efectos téxicos bajos (ONU, 2015; Wang et al., 2015).
Por lo tanto la via de exposicion tiene un profundo impacto en la
cuantificacion de la toxicidad. Ver Figura 1. (Wang et al., 2018).

Figura 1 Grafico de porcentajes de biodisponibilidad en sangre en funcion
del tiempo de diferentes rutas de exposicion.
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Fuente: The impact of exposure route for class-based compounds: a
comparative approach of lethal toxicity data in rodent models (Wang et al.,
2018).

Ademas, se debe tomar en cuenta las propiedades hidrofobicas, polares y
volumen molecular de las sustancias porque éstas interactian
significativamente en las tasas de concentracion y absorcion, provocando
diferentes niveles de toxicidad segun las rutas de administracion (Wang et
al., 2018).



2.1.4. Importancia

Una vez establecidos los estudios para la toxicidad aguda de una sustancia,
se procede con la categorizacion de la misma, de esta forma se genera
informacion sobre los efectos tdéxicos 0 nocivos que puede producir esta
sustancia al ingresar al organismo (Bravo, 2017; INEN, 1996; ONU, 2015).

Se establece su importancia en tres niveles:

¢ A nivel académico, generan protocolos de modelos experimentales,
para conocer el comportamiento de la sustancia en el organismo
(Arrebola et al., 2003; Gissi, Louekari, Hoffstadt, Bornatowicz, &
Aparicio, 2017; ONU, 2015).

¢ A nivel de Regulacion, ayuda a establecer rangos de toxicidad para
ser catalogada como una sustancia nociva o toxica, de esta forma
se pueden generan manuales de uso en el caso de ser una sustancia
toxica (Gissi et al., 2017; UE REACH, 2007).

e Anivel poblacional, permite el manejo adecuado de estas sustancias
brindando rangos seguros de uso y la implementacion de
tratamientos en el caso de existir intoxicaciones (Arrebola et al.,
2003; Gissi et al., 2017; ONU, 2015).

2.1.5. Objetivos de los Estudios de Toxicidad

El principal objetivo de los estudios de toxicidad, es la clasificacion de las
sustancias, mediante la determinacion de la toxicidad, que permite predecir
los posibles dafios de la sustancia en estudio, generando asi informacion
para un oportuno diagnéstico y tratamiento en el caso de que la sustancia
sea considerada téxica (EPA, 2002b; Gissi et al., 2017; OCDE, 2008; ONU,
2015; Randhawa, 2009; UE REACH, 2007).

2.1.6. Organismos de Control

En la actualidad, la entidad encargada que brinda  criterios y
recomendaciones para la clasificacion y determinacién en base de sus
peligros fisicos y riesgos para la salud de las sustancias, es el Sistema

Globalmente Armonizado de clasificacion de Sustancias y Mezclas



Quimicas (GHS), esta entidad trabaja en actividad conjunta, con las
instituciones: Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
OCDE, U.S. Environmental Protection Agency (EPA), Organizacion de las
Naciones Unidas (ONU) y Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Bravo,
2017; Cacarin, 2018; EPA, 2002b; ONU, 2015). Su principal objetivo es
establecer una base comun y coherente para la clasificacion y
comunicaciéon de sustancias peligrosas (Bravo, 2017; Cacarin, 2018; EPA,
2002b; ONU, 2015; UE REACH, 2007).

2.1.7. Estudios Para Clasificacién de Toxicidad Aguda

Normalmente se utilizan las pruebas in vivo de toxicidad aguda para
determinar una concentracion letal que matara al 50 % de la poblacién,
conocida como Dosis Letal 50 (DL50) (Arrebola et al., 2003; Bravo, 2017;
EPA, 2002a; Ocde, 2009; ONU, 2015). Para estudios in vitro y pruebas de
toxicidad aguda por Inhalacion se pueden usar los ensayos de
concentracion letal 50 (CL50), considerando el bienestar animal se sugiere
realizar una combinacion de ambos métodos de estudios (Arrebola et al.,
2003; EPA, 2002b; Mata & Martinez-Vargas, 1998; Ocde, 2009; Randhawa,
2009; Repetto & Repetto, 2009; Wang et al., 2018).

2.1.8. Dosis Letal 50

Es aquella dosis Unica, derivada estadisticamente de una sustancia que al
ser administrada produce la muerte al 50% de los animales experimentales
en un intervalo de 24 horas (EPA, 2002a; OCDE, 2008). Generando
umbrales de toxicidad aguda para la sustancia y posteriormente pueda ser
clasificada por su peligrosidad, permitiendo su etiquetado, ademas de la
seleccién de dosis de ensayo para estudios de dosis repetidas en los
modelos para estudios de toxicidad subaguda y crénica (Arrebola et al.,
2003; Pereira et al., 2014; Randhawa, 2009; Repetto & Repetto, 2009).

2.1.9. OCDE

La Organizaciéon para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE)

es un organismo de cooperacion internacional, compuesto por 37 estados



al 2008 (OCDE, 2008). Esta organizacion presenta herramientas Utiles para
evaluar los efectos potenciales de los productos quimicos en la salud
humana y el medio ambiente, mediante protocolos de pruebas aceptadas
internacionalmente como meétodos estandar para determinacion de la
seguridad de una sustancia (OCDE, 2008; ONU, 2015; UE REACH, 2007).

Los lineamientos presentados por esta organizacion, pueden ser utilizados
tanto por profesionales de la industria, investigacion y el gobierno (OCDE,
2008). Los estudios in vivo establecidos por la OCDE, para definir la
toxicidad de una sustancia por medio de ensayos de DL50 en la actualidad
(Cuadro 1), tienen el objetivo de reducir el nimero de animales mediante el
refinamiento de la dosis, la frecuencia y el tipo de administracion (OCDE,
2008; ONU, 2015; UE REACH, 2007).

