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Resumen:

El acido elagico (AE) es un compuesto fendlico que se encuentra en altas
concentraciones en el té verde, plantas medicinales, frutas y verduras. Este compuesto
es reconocido por sus propiedades biolégicas, en particular como antioxidante. En los
ultimos afos se han incrementado las ventas de suplementos dietéticos que contienen
esta molécula. Al respecto, la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos (FDA) ha manifestado sus preocupaciones sobre los peligros del consumo
descontrolado de suplementos de AE basandose en supuestos beneficios para la
salud. La presente investigacion tuvo como objetivo analizar la toxicidad oral aguda
del AE en ratas Wistar siguiendo el método de clases de toxicidad descrito en la guia
423 de la OCDE. El AE fue administrado por via oral en dosis unica (200, 1.000 y 2.000
mg/kg). Se determind el peso corporal, el consumo de alimento, el peso relativo de los
organos y se realizaron analisis bioquimicos, hematoldgicos e histopatolégicos. La
administracion de AE generé una disminucion de la coloracion de los pulmones y
desgarre pericardico, asi como un incremento significativo de la urea y la creatinina
sérica. A nivel histopatolégico se confirmé la presencia de dafio renal, cardiaco y
pulmonar dosis-dependiente relacionado con la administracibn aguda de esta
sustancia. Estos resultados demuestran que este compuesto posee un potencial toxico
inherente que no debe ser subestimado, por lo que no deberia utilizarse
indiscriminadamente por el riesgo subyacente de producir reacciones adversas y

posibles intoxicaciones.

Palabras clave: acido elégico, toxicidad, rifibn, corazén, pulmon



Abstract:

Ellagic acid (EA) is a phenolic compound found in high concentrations in green tea,
medicinal plants, fruits, and vegetables. This compound is recognized for its biological
properties, in particular as an antioxidant. In recent years, sales of dietary supplements
containing this molecule have increased. In this regard, the Food and Drug
Administration (FDA) has expressed its concerns about the dangers of uncontrolled
consumption of EA supplements based on supposed health benefits. The present
research aimed to analyzed the acute oral toxicity of EA in Wistar rats following the
method described in guideline 423 of the OECD. Ellagic acid was administered orally
in a single dose (200, 1.000 and 2.000 mg/kg). Body weight, food consumption, and
relative organ weight were determined, as well as biochemical, hematological, and
histopathological parameters. The administration of EA caused a decrease in lung
coloration and pericardial ruptured, as well as a significant increase in serum urea and
creatinine. At histopathological level, the presence of dose-dependent renal, cardiac,
and pulmonary injury related to the acute administration of this substance was
confirmed. These results show that ellagic acid has an inherent toxic potential that
should not be underestimated, so it should not be used indiscriminately due to the

underlying risk of producing adverse reactions and intoxications.

Key words: ellagic acid, toxicity, kidney, heart, lung



| INTRODUCCION

El acido elagico (AE) es un compuesto fendlico que se encuentra en altas
concentraciones en el té verde, frutas, verduras y plantas medicinales (1). Es un
compuesto con multiples acciones biologicas, siendo la accion antioxidante una de las
mas reconocidas. En los Ultimos afios se han incrementado las ventas de suplementos
dietéticos que contienen AE, lo que ha causado preocupacion por las agencias
regulatorias con respecto a los peligros del consumo descontrolado de suplementos

derivados de este compuesto, basandose en supuestos beneficios para la salud (2).

Se ha estimado que la ingesta diaria promedio humana de AE en hombres y mujeres
gue consumen niveles apropiados de frutas y verduras es de 17.9 y 27.6 mg por dia,
respectivamente (3). Los datos de ingesta dietética son dificiles de analizar debido a
la falta de informacion sobre la ingesta de AE considerando, ademas de las fuentes
alimenticias, el consumo de suplementos dietéticos y plantas medicinales,
especialmente en individuos que usan frecuentemente todos estos productos
combinados. Este escenario es aln mas desconcertante en el caso de las personas
gue beben infusiones de té con regularidad, ya que se sabe que el té es una fuente
importante de AE. La ingesta de AE tras beber una taza de té Camellia sinensis (L.)
Kuntze elaborada con 4 g de té oscila entre 0.59-17.89 mg (4). El uso indiscriminado
de suplementos dietéticos, ligado al consumo de frutas, verduras, infusiones y plantas
medicinales, podria provocar un aumento de la ingesta total de AE, contribuyendo asi

a la aparicion de efectos secundarios.

Desafortunadamente, las evaluaciones toxicologicas realizadas con AE muestran
resultados contradictorios. Teniendo en cuenta esta realidad, en el presente trabajo, el
objetivo fue evaluar en ratas Wistar la toxicidad oral aguda del acido elagico en aras
de comprender mejor su toxicidad potencial individual con para en un futuro anticipar
acciones ante eventos adversos e intoxicaciones que pudieran resultar de la

administracion oral de este compuesto.



Il MARCO TEORICO

2.1 DESARROLLO FARMACEUTICO

Durante el siglo XIX, en Europa se lograron grandes avances y descubrimientos en el
campo de la quimica organica, los cuales permitieron la elaboracion de medicamentos
pasando de la extraccién tradicional de principios activos de plantas a la sintesis y
aislamiento de moléculas con efectos terapéuticos. El obtener moléculas con elevada
pureza fue de gran ayuda para estudiar sus efectos terapéuticos en el organismo, asi
COMo su uso para la prevencion y tratamiento de ciertas enfermedades. En México, la
investigacion farmacéutica tendria sus primeras actividades a mitad del siglo XIX,
especificamente en el periodo del Porfiriato (1876-1911), donde el Estado permitio el

continuo contacto con cientificos europeos (5).

Actualmente el descubrimiento de un nuevo farmaco es un proceso complejo, que
requiere llevarse a cabo mediante fases reguladas, siendo el desarrollo farmacéutico
un conjunto ordenado de etapas que conllevan al desarrollo de un nuevo medicamento
(6). De hecho, se trata de un proceso que incluye fases bien establecidas con el
objetivo de identificar una molécula que puede ser obtenida por sintesis quimica, a
partir de productos naturales o bien una biomolécula obtenida por via biotecnoldgica
para evaluarla exhaustivamente como posible candidato a farmaco. Para ello resulta
necesario tener suficientes pruebas de actividad biol6gica sobre un blanco terapéutico
relevante para una enfermedad, asi como suficiente seguridad y propiedades
parecidas a las de un farmaco (7). La Figura 1 representa las diferentes etapas
involucradas en el desarrollo farmacéutico. Globalmente, supone un compromiso de
tiempo y recursos generalmente con una duracién aproximada de 10-15 afios, y un
coste medio de aproximadamente de $1.8 millones de dolares. Para aumentar la
eficacia del proceso es fundamental comprender por completo el valor final del
proyecto desde las primeras etapas del desarrollo y poder aprovechar esta informacion
en el disefio de la estrategia clinica individual correspondiente al farmaco a ser

desarrollado (8). Una descripcion detallada de cada una de las etapas involucradas en
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el desarrollo farmacéutico se describe a continuacion.
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Figura 1. Etapas involucradas en el desarrollo farmacéutico. Tomada de (9).

2.1.1 Etapa de descubrimiento

La Figura 2 muestra las estrategias generales que se emplean durante la etapa de

descubrimiento de un nuevo farmaco. El descubrimiento de farmacos es un proceso

complejo que suele iniciar enfocandose en una enfermedad que necesite una nueva o

mejorada intervencion terapéutica, por o que primero se necesita una comprension de

la enfermedad.

ETAPA DE DESCUBRIMIENTO
IDENTIFICACION Y
INVESTIGACION IDENTIFICACION DE HITS
sy VALIDACION DE LA AP iETo HlR OPTIMIZACION

DIANA

Figura 2. Aspectos que se consideran durante la etapa de descubrimiento de un nuevo farmaco



Para ello, se formulan hipdtesis de los mecanismos que intervienen en la patologia,
por ejemplo, pueden estudiarse las mutaciones genéticas, los cambios a las proteinas
codificadoras, como estas proteinas interactlan entre si con las células vivas,
enfocandose a su vez en los cambios sobre el tejido especifico y de qué manera estos

procesos se combinan para afectar al paciente.

Se pueden usar modelos in vitro, tejidos y células, asi como modelos in vivo,
especialmente animales de experimentacion (Figura 3). También se pueden generar
datos oOmicos (ADN, ARN, proteinas, metabolitos) que informan de diferentes
funciones de la célula o del organismo, los que eventualmente podrian obtenerse de
repositorios publicos: Gene Expression Omnibus (GEO), Proteomics IDEntifications
(PRIDE) o bien ArrayExpress. Una vez que se han comprendido bien las causas y
etiologia de la enfermedad, se selecciona una diana biolégica o blanco terapéutico
para un posible nuevo medicamento. Una diana biologica puede ser una biomolécula
(ej.: un gen, receptores, enzimas 0 proteinas transportadoras) implicada en la
enfermedad especifica y que se pueda regular por un farmaco. Por ejemplo,
enfermedades autoinmunes, como el VIH/SIDA, se basan en descubrir proteinas que

alteren al sistema inmunitario humano (10).
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Figura 3. Modelos empleados durante el desarrollo de un farmaco. Tomado de (11).

En el proceso de identificacion de la diana, se pueden emplear diversas tecnologias,
entre ellas, experimentos con chips o secuencias de ADN, electroforesis de proteinas,
espectrometria de masas y técnicas de imanes por ordenador. lgualmente pueden
emplearse la gendmica y la protedmica. Se realizan experimentos en células vivas, al
igual que pruebas en animales de experimentacion para comprobar que un objetivo
especifico es importante para la enfermedad en cuestién (12-14). Asimismo, los
meétodos de cribados funcionales que se utilizan, generalmente se dividen en modelos
de ganancia de funcién y pérdida de funcion. Se evaltian el enriquecimiento o
agotamiento de las dianas terapéuticas y su impacto en el desarrollo de la enfermedad
(15).