Ademas, sugieren que este tipo de estudios deben ser acompafiados por
ensayos in vitro debido a que ayudan a la prediccién de una determinada
sustancia con respecto a sus procesos especificos de toxicidad (Arrebola
etal., 2003; Gissi et al., 2017; OCDE, 2008; ONU, 2015; Wang et al., 2018).

Cuadro 1. Métodos de Estudios de Dosis Letal 50 Aprobados por la OCDE

Via Oral Via Dérmica Via Inhalatoria
OCDE 420: Dosis Fija OCDE 403: LD50
(5-7) Clasica (40-80)
OCDE 423: Clase OCDE 402: LD50
Téxica Aguda (6-7) Clésica (10-30) OCDE 436: Clase
OCDE 425: Arriba 'y Toxica Aguda (6-9)
Abajo (6-7)

Fuente: (OCDE, 2008)

Una vez obtenida la DL50 que es expresada en mg/kg, se procede con su

clasificacion (Cuadro 2):



Cuadro 2. Rangos de Toxicidad.

Grado Rango mg/kg Clase

Grado | <25 Muy Toxica

Grado I <50 Toéxica

Grado Il <2000 Nociva

Grado IV =5000 Sin Toxicidad Aguda

Fuente: (OCDE, 2008)

2.2. Hematoxilina

La hematoxilina, es un componente obtenido de la madera del arbol
Haematoxylon campechianum, esta planta fue descubierta en el afio 1502
por exploradores espafioles en México, donde observaron a los Mayas
emplearla con fines medicinales, posteriormente fue llevada a Europa y

usada en la industria textil para tefiir ropa (Titford, 2005).

En el aflo de 1863, Waldeyer introduce por primera vez a la hematoxilina
como componente de las tinciones histolégicas, desde ese momento hasta
la actualidad forma parte de las principales tinciones en los laboratorios,
especialmente en el area de la patologia, como parte fundamental del
proceso para diferentes diagnésticos de laboratorio, tanto en el campo de

la medicina humana como veterinaria (Allison, 1999; Titford, 2005).
2.2.1. Taxonomia

e Reino: Plantae

e Division: Magnoliophyta

e Clase: Magnoliopsida

e Orden: Fabales

e Familia: Fabaceae

e Género: Haematoxylum

e Especie: Haematoxylum Campechianum

e Nombre Comun: Palo de Campeche o Palo de Tinte.
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2.2.2. Estructura Quimica

La hematoxilina es un flavonoide, que presenta un peso molecular de
302,28 g/mol, su férmula quimica es C16H1406 (Figura.2). En su estado
puro la hematoxilina es incolora y solo toma una coloracion cuando es
oxidada a hematina, siendo asi una sustancia anféterica, presentando un
color marron rojizo o amarillo segun el pH en que se encuentra (Fischer,
Jacobson, Rose, & Zeller, 2008).

Figura 2. Formula estructural de Hematoxilina.

Htx

Fuente: New investigations on hematoxylin, hematein, and hematein-

aluminium complexes(Ch. Bettinger and H.W. Zimmermann, 1991).

2.2.3. Aplicaciones

La hematoxilina es considerada un colorante basico de origen natural y es
usada en histologia y citologia como una tincién por su capacidad de unirse
principalmente a estructuras nucleares en preparaciones de portaobjetos
de microscopio (Indu et al.,, 2014). Presentan en su interior cargas
negativas en forma de acidos nucleicos, permitiendo su unién, dando una

coloracion azul oscuro o violeta (Ferreira, 2003).

Una de las ventajas del uso de la hematoxilina, es su versatilidad en la
tincion de los tejidos, por medio de la combinacion de mordientes,
variaciones en su oxidacion y adicion de otras tinciones (Chan, 2014).

Puede ser usada también como un identificador de pH, en soluciones
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acidas, presenta una coloracion rojiza, mientras que en soluciones

alcalinas, presenta un color azul (Chan, 2014; Fischer et al., 2008).

En los laboratorios de patologia la tincion hematoxilina- eosina (H & E) se
usa para la elaboracion de capas celulares incrustadas en vidrio para la
observacion en el microscopio (Rao, Patil, Majumdar, & Oswal, 2015). Esta
técnica consiste en la seccién de cortes de un tejido embebidos en bloques
de parafina, los cuales son hidratados y tefiidos por hematoxilina
acompafiados por un mordiente. Posteriormente se aplica un alcohol &cido
para la eliminacion de la tincion inespecifica en la placa, se procede con la
siguiente tincién con eosina, la cual tifie el citoplasma, después se
deshidratan las placas y son cubiertas por un cubreobjetos (Fischer et al.,
2008).

En los laboratorios de citologia, la hematoxilina se usa mayormente para la
detecciéon de signos de malignidad celular, mediante la prueba de
Papanicolaou (Mamat, Nasir, Wisnoe, Ngah, & Ramly, 2008). “Esté método
consiste en un frotis de células colocadas y tefiidas por hematoxilina junto
con un contraste de naranja G, posteriormente con una mezcla de FCF
verde claro, marron de Bismarck y finalmente eosina” (Sinkar & Arakeri,
2017).
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CAPITULO IlI
MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1. MATERIALES

Bata

Guantes

Zapatones

14 jaulas (malla o plastico)
14 comederos.

14 bebederos para hamster
16 frascos ambar.

1 quintal de alimento.

1 quintal de viruta.

1 balanza (A: £0.19)

1 marcador permanente de punta
fina.

Jeringas de insulina.

3.1.1. Materiales de

Laboratorio-Bioterio:

YV VVVVVVVVVVYY

1 Equipo bésico de diseccion.

Hoja de bisturi N° 15.

Eter.

Algodon.

Embudo de vidrio sin vastago.
Guantes

Mascarilla

Mandil

Libreta de apuntes.

Ratones mus musculus balb/C

3.1.2. Materiales de

Muestreo:

VVVVYVYVYVYVYVYY

3.1.3. Material Bioldgico:

A\

Hematoxilina Monohidrato C.I.
75290 de la empresa Merck,
Alemania (Anexol).

» Dimetilsulf6xido DMSO.

3.1.4. Material de Estudio:
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3.2. METODOLOGIA

Para la determinacién de DL50 intraperitoneal, se procedié con el método
de arriba y abajo descrito por la OCDE425, ademas de contar con los POES
establecidos para esta prueba por parte del Laboratorio de Oferta de
Servicios y Productos (OSP) de la Facultad de Ciencias Quimicas de la

Universidad Central del Ecuador (Anexo 3).

3.2.1. Zona de Estudio

El presente estudio, se lo realiz6 en la Universidad Central del Ecuador,
misma que se encuentra ubicada en la Ciudadela Universitaria, en las
calles Gilberto Gato Sobral & Jeronimo Leiton, centro-norte de la ciudad de
Quito. En el cual se llevé a cabo los siguientes procedimientos:

» Recepcidn, sexado, cuarentena y fase experimental del proyecto
(Bioterio y Laboratorio del Centro de Biologia).

» Preparacién de las soluciones y dosis (Laboratorios del Centro de
Quimica).

= Necropsias (Laboratorio de Patologia de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia).

3.2.2. Recoleccion de Informacion

Los registros y toma de datos: del peso, mortalidad, signos de toxicidad y
analisis anatomopatolégico durante el estudio que se llevo a cabo desde
28 de Abril al 29 de Marzo, siguieron los modelos de registros establecidos
por los POES del Laboratorio de Oferta de Servicios de Productos (OSP)
(Anexo 4).

3.2.3. Factores en Estudio

Variable independiente: Dosis de Hematoxilina.
Variable dependiente: Mortalidad de diferentes dosis.

3.2.4. Tipo de Investigacion

Exploratoria, correlacional, con disefio experimental.
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3.2.5. Caracteristicas de las Unidades Experimentales

Se utilizaron un total de 70 ratones mus musculus balb/C (30 machos, 40
hembras) pertenecientes al Bioterio del Centro de Biologia de la
Universidad Central del Ecuador, con una edad de 8 a 12 semanas y un
peso promedio del + 20% de la media total de los ratones por grupo. Se
procedio a la division de los mismos en 7 grupos segun su peso, para
facilidad del célculo y administracion de la dosis de hematoxilina, los cuales

se conformaron por 10 animales por grupo (Cuadro3).

Estos se encontraban compuestos por machos y hembras distribuidos
aleatoriamente, sin embargo; cabe recalcar que, debido a la disparidad en
el nUmero, uno de los grupos Unicamente se encontré6 conformado por

hembras.

La distribucion y el calculo de las dosis en cada uno de los grupos
experimentales, se basd en las guias establecidas por los POES de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Central del Ecuador para
el método de la OCDE 425, y adaptadas para el método de aplicacion

intraperitoneal.

Cuadro 3. Grupo de Dosis para la Determinacion DL50 Intraperitoneal.

Experimental Sexo PeS(_) @ Dosis # de Repeticiones
X mg/kg
El M 32,6 55 10
H 22,7 '
M 30,26
E2 H 24.52 17.5 10
M 30,62
E3 ¥ 24.34 55 10
M 31,6
E4 H 24.26 175 10
M 32,62
ES5 H 24.9 550 10
E6 M 29,48 1100 10
H 25,92
E7 A 27,52 2000 10
H 34,06
Total 70 Ratones
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3.2.6. Manejo del Lugar de Experimentacion

Ambiente

El control del ambiente en el area de experimentacion del bioterio, se
adaptd mediante el uso de un calefactor y termohigrometro. Se mantuvo

una temperatura promedio de 19°C a 23°C durante toda la fase del estudio.

Instalaciones

Para la desinfeccion de las instalaciones del area de experimentacion
pisos, estanterias, comederos y bebederos se las realizé con amonio

cuaternario al 20%.

Seguridad

Todos los desechos infecciosos que se generaron durante el estudio
producidos por los ratones, inoculacion, equipo de proteccion y necropsias
se eliminaron en fundas de color rojo con su respectivo empaquetado y

etiquetado.

Equipos de Proteccién

Durante toda la fase del estudio se mantuvo con el uso obligatorio de
mandil, guantes, cofia y zapatones ademas de seguir las normas de

bioseguridad dadas por el Bioterio.

Jaulas

Se prepararon, esterilizaron y adaptaron 14 jaulas de plastico con cubierta
metalica, con las siguientes dimensiones; 32 cm de largo, con 22 cm de
ancho y con 13 cm de altura (Anexo 5) respetando la densidad animal en
cada jaula establecido por la guia de manejo de animales de laboratorio (F
Fuentes, R Mendoza, A Rosales, & A Cisneros, 2008; National Research
Council (US), 2011).
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De esta manera, cada animal tuvo el espacio suficiente para poder expresar

posturas normales de conducta y sociabilidad.

Cama

La cama fue cambiada cada 7 dias en todas las jaulas, estuvo hecha de
viruta y fue esterilizada por autoclave durante 15 min a 115° C (Anexo 5).