Para que una molécula biolégica pueda ser considerada como diana terapéutica, su
funcionamiento debe tener un papel crucial en los eventos subyacentes que conducen
a la enfermedad. Por lo que es importante que durante la fase de descubrimiento se
establezca una relacion causa-efecto, ya que se establece la necesidad de una

relacion causal entre la entidad potencial de la diana, y los acontecimientos biolégicos
9



0 patogenos que conducen a la enfermedad. Si bien la validacion de un blanco
terapéutico podria considerarse un proceso largo y complejo, si se lleva a cabo con
éxito, autentifica el descubrimiento de farmacos y potencializa las posibilidades de
exito durante los ensayos clinicos. La validacion de la diana también sirve para
minimizar la toxicidad, ya que el posible candidato a farmaco tendra un efecto

especifico sin afectar las células normales (16).

Dentro de la fase del descubrimiento se utilizan diferentes ensayos bioldgicos para
identificar moléculas que tengan actividad en la diana biolégica (Figura 3).
Posteriormente, se usan estos ensayos para examinar bibliotecas de compuestos para
identificar aquellos compuestos que pueden interactuar de forma eficaz con la diana.
Estos compuestos, también conocidos como “hits” se definen como aquellas moléculas
gue presentan la actividad requerida mediante un cribado, posterior confirmacién con
otras pruebas. Para la identificacion de tales moléculas, existe una amplia variedad de
cribados. El cribado de alto rendimiento (HTS) implica una biblioteca de compuestos
contra la diana biologica, o también un ensayo basado en células. La actividad
depende de la diana y se requieren ensayos adicionales para confirmar la accion del
compuesto. Se utiliza el cribado focalizado o basado en conocimiento, el cribado de

fragmento, asi como el cribado fisiolégico que tiene un enfoque especializado (13).

Los compuestos encontrados en la fase de descubrimiento constituyen la base del
siguiente proceso, la optimizacion del compuesto principal habitualmente tiene como
objetivo aumentar la potencia del compuesto sobre la diana y optimizar caracteristicas,
como la selectividad y las propiedades farmacocinéticas. Se aplican pruebas con una
diversidad de ensayos, incluyendo estudios que van desde medir la actividad hasta la
evolucion temporal del compuesto in vivo que se llevan a cabo en modelos animales
simulando las condiciones clinicas posibles. Una clave para la optimizacion de
compuestos es la determinaciéon de alto rendimiento de las estructuras
tridimensionales de proteinas. Es fundamental en esta fase que la diana sea
cuidadosamente considerada. El objetivo es identificar uno o0 mas “hits” que son los

farmacos que seran considerados como candidatos para su desarrollo (9,17).
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2.1.2 Etapa de investigacion preclinica

El desarrollo preclinico representa a todo el conjunto de estudios que se llevan a cabo
en sistemas biol6gicos complejos antes de la experimentacion en seres humanos e
involucra fundamentalmente la determinacion de aspectos farmacocinéticos,
farmacodinamicos y de seguridad de los candidatos terapéuticos (Tabla 1). En esta
etapa se caracteriza fundamentalmente la eficacia y la seguridad del candidato a
farmaco en sistemas celulares “in vitro”, asi como en modelos animales “in vivo”.
Comprende un proceso inicial de seleccién de nuevas moléculas candidatas, las que
provienen de la fase de descubrimiento, para posteriormente investigarlas con relacién
a su actividad farmacolégica, y por dltimo se evalia la seguridad. Para que las
moléculas candidatas tengan éxito y puedan proseguir a etapas subsecuentes del
desarrollo farmacéutico, deben poseer ciertas propiedades que las favorecen:
notablemente, una adecuada solubilidad y actividad biol6gica, ser capaz de atravesar
barreras, poseer estabilidad metabdlica y mostrar un buen perfil de seguridad para

administrarse en seres humanos (18).

Tabla 1. Estudios y criterios evaluados en la fase de investigacion preclinica y sometidos a revisién ante
las entidades regulatorias. Tomado de (19).

ESTUDIOS CRITERIOS INVOLUCRADOS

Farmacodinamicos Mecanismo de accién

Absorcion, distribucién, vida media,
Farmacocinéticos concentracién maxima, excrecion

Toxicologicos Efectos en la reproduccioén, genotoxicidad,
mutagenicidad y teratogenicidad

Cada farmaco debe tener su propio desarrollo preclinico. También se debe de tener
11



en cuenta el ambito regulatorio y las guias particulares aplicables en cada pais, por
ejemplo, en México la COFEPRIS (Comision Federal para la Proteccién Contra
Riesgos Sanitarios), en EE UU la administracion de Alimentos y Medicamentos (por
sus siglas en inglés FDA) y en paises de la Union Europea la Agencia Europea de
Medicamentos (por sus siglas en inglés EMA) (20). La determinacion de los
pardmetros farmacocinéticos implica comprender el impacto del metabolismo sobre
los fa&rmacos. Esto involucra el estudio de la liberacidén, absorcién, distribucion,
metabolismo y excrecidén de farmacos (LADME). En la fase preclinica son aspectos
muy importantes, ya que la via de entrada, la subsiguiente biodisponibilidad, asi como
la biotransformacion metabdlica influyen en la capacidad del farmaco para llegar al

paciente en la forma bioldégica deseada.

La determinacion de las propiedades LADME se encarga de identificar moléculas
lideres potencialmente dafinas y asi poder excluirlas de las primeras fases del
desarrollo de farmacos. Por la complejidad estructural de las nuevas moléculas, es
fundamental predecir el comportamiento completo LADME, asi como las vias
implicadas para su futuro desarrollo. En la etapa preclinica, las pruebas de
biotransformacion se llevan a cabo in vivo e in vitro. Los estudios in vivo se realizan en
animales y se recopilan datos precisos de histopatologia y la toxicologia. La
biotransformacion de los farmacos es clave para determinar la eliminacion y toxicidad
en los seres humanos. El metabolismo es variable tanto en los érganos como en las
patologias. Las alteraciones quimicas, entre otras, incluyen la hidroxilacién, reduccion
e hidrdlisis, las reacciones son mediadas por proteinas expresadas en organismos
especificos. La evaluacion del metabolismo del farmaco en la fase preclinica es para
resolver la estabilidad metabdlica, la identificacion y cuantificacion de metabolitos
primarios, determinar rutas metabdlicas y medir la posible interaccion entre farmacos
(21,22).

En el desarrollo de nuevos farmacos es indispensable la experimentacion en animales
al igual que la modificacion de la forma farmacéutica a lo largo de los estudios
preclinicos. La traducciéon de la dosis equivalente animal (por sus siglas en inglés,
AED) a humanos se calcula en funcién de la superficie corporal. Las propiedades de

la farmacocinética humana se predicen considerando los datos que se obtienen en la
12



fase preclinica en animales. Se utiliza la exposicion sistémica del farmaco (por sus
siglas en inglés AUC) para la conversién del animal al humano. Del mismo modo, el
aclaramiento en humanos (por sus siglas en inglés CIH) es predecible a partir de datos
de aclaramiento de animales utilizando un escalado alométrico. La modelizacion de
farmacocinética (por sus siglas en inglés PK)-farmacodinamia (por sus siglas en inglés
PD) utilizando datos de animales es un enfoque que usa las matematicas para simular
una dosis-exposicion en humanos. Las dosis humanas son estimadas en cuatro pasos,
se establece una relacién dosis-efecto para encontrar biomarcadores calculando
pardmetros farmacodinamicos como la dosis efectiva media (DE5s0). Ademas, durante
la investigacién preclinica pueden identificarse variaciones en perfiles de
concentracion-respuesta para los efectos anticipados y adversos. Incluye también
cambios en la distribucion tisular, unién a proteinas tisulares y plasmaticas, asi como

union a células sanguineas y receptores diana.

Los parametros farmacocinéticos en el ser humano se predicen durante este tipo de
investigaciones considerando el aclaramiento, biodisponibilidad, asi como los perfiles
de concentracion plasmatica en funcion del tiempo. Una de las etapas mas retadoras
en este proceso es justamente integrar los datos farmacocinéticos y farmacodinamicos
en humanos para estimar relaciones dosis-respuesta, donde se simulan los perfiles
dosis-exposicién-respuesta-tiempo (23). También se pueden utilizar enfoques
innovadores como microdosis y los estudios de dosis bajas farmacol6gicamente
activas para la caracterizacion temprana de la farmacocinética y la farmacodinamia
(24). Otro aspecto que se analiza muy detalladamente durante la investigacion
preclinica es la toxicologia del candidato terapéutico. Detalles de la evaluacion

toxicologica se precisan en el punto 2.2.

2.1.3 Etapa de investigacion clinica

Cuando el candidato terapéutico cumple con las pruebas farmacoldgicas,
farmacocinéticas y toxicolégicas que se llevan a cabo en la fase preclinica, el
patrocinador del estudio presenta en las agencias reguladoras, un expediente

concerniente a los resultados de esta investigacion que describa completa y
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detalladamente los resultados obtenidos de los estudios preclinicos. Con el propdsito
de obtener la aprobacion para llevar a cabo los ensayos clinicos del nuevo farmaco
(25). Estos estudios permitirdn por vez primera que el candidato terapéutico sea
ensayado en seres humanos. De modo general, la investigacion clinica implica varias

fases conocidas como Fases |, I, Il y IV.

Aungue no siempre se emplean existen también los estudios de fase 0, también
conocidos como estudios exploratorios. Se consideran como parte de la fase clinica
cuando la exposicion humana es limitada y se llevan a cabo sin una intencion
terapéutica. Participan 10 pacientes a los cuales se les aplica una dosis
subterapéutica, y duran aproximadamente una semana 0 menos. Se realizan para
estudiar la farmacodinamia y farmacocinética y no sustituyen a la fase I. Su objetivo es

perfilar aspectos de la fase | (26).

Los estudios de fase | son ensayos exploratorios en humanos, con el objetivo de
evaluar tolerancia y seguridad de los nuevos farmacos en un pequefio grupo de
personas, generalmente son voluntarios sanos, sin embargo, en areas terapéuticas
como el cancer suelen ser pacientes. También se determina la dosis maxima tolerada
(DMT). El nuevo farmaco es administrado en pequefas dosis y posteriormente una
dosis mayor, esto permite obtener datos preliminares de la farmacocinética como la
concentracion del farmaco, su absorcion y metabolismo, asi como conocer los efectos
del farmaco en el cuerpo. Los ensayos en fase | determinan la dosis y frecuencia

seguras, asi como necesarias para obtener un efecto farmacolégico deseado (27).

La fase Il se lleva a cabo en pacientes con la enfermedad que se definié desde la
investigacion preclinica inicial. En esta fase el criterio de seleccion es muy estricto para
los pacientes, ya que generalmente se excluyen sujetos con formas graves y atipicas
de la enfermedad, también con enfermedades concomitantes o anormales. Tiene
ventajas y desventajas, ya que el farmaco es probado en mejores condiciones
demostrando un efecto farmacodinamico y una relacién dosis-respuesta, sin embargo,
los pacientes con la enfermedad anormal, grave o atipica suelen ser resistentes a la
terapia. Por lo que en lafase Il se determina el verdadero valor terapéutico del farmaco,

por lo que en algunas ocasiones se les conoce como ensayos de prueba de concepto.
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Lafase Il se centra en: a) demostrar que la actividad del farmaco es relevante a nivel
farmacodinamico, b) elegir la frecuencia y dosis que se administra en la fase lll, c)
obtener los datos de seguridad y tolerabilidad. En ocasiones la fase Il puede
subdividirse en fase lla y la fase Ilb (28). Los ensayos de fase lla y fase Ilb suelen
seqguir siendo para identificar el rango de dosis eficaz, asi como la evaluacion de
seguridad y eficacia. Son ensayos aleatorios, controlados con placebo, con estudios

de terapia que complementa y pacientes con enfermedad de 2 afios 0 mas.

En la fase Ill se sigue determinando la eficacia del candidato, comparandolo con el
placebo o con un tratamiento estandar. Se llevan a cabo ensayos aleatorios y
controlados, para el disefio y analisis de ensayo se consideran estrategias adaptativas,
asi como bayesianas. Se vuelve a reclutar pacientes con 2 o mas afios de enfermedad,
se debe detectar los efectos del tratamiento en base al tamafio de la muestra que se
acumula en adultos y en pediatria. En cada grupo de edad se pre-especifica el tamafio

de muestra para que se puedan garantizar conclusiones fiables (29).

2.2 LA TOXICOLOGIA EN EL DESARROLLO FARMACEUTICO

En el descubrimiento y optimizacion de farmacos se lleva a cabo pruebas de
toxicologia, ya que contribuyen a seleccionar un candidato a farmaco adecuado en
términos toxicologicos, y asi, proteger a los futuros voluntarios humanos (30). La
toxicologia constituye una piedra angular en el desarrollo farmacéutico preclinico para
garantizar que los posibles efectos adversos de los candidatos en estudio sean
minimos y que sea mayor el beneficio que reciba el paciente. Consiste en una serie de
bioensayos encaminados a poder identificar los eventos adversos con cierta seguridad
antes de que sean un riesgo para la vida humana. El programa de desarrollo pre clinico
toxicologico es muy amplio, ya que se puede llevar a cabo una evaluacion
multisistémica que incluya aspectos patoldgicos Yy fisiolégicos en el animal, asi como
se puede centrar en identificar un potencial riesgo especifico, un ejemplo pueden ser

los estudios especializados de seguridad cardiovascular, renal, pulmonar (31).
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Es importante conocer a profundidad las propiedades toxicologicas de los candidatos
a farmacos en las pruebas no clinicas antes del uso en seres humanos, a través de
estudios in vivo, in vitro e in sillico que proporcionan una imagen amplia de los peligros
y riesgos para que se pueda apoyar su administracion segura. Los componentes
criticos para evaluar el riesgo son: a) la identificacion de un supuesto hallazgo
adverso/toxicolégico, b) la evaluacion dosis-respuesta, severidad/incidencia,
reversibilidad del hallazgo y su relacion con la exposiciéon al farmaco, c) la evaluacion
del riesgo relacionado con los hallazgos toxicologicos para la seguridad y, d) una ultima
evaluacion de relevancia de los hallazgos toxicolégicos para la seguridad del ser

humano.

Los modelos animales tienen beneficios para evaluar toxicidad, normalmente en
especies de roedores y no roedores, ya que permiten identificar toxicidades Unicas en
organos diana permitiendo el desarrollo de nuevas moléculas sin riesgo para los seres
humanos. De estos estudios se obtienen las dosis iniciales seguras, rangos de dosis,
asi como exposicion aceptable. Para ello, se desarrolla una estrategia especifica y
segura para los efectos adversos que son observados en animales, criterios de
inclusion y exclusién para voluntarios sanos y pacientes. Los ensayos toxicoldgicos
duran hasta la evaluacién en humanos, ya que la toxicidad suele depender de la dosis

y/o del tiempo (32).

2.2.1 Conceptos generales de toxicologia

La toxicologia es la ciencia encargada de estudiar las sustancias quimicas, bioldgicas,
asi como las sustancias fisicas capaces de producir alguna alteracién patologica en
seres vivos, estudiando los mecanismos de produccion de estas alteraciones, asi
como los medios para contrarrestarlos, los procedimientos para detectar, identificar y

determinar los agentes, para valorar y prevenir el riesgo que este representa (33).

Un toxico es toda radiacion fisica y agente biolégico y quimico, que tenga la capacidad
de entrar en contacto, penetrar o ser absorbido en organismos vivos, en dosis
suficiente para producir un efecto adverso directo o indirecto. Teniendo en cuenta lo

anterior, cualquier sustancia puede ser un toxico, tanto los productos exdgenos como
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los constituyentes del organismo producidos en exceso, los que, dependiendo de la
dosis, pueden producir un trastorno téxico. A dichos compuestos también se les
denominan xenobidticos (33). La experimentacidn toxicologica se fundamenta en una

serie de principios basicos que se exponen a continuacion:

1° Es posible reproducir experimentalmente en animales la mayoria de los procesos

toxicos que se modelaran posteriormente en los humanos.

En general, cuando un efecto toxico no aparece en ninguna de dos especies animales,
tampoco lo hara en el hombre, pero si el toxico afecta a una sola de aquéllas, también
afectara al hombre. Independientemente de todos los factores diferenciales ligados a
la especie, debe tenerse en cuenta que gran parte de las observaciones que se extraen
de los animales no son, generalmente, los sintomas (manifestaciones de las
alteraciones fisiopatologicas) de la intoxicacién, sino sélo los signos, es decir, los
sintomas perceptibles por un observador (33). Por ello, muchas reacciones que
facilmente se producen en el hombre, como dolores, nauseas, vertigos, trastornos

visuales, fotosensibilidad, tinnitus etc., no pueden detectarse en los animales (34).

2° La aplicacion de dosis altas de toxicos en animales es un procedimiento Util para

descubrir posibles peligros para el hombre.

El nimero de individuos sobre los que se realiza la experimentacion esta limitado en
la practica en comparacion con las amplias poblaciones que estaran expuestas. Por
ello, para obtener resultados estadisticamente validos es preciso emplear dosis
suficientemente altas para que los efectos ocurran con la suficiente frecuencia para
ser detectados. Logicamente ello se fundamenta en que existe una correlacion directa
entre la dosis aplicada y los efectos observados. Por ello, al aumentar la dosis se
pueden incrementar los efectos observados. Parece ser que las diferencias inter-
especie se deben fundamentalmente a variaciones toxicocinéticas y de
biotransformacion de los toxicos. Sin embargo, cuando se administran grandes dosis,
los mecanismos cinéticos se saturan y las diferencias toxicas entre especies se

acortan(34).

3. Es posible extrapolar cuantitativamente a humanos muchos de los efectos toxicos
observados en animales.
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Profundas investigaciones se han realizado para tratar de determinar la correlacion
entre la toxicidad animal y la humana, concluyendo que ningan animal, ni siquiera el
primate, responde a los toxicos exactamente igual que el hombre. A pesar de ello, hay
evidencia de que la mayoria de los efectos que experimentan los animales de
laboratorio por la accion de los xenobidticos los manifiestan también el hombre, y a la
inversa. En general, las diferencias son mas de tipo cuantitativo que cualitativo. Existe
una correlaciéon entre las dosis letales calculadas en animales y en el ser humano.
Desde el punto de vista cuantitativo, los humanos se encuentran en el mismo rango
de toxicidad de los animales si ésta se expresa con relacion a la superficie corporal.
Sin embargo, cuando se expresa en funcion del peso corporal, los humanos son

aproximadamente diez veces mas sensibles a los toxicos que los animales (34).
4° Es posible reproducir in vitro determinados efectos toxicos manifestados in vivo.