3.2.7. Manejo de los Animales de Experimentacion

Durante la investigacion, todas las fases en el manejo de los animales
vivos, se llevaron a cabo en el Bioterio del Centro de Biologia de la
Universidad Central del Ecuador, contando con la guia del Doctor

Veterinario Javier Tingo.
Recepcion

Las condiciones de los animales para su cuidado y manejo, durante la
recepcion y todo el estudio, estuvo acorde con las normas estandar,
aceptadas internacionalmente por parte de la OCDE y EPA. Los animales
se mantuvieron a una temperatura de 18-22° C a una humedad relativa de
30-70%, se iluminaron artificialmente en un ciclo de luz / oscuridad de
aproximadamente 12 horas, para su alimentacién, se uso el balanceado
ProCuyes y Conejos fase engorde de la empresa Pronaca (Anexo 2) que
se lo administré junto con el cambio de agua cada 24 horas.

Cuarentena

Una vez cumplido el rango de 8 a 12 semanas de edad por todas las
unidades, se procedié con identificacion individual, mediante el marcaje de
la cola y la formacion de los blogues experimentales separandolos en
grupos segun el peso (Anexo 7). Posteriormente se identificé cada jaula
con su respectivo blogue experimental y se dio inicio con el periodo de
cuarentena de 14 dias, el cual consisti6 en la observacion de estos
individuos para asegurar su adaptacion al ambiente de esta forma se

asegura su bienestar y estado de salud. (Anexo 5).
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3.2.8. Fase Experimental

Sustancia de Prueba

Para el estudio se utilizo Hematoxilina Cryst. (Cl 75290) MSDS, proveniente
de la empresa Merck KGaA Darmstadt, Alemania (Cuadro 4). La sustancia
contd con su respectivo andlisis y certificacion proveniente de los

Laboratorios de la misma empresa (Anexo 1).

Cuadro 4. Informacién Sobre la Sustancia a Evaluar.

Nombre: Hematoxilina cryst. (Cl 75290)
Férmula: C16H1406

Empresa: Merck KGaA (Alemania)

Lote: FN1392702

Fecha de Elaboracion: 25-06-2018

Fecha de Expiracion: 31-07-2026

Preparacion de las Dosis

Para el estudio se prepararon dos soluciones al 4% y 70% de hematoxilina
(Anexo 5) disueltos en dimetilsulféxido (DMSO) usado como vehiculo y
calentado a una temperatura de 37° C, ambas soluciones fueron colocadas

y selladas en frascos &mbar estériles (IACUC, 2014).

Para la preparacion de las dosis, se pesaron los animales en el dia 14 del
periodo de cuarentena, obteniendo el peso promedio general de cada

grupo de machos y hembras.

Todas las dosis se ajustaron a un volumen de 0,2 ml por lo que se tuvo que
realizar una disolucion de las soluciones madres (4%-70%) en 5 ml de

DMSO como se explica en el (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Cuadro de Dosis de Hematoxilina a Administrar a los Ratones.

Dosis Dosis |Vol (0,2ml
EX (mg/kg) Peso (Kg) total mg sol.(mg/ml) ml al 4% en 5ml
Exp. Machos 1 5,5 0,0326 0,1793 0,8965 0,111905832
Exp. Hembras 1 5,5 0,0227| 0,12485| 0,62425 0,077922159
Exp. Machos 2 17,5 0,03026| 0,52955 2,64775 0,330506042
Exp. Hembras 2 17,5 0,02452 0,4291 2,1455 0,267812562
Exp. Machos 3 55 0,03062 1,6841 8,4205 1,051090973
Exp. Hembras 3 55 0,02434 1,3387 6,6935 0,835517775
Exp. Machos 4 175 0,0316 5,53 27,65 3,451418015
Exp. Hembras 4 175 0,02426 4,2455 21,2275 2,649727881
ml al 70% en 5ml
Exp. Machos 5 550 0,03262 17,941 89,705 0,640740847
Exp. Hembras 5 550 0,0249 13,695 68,475 0,489100156
Exp. Machos 6 1100 0,02948 32,428 162,14 1,158126312
Exp. Hembras 6 1100 0,02592 28,512 142,56 1,018271168
Exp. Hembras 7 2000 0,02752 55,04 275,2 1,965686204
Exp. Hembras 7 2000 0,03406 68,12 340,6 2,432822388
Inoculacién

Antes de la inoculacion, por cada grupo se tomo el peso y se identifico
individualmente a cada animal marcandolos en la base de la cola, utilizando
un marcador insoluble en agua. Se desinfect6 el area mediante torundas

de algoddn con alcohol.

La inoculacion se llevé a cabo por via intraperitoneal utilizando una jeringa
de insulina cargada con un volumen de 0,2 ml de solucién e introducida en
un angulo de 35° aproximadamente al lado izquierdo de la linea media del

ombligo, para no tocar las visceras y causar una posible peritonitis.

Las inoculaciones iniciaron con la aplicacion del grupo de dosis méas baja
(5.5mg/kg), una vez terminado el grupo se procedié a su observacion y
preparacion de las siguientes dosis a administrar de forma ascendente, el
intervalo por grupo experimental entre dosis fue de 30 minutos. En la fase
de Post Inoculacidn se observo y registrdo los signos de toxicidad y
mortalidad a los 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 24 y 48 horas.

19



Durante los 15 dias posteriores a la inoculacion, se observo si los animales
presentaban signos de enfermedad, lesion, comportamiento anormal o

mortalidad.

3.2.9. Necropsias

Se procedio con las necropsias de la mortalidad causada por la inoculacion

de las dosis del estudio de las 24 a 72 horas.

Al dia 14 post inoculacion, se sacrifico a todos los animales de los grupos
experimentales 5, 6, 7 que representan las dosis altas.

El dia 15 post inoculacién se procedié con el sacrificio de un macho y una
hembra seleccionados aleatoriamente de los grupos experimentales 1, 2,
3, 4 (Dosis bajas).

En todas las necropsias realizadas se observaron si los 6rganos internos
presentaron alteraciones o patologias macroscopicas las cuales fueron
tomadas y registradas (Anexo 4). La comparacion de los pesos de los
organos se las realiz6 usando los parametros establecidos por Laboratorios

Charles River.