Segun la hipotesis de la toxicidad basal, la mayoria de los toxicos provocan toxicidad
aguda por interferencia en los mecanismos celulares comunes a la mayoria de las
células. Ello implica que los efectos téxicos se manifestaran en la mayoria de los tipos
celulares, y que pueden estudiarse in vitro, con algunas limitaciones. Por consiguiente,
es posible utilizar modelos in vitro para investigar mecanismos muy especificos de

accion, como la unién a receptores, la inhibicion de enzimas, etc (34).

5° Pueden emplearse determinadas especies animales o vegetales como

representantes de los efectos tdxicos en otras especies

Para extrapolar los resultados al hombre se procura emplear una especie con similar
sensibilidad para cada tipo particular de efecto toxico, aunque esto es condicionado
ademas por cuestiones practicas. Sin embargo, en los estudios medioambientales es
imposible evaluar los compuestos en todas las especies existentes, por lo que se
seleccionan varias de cada nivel trofico como representantes de grandes grupos de
organismos. Las usadas como centinelas suelen escogerse atendiendo a su

sensibilidad, disponibilidad y facilidad de mantenimiento y uso (34,35).

En sintesis, los objetivos de la toxicologia son, la investigacion para el conocimiento

de las propiedades toxicas de sustancias quimicas, asi como la evaluacion de riesgos

gue pueden llegar a causar los compuestos quimicos a los seres vivos especialmente
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al humano ante determinada exposicion. De tales evaluaciones pueden emanar
programas de educacion para aconsejar a la poblacion acerca de las sustancias
toxicas para que se puedan tomar las medidas necesarias y prevenir intoxicaciones.
Es necesario aclarar que la toxicologia es una ciencia multidisciplinaria por lo que
integra diversas disciplinas como: bioquimica, quimica organica, biologia celular,

fisiologia, patologia, quimica analitica, inmunologia o genética, entre otras (36).
2.2.2 Tipos de estudios toxicologicos

Estudios de dosis Unica

Se les conoce como estudios de toxicidad aguda donde se evalta la toxicidad
provocada por la administracion en altas dosis de un farmaco sujeto a estudio. Laidea
es brindar informacion acerca de la toxicidad intrinseca del farmaco, asi como del
riesgo que conlleva su exposicion aguda. En los estudios de toxicidad aguda era
antiguamente necesario determinar la concentracion letal media (CLso). Sin embargo,
debido a la importancia de utilizar métodos que aseguren el bienestar animal, no es ya
un requisito en este tipo de investigaciones. De hecho, se considera que, si una
sustancia no presenta toxicidad a una dosis de 2.000 mg/Kg, es poco téxica y no vale
la pena seguir utilizando mas animales para evaluar una dosis superior. A partir de la
informacion derivada de los estudios de dosis Unica se determinan los niveles de dosis
gue se emplearan en los estudios de toxicidad subagudos, subcrénicos y cronicos,
ademas de que permite definir la curva dosis-efecto propia de la sustancia en estudio
(37).

Estudios de dosis repetidas

Se llevan a cabo disefios establecidos y organizados donde la sustancia se administra
repetidamente y cuya informacion se obtuvo de los estudios a dosis Unica,
particularmente en lo referente al refinamiento de las observaciones, la seleccion de
dosis, asi como las determinaciones sobre el érgano diana. Dentro de los estudios de

dosis repetida se incluyen disefios subagudos, subcrénicos y cronicos (36).
Estudios subagudos

En estos estudios se determinan los efectos toxicos manifestados después de la
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administracion repetida de una sustancia durante un corto tiempo, normalmente de 14
a 30 dias. Se tiene como objetivo obtener informacién para seleccionar los niveles de

dosis para emplearse en estudios posteriores de mayor duracion (36)
Estudios sub-crénicos

Se estudian los efectos adversos por toxicidad acumulada por la sustancia o por sus
metabolitos, ya que el candidato a farmaco se administra durante un periodo que
representa, aproximadamente, el 10% de la vida del animal. Se detectan los efectos
adversos de la sustancia, y se obtiene la maxima dosis con la que no se aprecia
toxicidad relacionada con la droga (NOAEL), y la dosis maxima tolerada (DMT).
Igualmente, se proporciona informacion sobre los 6rganos diana y constituye una base

para seleccionar los niveles de dosis evaluados en los estudios cronicos (36).

Estudios crénicos

Se llevan a cabo para determinar el potencial toxicolégico de una sustancia después
de una prolongada y repetida administracion. El tiempo que se administra varia entre
especies. Ya que en roedores es entre 6 y 12 meses, mientras en no roedores de 9y
12 meses, se considera un periodo suficiente para que se manifieste el efecto toxico
de una sustancia por su uso crénico. Se determina la relacion dosis respuesta y
NOAEL (36).

Estudios de toxicidad especial
Estudios de citotoxicidad en lineas celulares

Se trata de ensayos in vitro que detectan alteraciones de las funciones celulares,
debido a que se expone a un compuesto que dafa la célula. Los ensayos utilizan como
modelos experimentales células, 6érganos aislados, cultivos primarios, lineas celulares

y microorganismos (36).

Una prueba in vitro ideal para evaluar la citotoxicidad tiene ciertas caracteristicas
principales: seguridad, simplicidad, economia, reproducibilidad, rapidez, eficiencia.
Existen diferentes métodos para llevar a cabo los ensayos de citotoxicidad in vitro. El
uso de colorantes como cristal violeta y sulforrodamina B, colorean componentes

especificos de las células. Asi también, los detectores de liberacién de componentes
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constitutivos celulares miden la actividad enzimatica. Los métodos que miden la
funcién metabdlica usando sales de tetrazolio, siendo el mas empleado la reduccion
metabdlica de 3-(4,5-dimeltiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio bromuro (MTT). Ademas,

los métodos de resazurina (38).
Estudios genotoxicologicos

Se definen como pruebas in vitro e in vivo designadas a detectar compuestos que
provocan dafios genéticos, si los compuestos dan positivos en las pruebas tienen el
potencial de ser carcinégenos y/o mutagenos en humanos. Es recomendable realizar
una serie de pruebas estandar, ya que una prueba por si sola no tiene la capacidad de
detectar todos los mecanismos genotdxicos relevantes en la tumorogénesis. Una
prueba de mutacion genética en bacterias, siendo el ensayo de incorporacién en placa
con Salmonella typhimurium el mas usado para el tamizaje de nuevas sustancias. Una
prueba citogenética que se usa para dafios cromosomicos en células de mamiferos es
la prueba de aberracién cromosémica en metafase in vitro o también una prueba de
micronucleos (MNT) in vitro. Una prueba in vivo de genotoxicidad, es la que se realiza
para detectar el dafio cromosémico en células hematopoyéticas de roedores, para
micronucleos y aberraciones cromosomicas en metafase. El ensayo de electroforesis
alcalina en células Individuales tiene un alto potencial de detectar dafios al ADN, ya
gue muestra las rupturas de cadena, asi como los sitios fragiles al alcali en el ADN y

su cuantificacién al emigrar (37,39).
Toxicologia de la fertilidad y la reproduccién

En los estudios de reproduccion a grandes rasgos, se evalUan tres fases. Se analizan
los efectos sobre la fertilidad, asi como las primeras fases de implantacion de la
embriogénesis. Estudios de teratogenicidad en los cuales se evallan el efecto sobre
el desarrollo de los 6rganos del feto. Estudios perinatales que analizan el efecto sobre
el final de la gestacion, el parto y la lactancia, asi también se evalta el comportamiento
y el neurodesarrollo de la descendencia. Los estudios de fertilidad masculinos se
realizan para todos los farmacos, mientras que los estudios de desarrollo y toxicidad
reproductiva femenina se llevan a cabo para los farmacos que se utilizaran en mujeres
fértiles (40).
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Estudios de carcinogénesis

Se realizan para identificar un potencial de causar tumores en animales y asi poder
evaluar el riesgo relevante en humanos. Son necesarios para los productos
farmacéuticos que su uso clinico previsto sea continuo por lo menos 6 meses 0 se
utilicen frecuentemente de forma intermitente en el tratamiento de enfermedades
cronicas o periodicas. Asimismo, se exigen para los productos con una causa
significativa de riesgo carcinogénico. Es recomendable que en la eleccion de las
especies para los estudios se considere la farmacologia, la toxicocinética, el
metabolismo, toxicologia de dosis repetida, asi como la via de administracion utilizada

por el candidato terapéutico (40).

2.2.3 Métodos toxicoldgicos alternativos

El término “toxicologia alternativa” describe cualquier cambio, en los protocolos
oficiales clasicos, que pueda derivar en el refinamiento de las técnicas con el fin de
disminuir el estrés y evitar el sufrimiento infringido a los animales. Surgieron como
resultado de aplicar el principio de las tres “R” a la experimentacidn toxicoldgica animal.
Estas tres “R” se relacionan con el reemplazo, refinamiento y reducciéon de los
animales durante la experimentacion. El reemplazo significa sustituir, siempre que sea
posible los animales de experimentacion por sistemas que no requieran seres vivos 0
bien emplear otras especies inferiores en la escala filogenética. En los casos en que
un reemplazo total no es posible, la reduccion del namero de animales empleado en
cada ensayo es una alternativa valida. El refinamiento por su parte incluye el uso de
técnicas y procedimientos para disminuir el sufrimiento animal. Aunque la comunidad
cientifica admite sin reservas la utilidad de estos métodos, solo una pequefia cantidad
se encuentra aceptada por las entidades reguladoras para ser utlizados en la
evaluacion del riesgo y el registro de un nuevo compuesto, puesto que es necesario
gue el protocolo haya sido validado cientificamente y se haya demostrado que es tan

seguro y fiable como el método in vivo clasico que pretende reemplazar (41).

Existen varios organismos encargados de la validacion de métodos alternativos. Entre

ellos se destacan el Centro Europeo para la Validacion de Métodos Alternativos ( por
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sus siglas en inglés ECVAM), Comité Coordinador Interagencial de Validacion de
Métodos Alternativos (por sus siglas en inglés ICCVAM), Sociedad Japonesa de
Alternativas a los Experimentos con Animales (por sus siglas en inglés JSAAE) y mas
recientemente, Centro Coreano para la Validacion de Métodos Alternativos (por sus
siglas en inglés KoCVAM) y el Centro Brasilefio de Validacion de Métodos Alternativos
(por sus siglas en inglés BraCVAM). Todos ellos promueven la aceptacién cientifica y
reguladora de los ensayos sin animales, mediante la investigacion, el desarrollo y

validacion de métodos y el establecimiento de su uso sobre bases cientificas (42).

El método alternativo ideal debe medir un hecho téxico que sealo mas parecido posible
al mecanismo de accion propuesto o bien se relacione con el efecto que interesa
evaluar. Igualmente, los resultados obtenidos a partir del método alternativo que se
pretende validar se deben correlacionar con el contexto real relacionado con la salud
humana, animal o aspectos ecoldgicos. La tabla 2 muestra los métodos alternativos

internacionalmente aceptados para medir la toxicidad aguda por via oral.

Tabla 2. Métodos alternativos aceptados internacionalmente para medir la toxicidad aguda por via
oral. Tomado de (43).

METODO ENSAYO  ACEPTACION REGULADORA
Toxicidad aguda oral

Método de clases de toxicidad In vivo OCDE TG 423 (2001)

Método de dosis fija In vivo OCDE TG 420 (2001)
Procedimiento arriba-abajo In vivo OCDE TG 425 (2006)

Ensayo de respuesta de queratinocitos normales In vitro OCDE GD 129 (2010)
humanos al rojo neutro (NHK NRU)

Ensayo de respuesta al rojo neutro Balb/c 3T3 In vitro OCDE GD 129 (2010)

2.2.4 Caracteristicas de los estudios de toxicidad oral aguda por el método de
clases de toxicidad

Los estudios de toxicidad oral aguda por el método de clases de toxicidad se describen

en la directriz 423 de la OCDE. Constituyen una segunda alternativa a la prueba de
DLso oral, considerandose una prueba de toxicologia alternativa ya que reduce

significativamente el nUmero de animales de experimentacion.

Durante esta prueba, no se administran sustancias de ensayo con dosis que se saben
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causa dolor y angustia por su accion corrosiva. Se utilizan dosis predeterminadas y
con los resultados se clasifica una sustancia segun el Sistema de Clasificacion
Globalmente Armonizado (por sus siglas en inglés GHS) de sustancias quimicas que
causan toxicidad aguda (Figura 4). El método mejora la posibilidad de que los reportes
toxicologicos tengan coherencia y repetitividad. Se determina un valor de DLsp cuando
por lo menos dos dosis provocan una mortalidad que supera al 0% e inferior al 100%
(44).

Smg/kg S50mg/ kg 300 mg/ kg 2000 mg/ kg
3 animales > 3 animales 3 animales > 3 animales

>

y
5mg/ kg 50 mg/ kg 300 mg/ kg 300 mg/ kg
3 animales 3 animales 3 animales 3 animales

$ b o3

Categoria Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 | Categoria5
>0-5 >5-50 >50 -300 >300 - 2000 > 2000 - ono
3000 clasificada

GHS

DLso Corte
mg/kgbw

- En cada paso se utilizan tres animales de un solo sexo (generalmente hembras)
-0, 1, 2, 3; Nimero de animales moribundos 0 muertos en cada etapa
- GHS: Sistema de Clasificacion Globalmente Armonizado (mg/kg b.w)

oo: sin clasificar
-Pruebas de 5000 mg/kg bw

Figura 4. Sistema de clasificacion GHS, prueba con dosis inicial de 5 mg/kg de peso corporal.
Tomado de (40).

El método de clases de toxicidad establece un procedimiento secuencial (Tabla 3). La
sustancia se administra por via oral con una dosis establecida, se utilizan en cada paso
tres animales del mismo sexo normalmente son hembras y la especie de roedor
utilizada mas frecuentemente es la rata. Como dosis inicial se selecciona uno de los

cuatro niveles fijos 5, 50, 300 y 2.000 mg/kg de peso corporal. La dosis inicial debe
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tener mas probabilidad de producir mortalidad en los animales dosificados. El resultado
de ausencia o presencia de mortalidad determinara el siguiente paso, que se enmarca
en las siguientes posibilidades: a) no se necesita realizar otra prueba; b) se requiere
dosificar tres animales adicionales, con la misma dosis; c) se necesita dosificar tres
animales adicionales ya sea con el siguiente nivel de dosis mas alto o bajo. En esta
prueba la relacion dosis-respuesta sigue una distribucién normal. EI método fue
adoptado en 1996, asi como validado in vitro comparando datos de DLso que se

obtuvieron de la literatura a nivel nacional e internacional (44,45).

Tabla 3. Comparacion de la prueba de toxicidad oral aguda por el método de clases de toxicidad
(método ATC) y la prueba DLso (Enero de 2000- Diciembre 2003). Modificado de (45).

PRUEBA NUMERO DE NUMERO DE ANIMALES MUERTOS/
ANIMALES POR MORIBUNDOS POR PRUEBA
PRUEBA
Prueba limite
ATC 6 0.04
DLso 11.5 0.29
Prueba completa
(ATC) 10.5 2.40
DLso 35.8 15.50

2.3 CARACTERISTICAS Y BIOACTIVIDAD DEL ACIDO ELAGICO
Y ELAGITANINOS

El &cido elagico (AE) es un compuesto polifendlico natural, perteneciente al grupo de
los acidos fendlicos que puede encontrarse libremente en la naturaleza o bien
formando parte de taninos hidrolizables llamados elagitaninos (ETs), los que son
abundantes en frutas, frutos secos y semillas como en frambuesas, fresas, uvas,
mango, guayaba, nueces, almendras y té verde (46). A continuacion, se detallan las

caracteristicas fisicoquimicas y la reactividad de este acido y de los elagitaninos.

2.3.1 Caracteristicas fisicoquimicas del acido elagico

El AE (2, 3, 7, 8-tetrahydroxy [1]-benzopyranol [5, 4,3-cde] benzopirano-5,10-diona)
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fue descubierto en 1831 por Braconnot. La molécula es altamente termoestable con
un punto de fusion de 350 °C y un peso molecular de 302.2 g/mol. Es soluble en
hidroxido de potasio (KOH), ligeramente soluble en agua (9.5 kg/ml), moderadamente
en alcohol y a altas concentraciones en etanol (80%). Dada su naturaleza acida es
mas soluble en disolventes bésicos. La estructura presenta cuatro anillos
representando el dominio lipofilico, cuatro grupos fendlicos y dos lactonas, formando
enlaces de hidrégeno laterales que actian como aceptores de electrones
respectivamente, representando el dominio hidrofilico (Figura 5) (46,47). En la

naturaleza es frecuente encontrar al AE formando parte de los elagitaninos.

Figura 5. Estructura quimica del AE.

2.3.2 El acido elagico y la formacion de elagitaninos

El término elagitaninos (ETs) proviene de las observaciones relacionadas con el hecho
de que su hidrdlisis habitualmente origina al AE. Se trata de ésteres del &cido elagico
y pertenecen al grupo de los llamados taninos hidrolizables. Tienen en su estructura
una molécula de azucar, normalmente glucosa, a la que se unen varias moléculas de
AE. Estructuralmente estan caracterizados por una 0 mas unidades de &cido
hexahidroxidifenico conocido por las siglas HHDP, estas unidades se encuentran
esterificadas a un azulcar, principalmente glucosa y existen diferentes posibilidades
para este acoplamiento, lo cual genera una gran variabilidad estructural en los ETs
(48).
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Existe una serie de ETs monoméricos, donde los grupos HHDP se metabolizan en los
otros grupos aromaticos por modificaciones estructurales ya sea por oxidacion,
reduccion, la escisién del anillo y el acoplamiento oxidativo C-O (49). La biosintesis de
los ETs comienza cuando una glucosa forma un complejo con el &cido galico para
formar la B-Glucogalina, siendo el galato de glucosilo méas simple que sirve
principalmente para donar unidades de galloilo en la biosintesis de B-D-glucopirano
totalmente galloilado (3, B-PGG), considerada el punto de ramificacion mas

representativo que conduce a la formacion de los elagitaninos (Figura 6) (50).
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Figura 6. Via biosintética general de los elagitaninos. Tomado de (50)

2.3.3 Caréacter antioxidante del &cido elagico

Tanto el AE como los ETs son reconocidos por sus propiedades antioxidantes. El
mecanismo antioxidante y antienvejecimiento se basa principalmente en la capacidad
de contrarrestar las especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS),

subproductos del metabolismo aerdébico fisioldgico. Estas especies normalmente se
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mantienen estables dado a que el organismo esta equipado de defensas antioxidantes
celulares. Ademas, a concentraciones fisiologicas, participan en los sistemas de
reparacion, produccion de energia, sefalizacion intracelular, y defensa inmunitaria.
Cuando se produce un exceso y asi una acumulacion de las especies reactivas, los
sistemas de mantenimiento de las células fallan, y se genera estrés oxidativo e
inflamacion, provocando dafos irreversibles en proteinas, lipidos y ADN, por lo que

aparecen trastornos degenerativos y aceleracion del envejecimiento (51).