3.3. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de mortalidad y supervivencia de los ratones en cada
uno de los 7 grupos, fueron analizados mediante el modelo dosis respuesta
Probit y Logit para el calculo de la DL50 mediante el Software para analisis
estadistico R (versién 3.4.2). Para la tabulacion de datos se empleo el

programa Microsoft Excel (Microsoft, versién 2013).

Se usaron los Modelos Probit y Logit debido a que a las variables
dependiente que ofrecen nuestro estudio son de tipo binario (vivo/muerto)
es decir que ambos modelos manejan probabilidades brindando un

namero p entre Oy 1.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

De la observacion efectuada a los grupos experimentales, se obtuvo los

siguientes resultados:

4.1.1. Sintomatologia de Toxicidad de Hematoxilina en ratones

Los sintomas que se presentaron una vez inoculados, fueron registrados
hasta los 15 dias, los grupos experimentales expuestos inmediatamente a
la aplicaciéon presentaron efectos adversos como Hipoactividad, temblores,
e hiperventilacion, en los grupos de dosis bajas disminuyeron al cabo de
una hora, mientras que a medida que aumentaba la dosis se intensificaban
los sintomas presentando otros efectos secundarios hasta la muerte de los
individuos, lo que se describe en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Sintomas de ratones después de la administracion Unica de
hematoxilina por via intraperitoneal.

Experimental |Dosis mg/kg | Sexo  |[Animales Sintomas
Bxp.1 55 '\Ifll g Hipoactividad,temblores, hiperventilacion.
M 5 S . .
Exp.2 175 Y ; Hipoactividad,temblores, hiperventilacion.
M 5 o . o
Exp.3 55 " : Hipoactividad,temblores, hiperventilacion.
M 5 N . .
Bxp.4 175 " : Hipoactividad,temblores, hiperventilacion.
M 5 — . o
Exp.5 550 Y ; Hipoactividiad,temblores, hiperventilacion.
Exp.6 1100 'I:l g Hipoactividad, astenia, temblores, hiperventilacin, espasmos, ahogo,mortalidad.
Bxp.7 2000 : g Hipoactividad, astenia, temblores, hiperventilacion, espasmos, ahogo,mortalidad.

La hipoactividad, temblores e hiperventilacion observada en todos los
grupos pudieron ser provocados por la via de administracion
intraperitoneal, en los estudios realizados por Obici et al.,( 2008), Mandal,
Das, Manna, & Bhattacharyya, (2009) y Cona et al., (2013) observaron los
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mismos sintomas, aplicados por via parenteral y usando DMSO como
vehiculo, atribuyendo esta sintomatologia al dolor causado por la aplicacién

de los farmacos.

En los grupos experimentales 6 y 7 pertenecientes a las dosis mas
elevadas, presentaron una sintomatologia mas marcada, con cuadros de
astenia, temblores, hiperventilacién, espasmos, ahogo. Las mortalidades
generadas en estos grupos se pueden asociar a un paro respiratorio y
colapso pulmonar descritos en el estudio de Lahlou et al., (2008) que
sugiere la anoxia como un desencadenante para una reaccion neurotoxica

central.

4.1.2. Mortalidad Post Inoculaciéon

Los resultados de mortalidad del estudio de toxicidad de hematoxilina por
dosis Unica mediante via intraperitoneal en el periodo de observacién de

15 dias se presenta en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Mortalidad de ratones después de la administracion Unica de

hematoxilina por via intraperitoneal.

Experimental Dosis ) Mortalidad | Mortalidad > )
Sexo Animales Vivos
mg/kg 24 H 24H
M 5 1 0 4
Exp.1 5,5
H 5 0 0 5
M 5 0 0 5
Exp.2 17,5
H 5 0 0 5
M 5 0 0 5
Exp.3 55
H 5 0 0 5
M 5 0 0 5
Exp.4 175
H 5 0 0 5
M 5 0 1 4
Exp.5 550
H 5 0 0 5
M 5 0 2 3
Exp.6 1100
H 5 0 2 3
H 5 4 0 1
Exp.7 2000
H 5 3 2 0
TOTAL 70 8 7 55
Mortalidad 15

22



La mortalidad producida de una unidad en el experimental 1 y una unidad
por parte del experimental 7 fueron muertes asociadas a la administracion
debido a que la primera muerte se produjo por una falla en la manipulacion,
provocando una alteracion en su ritmo cardiaco desencadenando una
posible muerte subita Coto, (2015) y en el experimental 7 una falla en la
inoculaciéon de una unidad caus6 dafios en el tejido cutaneo, generando
una hemorragia que desencadend la muerte del animal, como describe el
estudio realizado por Fuentes et al., (2008) que menciona que ese tipo de

alteraciones son generadas por una inoculacién demasiada rapida.

La mortalidad después de las 24 horas pos inoculacién, produjo 6 muertes
en el grupo experimental 7 (2000 mg/kg). A las 48 horas se produjo la
muerte de un animal en el experimental 7, 4 en el experimental 6 (1100
mg/kg), después de las 72 horas en el grupo 5 (550 mg/kg) se produjo la
muerte de un animal, se realizaron las respectivas necropsias,
observandose en todos los individuos la presencia de liquido en la cavidad
abdominal y hemotérax, producido por una vasodilatacién y un aumento en
la fragilidad vascular debido a la accion toxica de la sustancia administrada,
como se describe en los trabajos realizados por Whalan, (2015) y Vivancos,
(2015), los cuales asocian estos hallazgos como parte de un proceso de

intoxicacion.
4.1.3. Necropsias

Las necropsias que se realizaron en el Laboratorio de Patologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia al dia 14 y 15 post
inoculacién, aplicando correctamente el sacrifico humanitario, segun lo
aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Central del Ecuador
(Anexo 6), con el fin de precautelar el bienestar animal. Ademas de
examinar cuidadosamente el aspecto externo asi como las cavidades y

organos para determinar la presencia de alteraciones anatomopatoldgicas.
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En todos los grupos examinados se observd que la administracion de
hematoxilina no produjo un cambio en la forma, peso y tamafio de los
organos internos, manteniendo sus caracteristicas propias como se detalla
en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Comparacion de Pesos Promedios X (g), con Parametros de los

Laboratorios Charles River, en drganos de ratones después de la
administracion unica de hematoxilina por via intraperitoneal.