Los ETs y el AE son antioxidantes debido en gran parte por su estructura quimica. Ya
que presenta varias funciones hidroxi en posicion orto por lo que pueden donar un
atomo de hidrogeno para completar la capa electrénica del electrén no apareado
caracteristico de los radicales. Igualmente, deben su eficacia antioxidante a su grado

de hidroxilacion que, en presencia de una fraccion de azucar disminuye (52).

A pH fisiolégico el AE en solucion acuosa puede inactivar radicales hidroxilo (HO-),
radicales peroxilo (ROO), dioxido de nitrogeno (NO2-), asi como el peroxinitrilo
(ONOO-). Estudios in vitro han demostrado que el AE tiene mas capacidad de captar
especies reactivas de oxigeno que de nitrégeno. El AE tiene ademas la capacidad de
guelar metales i6nicos como el hierro, cobre, niquel y cadmio que son una fuente
potencial de estrés oxidativo. En un estudio con ratas Wistar hembras que
consumieron AE (500 umol/kg de peso corporal), se demostrd que este acido fendlico
las protegio del estrés oxidativo provocado por cadmio en higado y rifién, asi como
también se demostroé la capacidad del AE de unirse al hierro comprobando la presencia

del grupo catecol como responsable de la quelacién del hierro (Figura 7) (53,54).

En piel, la radiacion UV, sobre todo la UV-B, provocan fotoenvejecimiento debido a la
exposicion continua a la radiacion lo que resulta en fotooxidacion, alterando el estado
antioxidante de las células cutaneas, aumentando los niveles de ROS que implica la
produccion de metaloproteinas de la matriz (MMP) capaces de degradar la matriz
extracelular provocando dafios en la piel. EI AE elimina la formacion de ROS, del
melondialdehido, el dafio al ADN y la apoptosis, potenciando la expresion de las
enzimas superoxido dismutasa (SOD) y hemo-oxigenasa-1. Ademas, este compuesto

inhibe las cascadas de inflamacion provocadas por la radiacion UV-B reduciendo la
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produccion de mediadores proinflamatorios como la interleucina (IL)- 1B, IL-6, IL-8 y el
factor de necrosis tumoral a, potenciando la generacion de IL-10 que funciona como
un antiinflamatorio en queratinocitos. De acuerdo con estudios realizados en células
de fibroblastos dérmicos expuestos a radiacion UV-B, el AE suprime los ROS, la
secrecion y produccion de pro-MMP-2 a niveles intracelulares, favoreciendo los niveles
del glutation total (GSH) y la actividad de SOD. Igualmente, esta molécula tiene

actividad reguladora de Nrf2 que se reduce por la UV-B (55).
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Figura 7. Actividad antioxidante del AE por quelacién del idn ferroso y capacidad reductora del
ion férrico. Tomado de (56).

2.3.4 Otras actividades farmacologicas del acido elagico

La literatura sefiala que ademas de las propiedades antioxidantes, el acido elagico
presenta efectos antiangiogénicos, anticancerigenos, antiinflamatorios, antiobesidad,
antioxidante, antitromboticos, antineurodegenerativos (57), antimicrobianos y
antivirales (47). Tanto el AE como los elagitaninos demuestran in vitro que podrian
prevenir enfermedades crénicas como la diabetes o el cancer, enfermedades
cardiovasculares, asi como enfermedades neurodegenerativas. No obstante, el AE
considera como el fragmento bioactivo contenido en los ETs (46). Al parecer los

efectos positivos se deben a una accién pleiotropica. Numerosas son las acciones
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farmacoldgicas del AE, algunas de las cuales se enumeran a continuacion (Figura 8).
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Figura 8. Bioactividad de AE. Tomado de (46).

Propiedades antiinflamatorias

Se sabe del desempefio importante que tienen tanto el AE y los ETs como potenciales
agentes antiinflamatorios, ya que tienen capacidad para modular los mediadores
inflamatorios en la inflamacién crénica, aspecto que podria ser interesante para el
tratamiento de enfermedades que cursan con este tipo de inflamacion, como la alergia,
el asma etc. Las evidencias proceden casi todas de estudios preclinicos. El uso
terapéutico de AE en ratones BALB/c (10 mg/kg) frente a la respuesta inflamatoria
alérgica de las vias respiratorias demostré que los niveles totales de leucocitos y
eosindfilos redujeron en el liquido de lavado broncoalveolar, o que provoc6 una rapida
reduccion de la inflamacion de las vias respiratorias. EI mecanismo implica la
reduccion de actividad de la peroxidasa de eosindfilos, niveles de IL-5, asi como la
expresion de la P-selectina. Mientras en otros estudios in vivo se demostro que la
suplementacion con AE (10, 50, y 100 mg/kg)inhibe la liberacién de histidina, TNF-a e
IL-6 en mastocitos de rata macho Sprague-Dawley dependiendo de la concentracién.
Asimismo, los autores asocian la reduccion de la secrecion de marcadores
inflamatorios con menor actividad de NF-kB y el incremento del contenido de calcio en

mastocitos (58).

Propiedades antiobesogénicas
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El extracto de granada es reconocido por su alto contenido de AE. Este extracto tiene
un efecto sobre el balance energético semejante al orlistat como farmaco estandar
para la obesidad, mediado por el AE que disminuyd la hiperlipidemia inhibiendo la
actividad de la lipasa pancreética in vitro, asi como el incremento de la excrecién fecal
de grasa. Otros estudios realizados en preadipocitos 3T3-L1 demostraron que el AE
suprime la diferenciacién terminal y acumulacion de lipidos en los adipocitos 3T3-L1,
probablemente mediante lareduccion en la expresion de la proteina ciclica A, asi como
la fosforilacion de la proteina del retinoblastoma (Rb) y el bloqueo de transicion de fase
G1 a S en el ciclo celular. Asimismo, se demostro que el AE inhibe la adipogénesis a
través de modificacion de la remodelacion de la cromatina en células madre
adipogénicas humanas (hASCs). Del mismo modo, se demostré la inhibicion
considerable de la histona deacetilasa (HDAC) y el efecto inhibidor sobre la actividad
de la arginina metiltrasferasa 1 (CARM) durante la adipogénesis (47) promovido por el
EA.

Propiedades anticancerigenas

Se han realizado diversos estudios que demuestran el efecto anticancerigeno del AE
en lineas celulares de cancer humano, siendo algunas las de cancer de piel, eséfago
y colon, la mayoria se atribuyen a sus propiedades antiproliferativas, asi como a su
capacidad de provocar la detencion del ciclo celular. EI AE induce la apoptosis
mediante una via mitocondrial en un modelo celular in vitro del cancer de colon, sin
afectar las células normales del colon. También se demostr6 que podia inducir la

apoptosis en el carcinoma de colon inducida por 1,2-dimetilhidrazina (DMH) (59).

Efectos cardiovasculares

Estudios han demostrado que el tratamiento con AE provoca la disminucién de la
presion arterial, mejora la relajacién vascular, y posee efectos antiproliferativos en
células musculares lisas, y en arterias de ratas hipertensas donde se observa una
reduccion de la calcificacién vascular. Un adicionado con AE en dosis (10 y 30
mg/kg/dia) disminuye la elevacion que mantiene la presién arterial. Asimismo, el AE
es capaz de reducir la taquicardia, considerada un factor comun en la hipertension. El
estrés oxidativo se encuentra relacionado con la hipertension ya que desempefia un
papel en su patogénesis. Se ha postulado que el AE posee una alta capacidad
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antioxidante, ya que aumenta la biodisponibilidad del NO, disminuyendo Ia

hipertension, ya que aumenta la relacién nitrito/nitrato en la sangre (60).

Actividad antimicrobiana

Una de las actividades mas estudiadas del AE es justamente la accion antimicrobiana.
Se ha reportado que esta molécula posee actividad inhibitoria frente a Aeromonas,
Alcaligenesis, Pseudomonas, Vibrio, Flavobacterium, Moraxella, Photobacterium y
Chromobacterium, asi como diversas cepas de Escherichia coli. Probablemente su
actividad antimicrobiana se debe con su capacidad de inactivar enzimas, proteinas de

transporte, adhesiones microbianas, asi como complejos con polisacaridos (61).
2.3.5 Biotransformacion de los elagitaninos y el acido elagico por via oral

Los ETs carecen de biodisponibilidad como tal, ya que no ha sido posible detectarlos
en plasma humano tras la ingesta normal de alimentos ricos en ETs. Su
comportamiento farmacocinético probablemente se debe al tamafio de las moléculas,
a su polaridad relativamente elevada y la presencia de enlaces C—C. Durante su
ingesta, los ETs pueden unirse a proteinas en la saliva causando astringencia y
evitando su metabolismo. Ademas, algunos ETSs resisten a la hidrélisis acida y basica
en el tracto gastrointestinal pudiendo llegar practicamente intactos al intestino grueso.
No obstante, existen ETs sensibles a la hidrdlisis acida y basica, que liberan AE en el
estdbmago y duodeno con poca biodisponibilidad (62). Las concentraciones bajas de
AE en plasma se deben probablemente a su baja solubilidad en agua, a la capacidad
de formar complejos con iones de calcio y magnesio, afectando la absorcién
transcelular. Ademas, el AE se une de forma irreversible al ADN y proteinas celulares.
Sin embargo, algunos autores detectaron AE entre 0.5 y 3h en plasma luego de la
administracion oral con dosis que contenia 24 mg de AE y 318 mg de ETs, sin que se
detectaran ETs intactos (63,64). Por consiguiente, la presencia de AE libre en plasma
humano puede deberse a su liberacién a partir de la hidrélisis de ETs, favorecida por
la microbiota intestinal, asi como el pH fisioldégico (52). Se cree que los sitios de
absorcion del AE libre en la circulacion son el estomago o el intestino delgado. Una
pequeiia parte de AE libre procedente de la dieta es absorbida en el estbmago,

mientras que los ETs son resistentes a la degradacién en el estbmago. Los metabolitos
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mas importantes del AE son las urolitinas (Figura 9) procedentes del metabolismo
bacteriano del AE y los ETs no absorbidos, la reduccion de dos grupos lactona,

descarboxilacion y deshidroxilacién secundaria implicando una reduccion.