_ 'ii ° x | 2 x| o < | g
Experimental Dosis % % g -r% g ~§ g s g
mgkg | o | E o > | ¢ S | < £ | g
5 |8 |T|E |8 |&8 |8
Exp.1 55 M |02 0,215 |22 | 1,887 |02 |0,188 | 0,5 | 0,494
H 0,2 0,201 |18 | 1,486 |0,2 |0,155|0,3 | 0,413
Exp.2 175 |M |02 0,215 | 2 1,887 |02 |0,188 | 0,4 | 0,494
H 0,2 0,201 |19 |1487|0,2 |0,155|0,4 | 0,413
Exp.3 55 M |02 0,215 | 2 1,887 |02 |0,188 | 0,5 | 0,494
H 0,2 0,201 |19 | 1486 |01 |0,155|0,3 | 0,413
Exp.4 175 M |02 0,215 |22 | 1,887 |02 |0,188 | 0,5 | 0,494
H 0,2 0,201 |19 | 1487|011 |0,155|0,3 | 0,413
Exp.5 550 M |02 0,215 | 2,2 | 1,887 |0,2 |0,188 | 0,5 | 0,494
H 0,2 0,201 |19 | 1486 |01 |0,155|0,3 | 0,413
Exp.6 1100 |M | 0,2 0,215 | 2 1,887|0,2 |0,188 | 0,4 | 0,494
H 0,2 0,201 | 2 1,487 0,2 |0,155 | 0,4 | 0,413
Exp.7 2000 | H 0,2 0,201 |19 | 1487|011 |0,155|0,3 | 0,413
H - 0,201 - 1,487 - 0,155 - 0,413

El tipo de balanceado que se manejo en el bioterio durante el estudio, fue
de tipo de produccion para animales de engorde, que presentd en su
composicién una concentracion mas elevada de grasa y proteina, lo que

puede ocasionar en el incremento del tamafio de los higados.
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4.1.4. Valor de la Dosis Letal 50

El célculo del valor para la DL50 se llevo a cabo con los analisis estadisticos
Probit y Logit mediante los cuales se lograron establecer modelos de
relacion de dosis respuesta determinando asi las curvas de mortalidad en
base de regresiones lineales representadas en las Figuras 3-4. Los valores
obtenidos muestran que la Dosis Letal 50 de hematoxilina por via
intraperitoneal estimados tanto en los métodos Probity Logit es de 1257.16
mg /kg de peso (95%, SE: + 159.102 mg/kg).

Figura 3. Curva de mortalidad Método Probit
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Fig.3 Curva de mortalidad por método Probit producida por la
administracion de hematoxilina por via intraperitoneal. El eje X representa

las dosis y el eje Y la probabilidad en proporcién de individuos muertos.
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Figura 4. Curva de mortalidad Método Logit
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Fig.4 Curva de mortalidad por método Logit, producida por la administracion
de hematoxilina por via intraperitoneal. El eje X representa las dosis y el eje

Y la probabilidad en proporcion de individuos muertos.

En ambos métodos se observa un efecto sigmoidal en sus curvas de
mortalidad, causado por la relacion que existe entre la dosis y la muerte
generada por la misma, determinando que, a medida que se aumenta la
dosis la tasa de mortalidad también aumenta. Confirmando de esta manera
la eficacia de los métodos aplicados para este estudio que cumplen el
fundamento de dosis respuesta como en los estudios realizados por (Baliga
et al., 2004; Carpenter, 2008; El Hilaly, Israili, & Lyoussi, 2004; Lahlou et
al., 2008; A. Munera, 2000; Obici et al., 2008; Patel, Dadhaniya, Hingorani,
& Soni, 2008; Randhawa, 2009).
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5.1.

CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se estableci6 la Dosis Letal 50 intraperitoneal de hematoxilina en
1257.16 mg /kg de peso (95%, SE: = 159.10 mg/kg) mediante el
meétodo 425 de arriba y abajo de la OCDE.

Segun el sistema de clasificacion de la OCDE, la hematoxilina
corresponderia al grado de toxicidad Ill y es categorizada como una

sustancia nociva.

Se establecié una metodologia para el estudio intraperitoneal de
DL50, misma que podra ser empleada en nuevos estudios para otras

sustancias farmacéuticas.
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6.1.

RECOMENDACIONES

Realizar estudios de citotoxicidad de hematoxilina para determinar

danos celulares.

Implementar pruebas bioquimicas sanguineas e histoldgicas en
estudios de DL50 para la identificacién de alteraciones metabdlicas

y estructurales de los animales de estudio.

Fijar una dosis segura de trabajo de hematoxilina en los laboratorios,
en base a los resultados obtenidos en este estudio.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado de Analisis de Hematoxilina Cryst.

Certificate of Analysis

1.04302.0025 Hematoxylin cryst. (C.l. 75290) for microscopy

Batch FN1392702
Spec. Values Batch Values
Identity (UV/VIS-Spectrum) passes test passes test
Transition range pH5.0-7.2 pH5.0-7.2
yellow - violet yellow - violet
Water (according to Karl Fischer) <10 % 7 %
Suitability for microscopy passes test passes test

Date of release (DD.MM.YYYY) 25.06.2018
Expiry date (DD.MM.YYYY) 31.07.2026

Dr. Ralf Burgert

Responsible laboratory manager quality control

This document has been produced electronically and is valid without a signature.

Merck KGaA, Frankfurter StraBe 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1
EMD Millipore Corporation - a subsidiary of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

400 Summit Drive, Burlington, MA 01803, USA, Phone +1 (781) 533-6000
SALSA Version 731572 /990000555749// Date: 25.06.2018
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Anexo 2. Alimento Balanceado

ProCuyes y Conejos Engorde

pwoluy
Lrgonse

Engorde

Thcod
o s ¥ Covany

Fuente: Pronaca

Analisis nutricional del balanceado:

Proteina cruda (min.) 16.0%
Grasa cruda (min.) 3.0%
Fibra cruda (méx.) 6.0%
Ceniza (max.) 8.0%
Humedad (méax.) 13.0%

Fuente: Pronaca
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Anexo 3. Procedimiento Operativo Estandar del Laboratorio del Centro de
Biologia de la Universidad Central del Ecuador para la prueba 425 de la
OCDE.

@ Laboratorio de Oferta de Servicios ¥ Productos
OSsP

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR

ANALISIS DE TOXICIDAD ORAL AGUDA PARA PRODUCTOS
NATURALES.
METODO DE ARRIBA Y ABAJO — OCDE 425
PRUEBA PRINCIPAL

Fecha: 30-04-2018 Codigo: OP-4.1-05 ]Pégi.na: 1des

Personas v Departamentos que deben estar informados de este documento

Dra. Jenny Murillo - Directora de OSP

1 Proposito: Determinar la toxicidad oral aguda de Productos Naturales Procesados

de Uso Medicinal en el laboratorio de OSP de la Facultad de Ciencias Quimicas.

2 Alcance: Todos los productos naturales procesados de uso medicinal que
requieran ser analizados en su toxicologia oral aguda y categoria toxicoldgica

tomando como guia la directriz OCDE 425

3 Definiciones y abreviaciones

OCDE: Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico, es una
organizacion cuya misién es la de promover politicas que permitan mejorar el
bienestar econémico y social de las personas.

OCDE 425: Método de arriba y abajo, es un método toxicoldgico que permite
determinar la toxicidad de los productos que se consideran son altamente toxicos
es decir aquellos que generaran la muerte de los animales a los 2 dias luego de
la administracion.

OSP: Oferta de Servicios y Productos (Laboratorio).

Toxicidad Aguda: son todas las manifestaciones de alteracion del estado normal
de un ser vivo ocurridas de forma inmediata luego de ser administrada una
sustancia quimica en una sola ocasién en un periodo de 24 horas.

Elaborado por: Revisado por: Aprobado por:
Tesista del provecto de Asesor/ Tutor del provecto g:sr;ctota del Laboratorio de
investigacion de investigacion

Sr. Pablo Cacarin Dy, Geovanni Lopez Dira. Jenny Murillo
Fecha: 30-04-2018 Fecha: 30-04-2018 Fecha: 30-04-2018
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Pruebas toxicoldgicas: son los ensayos que se llevan a cabo ya sea en vivo o in
vitro con el Unico fin de determinar la capacidad toxicolégica de una sustancia
quimica demostrando asi su seguridad en funcion de su periodo de
administracion.

Productos naturales procesados de uso medicinal: son drogas crudas,
extractos y formas farmacéuticas que presentan actividad y fines terapéuticos y
que en su composicion no estan combinados con sustancias activas definidas.

4 Responsabilidades

El personal del laboratorio encargado de la aplicacion, control y obtencién de

resultados de las pruebas de toxicologia aguda.

5 Materiales

4 ratones hembras (mus musculus balb/C) nuliparas de 8 a 12 semanas de
edad y peso promedio del £ 20% de la media total.
Muestra del Producto natural que seré sometida al estudio.
1 jaula (malla o plastico)

1 comedero.

1 bebedero para hamster.

1 quintal de alimento.

1 balanza granataria (A: £0.19).

1 marcador permanente de punta fina.

1 cénula.

1 Equipo basico de diseccion.

Eter, algodon y embudo de vidrio sin vastago.

Equipo de proteccion (guantes, mascarilla, mandil).
Libreta de apuntes.

6 Parte experimental

6.1 Inicio estudio principal

salud.

1. Seleccionar aleatoriamente 4 ratones hembras en perfecto estado de
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2.

Identificar de forma individual a los animales con marcas en sus

colas.

3. Pesar y registrar los pesos para cada animal (Anexo 1), considerar

este valor como el peso al inicio del estudio.

4. Calcular la dosis real y el volumen de muestra que sera administrada

al raton 1 a partir de la dosis de 175 mg/kg de peso.
1kg de peso  --------- Dosis mg
Peso raton (kg) --------- X

5. Administrar la dosis. Si el volumen de administracion es mayor que

9.

2 ml/100g fraccionar en dosis pequefias y administrar en un intervalo

no mayor de 24 horas.

. Observar vy registrar signos de toxicidad y signos de moribundez a

los 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 24 y 48 horas luego de la administracion
(Anexo 2). Si existe la muerte del animal o no se observa evidencia
de toxicidad se administrara una dosis menor 0 mayor

respectivamente a otro animal.

. Calcular la dosis para el ratén 2. Esta dosis es el resultado del

incremento o decremento de la dosis inicial en un factor de 3,2. (Si
se requiere una dosis mayor se multiplica por 3.2 0 si s menor se

divide la dosis inicial para el mismo factor).

. Observar y registrar cualquier signo de toxicidad o moribundez

durante las proximas 48 horas (Anexo 2).