En estudios experimentales se han constatado cantidades considerables de urolitina
D (tetrahidroxi), urolitina C (trihidro) y urolinas A (dihidroxi e isourolitina A) en el yeyuno.
Consecuentemente, la formacion de urolitinas parece tener lugar en el intestino
delgado donde las bacterias son capaces de metabolizar los ETs en una variedad de
metabolitos. Debido a que la urolitina B no es detectada en el intestino delgado, se
sugiere que el metabolismo bacteriano contintia en el colon y finaliza formando urolitina
B (monohidroxi dibenzopiranosona) como producto final (65—-68). El proceso de
absorcion del AE es mediante la difusion pasiva a través de un gradiente de
concentracion. Sin embargo, aunque no se han identificado los transportadores

especificos para la absorcion de AE a lo largo del epitelio intestinal (68).

Tanto los metabolitos urinarios del AE como las urolitinas surgen de la
biotransformacioén del AE. Tras la absorcidn, en el higado los metabolitos experimentan
otras transformaciones conjugadas con glucurénidos y/o sulfatos, que generan
combinaciones complejas de metabolitos secretados en la bilis, que se encuentran en
el plasma y se excretan en la orina (69,70). Las urolitinas tienen una tasa de absorcion
mas alta que la del AE, probablemente debido al aumento de su lipofilia. Por lo tanto,
las urolitinas estan en la circulacion en concentraciones elevadas y durante mas
tiempo por la circulacion enterohepatica (70-72). Un aspecto interesante de estos
metabolitos es que pueden ejercer efectos sistémicos ya que su excrecidn persiste en
orina durante varios dias de 24-48 horas. Estudios realizados con cerdos ibéricos,
indicaron que los metabolitos principales detectados en plasma y orina son los
glucurénidos de urolitina A y B, demostrando asi que sélo los que se metabolizan lo
suficiente se excretan en la orina. En cambio, los metabolitos urolitina D (tetrahidroxi)
y urolitina C (trihidroxi) se absorben antes en el intestino, sufren circulacion
enterohepatica por lo que no entran al plasma periférico ni a la orina hasta que el
metabolismo reduzca el nimero de hidroxilos fendlicos. Por su parte, el metabolismo
de la urolitina B es el ultimo producto de degradacion en el metabolismo del AE por la

flora intestinal, ya que ocurre en las células intestinales justo después de la absorcion,
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explicando la falta de urolitina B en la bilis, ya que esta molécula solo se conjuga una
vez. Mientras que la urolitina A puede producir mas conjugaciones, siendo el principal

metabolito de los ETs detectado en heces (73).
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Figura 9. Via de transformacion de las urolitinas mediante bacterias intestinales. Tomado de
(65).

Las urolitinas se encuentran presentes a concentraciones elevadas en la vesicula biliar
asi como en la vejiga y el intestino grueso. No obstante, los metabolitos no se
encuentran en cantidades relevantes en tejido muscular, corazon, adiposo, rifion o
higado. Se reporto la disponibilidad de urolitinas como agliconas en el colon, y como
derivados conjugado con sulfatos y acido glucuroénico, en plasma, bilis y orina. Sin
embargo, las concentraciones de los metabolitos se mantienen bajas mientras estan

siendo transportadas al plasma (74).

Estudios farmacocinéticos y de distribucion tisular del AE en ratas Sprague-Dawle por

administracion oral (50 mg/kg), reportaron una concentracion maxima (Cmax) en plasma
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de 93.6 ng/mL (0.31 uM). Su absorcion fue 45.2 ng/mL x h, por consiguiente la
absorcion de AE fue muy deficiente. Mientras que los valores de t max, t 2 ayt 2 3
fueron 0.5 h, 2.5 h y 6.86 h, respectivamente, indicando que el AE entr6 en circulacion
general de forma rapida, distribuyéndose posteriormente desde la circulacion general
velozmente a los compartimentos periféricos, para finalizar elimindndose o

metabolizandose de manera moderadamente lenta (75).

De acuerdo con lo anteriormente mencionado, desde el punto de vista farmacocinético,
se ha descrito un sistema bicompartimental con una escasa absorcion, rapida
eliminacioén, que se atribuye a la baja solubilidad del AE. Considerando que la primera
absorcion ocurre en el estbmago, asi como en el intestino delgado, con un t max corto,
gue conduce a su rapida eliminacion, por el metabolismo de primer paso, asi como
una recirculacion enterohepatica débil (68). En un estudio cruzado realizado en
humanos que consumieron 130 mg de punicalagina y 524 mg de AE libre 0 279 mg de
punicalagina mas 25 mg de AE libre; se demostré que la aparicién, asi como el
aclaramiento de AE en plasma resulta en gran parte de la disposicién del AE libre, sin
embargo, una dosis muy elevada no asegura una mejor biodisponibilidad, ya que
parece ser un proceso saturable, asimismo se mencioné que la saturacion de la

absorcion ocurre en el intestino delgado (76).

Media hora después de la administracion oral de AE, las concentraciones alcanzan su
punto maximo en el higado siendo tres veces mayor la concentracion maxima en
plasma. Mientras que en el rifidn las concentraciones son moderadas y en tejidos del
corazén, pulmén y cerebro son bajos. Después de 4 h de la administracion oral, se
observa una concentracion comparativamente alta de AE en el higado y rifidén, por otra
parte, en el corazén, pulmon y cerebro las concentraciones siguieron bajas (75). La
capacidad de los individuos para metabolizar el AE en urolitinas depende
principalmente de la edad ya que la edad conlleva a una disminucion progresiva de
urolitina A, con un incremento de isourolitina A y/o urolitina B hasta los 30-40 afios, a
partir de lo cual la distribucion de las urolitinas permanece relativamente constante
(77).
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2.3.6 Contenido de acido elagico en suplementos nutricionales, tés, alimentos y plantas
medicinales
Contenido en suplementos nutricionales

En los Ultimos afos el &cido elagico se ha comercializado como suplemento con
supuestas propiedades contra el cancer, asi como enfermedades cardiacas. Por esta
razon, se han recibido advertencias por parte de las autoridades correspondientes en
materia de alimentos y medicamentos de Estados Unidos (FDA) (78). Asimismo las
investigaciones respecto a la seguridad y eficacia de los suplementos herbolarios que
estan adicionados con AE, son escasas (79). De acuerdo con estudios realizados se
sugirio que la suplementacion dietética de AE (10 mg/kg/dia) aporta en un efecto
beneficioso en un modelo de colitis experimental contemplandose para una estrategia

terapéutica, mejorando la enfermedad inflamatoria intestinal (80).
Contenido en tés

El té, se elabora a base de hojas la Camellia sinensis L., la estricnina presente en el
té consiste en un HHDP una glucosa y un residuo de galloilado. Se detect6 ETs en las
hojas de C. sinensis, y en algunos productos de té, como té negro, verde, oolong,

blanco y pu-erh (75).

Contenido en alimentos

El acido elagico es abundante en el reino de las plantas, ya sea libre o como parte de
la estructura molecular de los elagitaninos. Los ETs estan distribuidos en frutas,
verduras, en las especies Quercus, asi como también en bebidas como el té verde o
el vino (81). El AE es abundante en los hollejos de uva muscadine (82), asi como
también en las granadas (fruto, jugo y mermelada) donde hay una presencia
significativa de acido elagico y punicalagina (83). En la tabla 4 se pueden observar

algunos alimentos que contienen AE.
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Tabla 4. Algunos alimentos que contienen AE.

Alimentos Contenidos de acido elagico Referencia
Frambuesa (Rubus idaeus L, | Frambuesas amarillas 900 mg/100 | (53)
Rosaceae) g (PF)
Frambuesas silvestres 270 mg/100
g (PF)
Fresa (Fregaria vesca L.) 68.6 mg/100 g (PF) (84)
Mermelada de fresa 23,8 mg/100 g
(PF)
Granada (Punica granatum L) Cascara 50 mg/100 g (PF) (85)
Jugo 38 mg/100 mi
Zarzamoras  (Rubus  ursinus | 1500 £100 mg/100 g (86)
Cham & Schitdl)
Arandanos (Vaccinium | 120 + 4 mg/100 g (86)
corymbosum L.)
Uva (Vitis rotundifolia Michx.) Piel 16.5 mg/100 g (PF) (82)
Hojas 67.7 mg/100 g (PF)
Mango (Mangifera indica L. cv. | 120 mg/100 g (87)
Keitt)
Zarza artica (Rubus articum L.) 390 mg/100 g (88)
Nuez
Nuez de pecan (Carya | 330 £ 0.3 mg/100 g (86)
illinoinensis; (Wangenh.) K.Koch.)
Nuez negra (Juglans nigra L.) 590 + 1 mg/100 g (86)
Bebidas
Té verde (Camellia sinensis L.) Hojas del té verde (Camellia | (89)
sinensis)
75 mg/100 g (PF)
Whisky 1.2 mg/L (90)
Vino rojo 1.5 mg/100 mL (91)
Vino tinto envejecido en roble 9,4 mg/mL (90)
Coilac 31-55mg/ L (52)

PF:Peso Fresco

Contenido en plantas medicinales

El 4cido elagico, asi como elagitaninos suelen ser metabolitos secundarios en muchas
plantas medicinales, sin embargo, su forma libre esta presente en concentraciones
relativamente bajas. EI EA se presenta generalmente en forma de glucésidos,

conjugadas con una unidad de sacarosa, arabinosa, ramnosa, también como
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derivados complejos de los elagitaninos (51).