Repetir el proceso para los ratones 3y 4.

10. Pesar y registrar nuevamente a cada animal a los 7 y 14 dias de

estudio. (Anexo 1).

11. Mantener en observaciéon a todos los animales administrados

durante un periodo de 14 dias.
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6.2 Determinar la categoria toxicoldgica

Para identificar la categoria toxicoldgica segun GHS se utiliza el software

estadistico desarrollado por Westat.

6.3 Estudio anatomopatoldgico

Permite verificar si él o los principios activos del Producto Natural han afectado
a los organos internos de los ratones.

1. Seleccionar uno por uno y de forma ordenada todos los ratones. Colocar al
raton dentro del embudo de vidrio invertido y sin vastago.

2. Colocar en la parte superior del embudo (donde falta el vastago) una torunda
de algodon humedecida con éter etilico.

3. Dejar el algodon hasta que el animal quede completamente inconsciente

4. Tomar al raton y realizar una dislocacion cervical

5. Colocar boca arriba y con sus extremidades sujetas y completamente
extendidas en la tabla de diseccion.

6. Realizar una pequefia incision en el abdomen del animal con un bisturi N°15
y con la tijera de punta de roma cortar desde la cavidad pélvica a la cavidad
toracica. 7. Observar si los 6rganos internos presentan alteraciones o patologias
macroscopicas. En caso de presentar alteraciones realizar el estudio
histopatolégico.

8. Pesar cada Grgano Yy registrar sus caracteristicas en la Tabla del Anexo 3. 7
Bibliografia
OECD (2008), Test No. 425: Acute Oral Toxicity: Up-and-Down Procedure,

OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 4, OECD Publishing,

Paris.
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Anexo 4. Registros de peso, signos, sintomas, mortalidad y necropsias

Pesos del Animal de Experimentacion a lo Largo del Estudio.

Método OCDE | 425

Etapa / Dosis | Cuarentena/ Experimental

(mg/kg):

Sexo: F-M Ratén Ratén | Ratén | Raton 4 | Ratdn 5
1 2 3

Peso inicial

Peso 7 dias

Peso 14 dias

Autor: Cacarin

Signos y Sintomas de Toxicidad

Producto: ‘ Dosis:
Ratones N°: Sexo:
Hora: NA Fecha: Edad:
TIEMPO POST DOSIS
Parametro 30 1h | 2 | 4h 6h 24h | 48h |7 14
min h dias | dias
Ataxia

Paralisis de las
Patas Anteriores
Ereccion de la
Cola

Pilo Ereccion
Equilibrio
Miccion
Defecacion
Mortalidad

Otras
Observaciones

O: No hay presencia de actividad
+: Presencia moderada de la actividad
++: Presencia de la actividad

Autor: Cacarin

40



Registros de Resultados de la Necropsia Practicada en los Ratones

Método OECD:

Fecha:

Dosis:

‘ Sexo:

Tamaiio, (cm)

Peso, (g)

Color

Observaciones

Corazén

Pulmones

Higados

Estémagos

Intestinos

Bazo

Rifiones

Autor: Cacarin
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Anexo 5. Desarrollo de la fase experimental

Preparacién de jaulas Autoclave de viruta
Fuente: Bioterio UCE Fuente: Bioterio UCE
Elaboracion: El Autor Elaboracion: El Autor

Sexado Identificacion
Fuente: Bioterio UCE Fuente: Bioterio UCE
Elaboracion: El Autor Elaboraciéon: El Autor
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Pesaje de todos los ratones
Fuente: Bioterio UCE
Elaboracion: El Autor

Cantidad de hematoxilina
Fuente: Centro de Quimica UCE
Elaboracion: El Autor

Preparacion de las soluciones
madre
Fuente: Centro de Quimica UCE
Elaboracion: El Autor

Disoluciones a 5ml
Fuente: Centro de Quimica UCE
Elaboracion: El Autor
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Sellado y etiquetado Dosis
Fuente: Centro de Quimica UCE Fuente: Bioterio UCE
Elaboracion: El Autor Elaboracion: El Autor

Inoculacién Observacion
Fuente: Bioterio UCE Fuente: Bioterio UCE
Elaboracion: El Autor Elaboracion: El Autor
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Mortalidad post inoculacion Necropsias mortalidad post
Fuente: Bioterio UCE inoculacion 24 horas
Elaboracion: El Autor Fuente: Bioterio UCE
Elaboracién: El Autor

Necropsias pos inoculacion 14 — 15 dias.
Fuente: Bioterio UCE
Elaboracion: El Autor
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Necropsias post inoculacién 14 — 15 | Pesaje de organos post

dias. inoculacion 14 — 15 dias.
Fuente: Bioterio UCE Fuente: Bioterio UCE
Elaboracion: El Autor Elaboracion: El Autor

Hallazgos de necropsia (Hemotorax)
Fuente: Bioterio UCE
Elaboracién: El Autor
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Anexo 6. Certificado del Comité de Etica de la Universidad Central del

Ecuador.

Que, en base al informe de la
Velerinaria y Zootecnia del Proy

“Determinacién de la

ratones de laboratorio.”
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Anexo 7. Cuadro de Pesos Promedios X (g) de ratones administrados con

hematoxilina via intraperitoneal.

Sex0 Peso X Peso X Peso X
Experimental | Dosis mg/kg Peso X sexado |cuarentena inoculacion necropsias
il I I Y N —T T
el T T R R
il I S R B
Expd 175 “H/' §§;‘j Zﬁ;‘ zjlzg 3251,2
EXp5 550 “H/' gggj 22172 ng S g:ii
Ep6 | 100 [ gégg 22512 2232 gfligg
Bo7 | 2000 : gigj 2222 2132 7
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