2.3.7 Estudios toxicoldgicos reportados con acido elagico.

Los estudios toxicologicos realizados con AE muestran generalmente resultados
contradictorios. En un estudio se analizo6 la toxicidad oral aguda de cuatro flavonoides
(4cido bosweélico, acido elagico, quercetina y rutina) en ratas Wistar albinas (170-200
g). Los animales que recibieron AE, asi como los otros flavonoides no presentaron
cambio alguno en los patrones de comportamiento. Asimismo, no se observo una
diferencia significativa en los pesos corporales y el consumo de alimentos comparado
con el grupo tratado con vehiculo, asi como tampoco se encontré evidencia de
cambios patologicos. Por lo que se lleg6 a la conclusion que los flavonoides analizados
(4&cido bosweélico, acido elagico, quercetina y rutina) no generaron toxicidad a la dosis
de 2000 mg/Kg (92).

En el siguiente estudio se analizo el perfil de toxicidad aguda y subaguda de los
extractos etanolicos de Punica granatum (LINN), la fruta entera, semillas y é&cido
elagico sintético. Para ello se utilizaron ratas albinas suizas a las cuales se les
administro por via oral una dosis de 2000 mg/Kg. La DLso resultd ser superior a 2000
mg/Kg y no se observaron alteraciones de comportamiento, ni mortalidad en los grupos
estudiados. Tampoco se verificaron alteraciones significativas (P>0.05) en ganancia
del peso corporal, la ingesta de alimentos y agua en los animales tratados. Del mismo
modo, no se comprobaron alteraciones significativas (P>0.05) en los parametros
hematoldgicos y bioquimicos comparando el grupo tratado con el control. En el analisis
histopatoldgico del higado y el rifion no se observd ningun dafio celular, tanto en la
evaluacion de la toxicidad aguda como la subaguda (93). Este estudio coincide con el
realizado por Tasaki M et al, (2008) los que evaluaron la toxicidad subcroénica del acido
elagico en ratas F344 estimando que el nivel de efecto no observado (NOEL) para
machos fue de 3011 mg/Kg, mientras que para las hembras este valor correspondi6 a
3254 mg/Kg respectivamente (94). Sin embargo, niveles de dosis mucho mas bajos
por via oral de AE (6 mg/kg) generan un marcado aumento en el nivel plasmatico de

prostaglandina E2 en ratas Sprague-Dawley al activar a la ciclooxigenasas, lo que
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implica que el AE podria funcionar como un agente proinflamatorio (95).

En los dltimos afos los investigadores han supuesto que son las urolitinas y no el &cido
elagico, las moléculas bioactivas responsables de los beneficios y la toxicidad
provenientes de los elagitaninos y alimentos ricos en acido elagico. La hipétesis surge
con los hallazgos in vitro los cuales demostraron actividad tanto el AE como las
urolitinas. Ademas, en los estudios in vivo solamente las urolitinas son las moléculas
predominantes en los fluidos biolégicos, células y tejidos por lo tanto se les atribuyen
los mayores efectos relacionados al AE. Sin embargo, las urolitinas son moléculas que
poseen un doble efecto, pueden ser beneficiosas, pero su actividad depende
significativamente de su estructura, condicién ambiental, edad y estado de salud de
los individuos (51). Tanto la cantidad como la tipologia de las urolitinas estan
ampliamente relacionadas con la actividad metabdlica de la microbiota, caracterizada
por su gran heterogeneidad interindividual. La variabilidad entre sujetos, la absorcion,
concentraciébn sanguinea vy tisular, son variables impredecibles, conduciendo a
multiples respuestas biolégicas que, paraddjicamente, podrian provocar efectos
adversos (51). En 2017 se realizaron estudios de la urolitina A, evaluandose por
primera vez la genotoxicidad, toxicocinética y la seguridad de su dosis repetidas.
Durante el estudio de 28 dias se administré 0, 0.175, 2.5 y 5.0% de urolitina A
mezclada en la dieta. No se observaron en los resultados obtenidos alteraciones en
los parametros clinicos, quimica sanguinea, citometria hemética, ni tampoco ningun
organo diana mostré un mecanismo téxico especifico. La NOAEL fue la dosis mas alta
probada, 5% en machos 3451 mg/Kg y en hembras 3826 mg/Kg, esto considerando

una administracion repetida oral de 90 dias (96).

En estudios realizados con individuos obesos, pudo constatarse la produccion de
isourolitina A y/o urolitina B mas la urolitina A. Estos pacientes se encontraban en
riesgo de complicaciones cardiovasculares en comparacion con los que solo producian
urolitina A o lo que no generaban urolitinas. También se pudo demostrar que los
efectos positivos de las urolitinas pueden quedar ensombrecidos debido a los efectos
secundarios negativos de la iso-urolitina A y la urolitina B generando como
consecuencia del metabolismo en ciertos individuos (97). Estos resultados sugieren la

presencia de un efecto personalizado de los alimentos que contienen elagitaninos y
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acido elagico lo que podria explicar sus controvertidas acciones hacia la salud.

Tanto la urolitina A como la B son potentes antioxidantes en el ensayo ORAC, mientras
gue en ensayos basados en células se comportan como fuertes pro-oxidantes, lo que
explicaria sus efectos téxicos asociados al consumo por via oral (98). De acuerdo con
un estudio realizado en células epiteliales se comprob6 que el AE a 5 pg/mL son
suficientes para incrementar la toxicidad de compuestos como el benzopireno en

células bronquiales (99).

Los resultados toxicolégicos contradictorios utilizando al AE en modelos animales y
humanos abren una oportunidad para el analisis detallado de la toxicidad por via oral
de este compuesto. Lo anterior considerando su importante presencia en suplementos

nutricionales, tés, alimentos y plantas medicinales.
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i JUSTIFICACION

El AE es un acido fendlico presente en frutas, verduras, tés y plantas medicinales por
lo que es consumido por parte de la poblacién a partir de numerosas fuentes
alimentarias. En los ultimos afios, el mercado de suplementos nutricionales ha
incrementado las ventas de este compuesto bajo atribuciones de supuestos efectos
beneficiosos para la salud, siendo esto motivo de preocupacion por agencias
regulatorias en materia de medicamentos y alimentos como la FDA. El consumo de
suplementos nutricionales de AE, ligado con frutas, verduras, plantas medicinales y té
verde podrian generar un aumento de la ingesta total de este compuesto, poniendo en

riesgo a los consumidores.

Los suplementos dietéticos pueden ser recomendados por medicos, pero mas a
menudo, son "auto-recetados" y estan disponibles en supermercados, farmacias o a
través de empresas de comercializacion de suplementos dietéticos. En consecuencia,
los consumidores suelen creer que pueden consumir tanto como quieran sin ninguna
repercusion en su salud (100). En este contexto, es crucial comprender el potencial
téxico inherente de los ingredientes activos contenidos en los suplementos dietéticos
y establecer los limites de seguridad a través de evaluaciones toxicolégicas agudas
para anticipar acciones contra intoxicaciones o eventos indeseables y establecer dosis

seguras para esquemas de administracion continua.

Aunque existen investigaciones acerca de la toxicidad aguda del acido elagico en
roedores, los resultados son contradictorios. En consecuencia, el presente trabajo se
propone el estudio de la toxicidad oral aguda del &cido elagico en ratas Wistar

siguiendo el protocolo estandarizado de la OCDE en su guia 423.
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v HIPOTESIS

El AE induce toxicidad cuando es administrado por via oral a dosis superiores a 200

mg/Kg correspondientes a su exposicion aguda.
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\Y OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la toxicidad oral aguda del AE en ratas Wistar segun el método de clases

de toxicidad.

5.2 Objetivos especificos

1) Evaluar el impacto de la exposicion aguda al AE en los sintomas y signos
de toxicidad, asi como en el peso corporal y consumo de alimentos de

ratas Wistar administradas por via oral con este compuesto.

2) ldentificar los drganos diana de toxicidad a través del analisis

macroscopico e histolégico correspondiente.

3) Determinar la influencia de esta sustancia sobre parametros

hematolégicos y bioquimicos.
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VI MATERIALES Y METODOS
6.1 Materiales

Animales

En este estudio se utilizaron ratas Wistar hembras, de 7 a 12 semanas de edad.
Alimentados con: Nutricubos® hecho en: Agribrands Purina México, S.A de C.V. Prol.
P de la Reforma 1015, Torre A, 3er. Piso. Col. Desarrollo Sta. Fe Delegacion Alvaro
Obreg6n C.P. 01376 México, D.F.

Productos quimicos y equipos

Los productos quimicos y equipos utilizados en este experimento fueron los siguientes:
AE (LTK Laboratories, Inc. Minnesota EUA. CAS No: 476-66-4). Dimetilsulfoxido
(DMSO) Merck® [CAS: 67-68-5]. Pentobarbital (Pisabental® No. De Registro: Q-7833-
215). Formaldehido Mayer® [CAS: 50-00-0]. Xilol Mayer® [CAS: 1330-20-7]. Parafina
Paraplast Leica®. Hematoxilina y eosina. Micrétomo de rotaciéon RM2125 RTS Leica

Biosystems.
6.2 Evaluacion de la toxicidad oral aguda en ratas Wistar
6.3.1 Especie animal

En la presente investigacion se utiliz6 como especie animal ratas Wistar hembras que
iban de 7 a 12 semanas de edad, las que fueron alimentadas con una dieta para
roedores Nutricubos® (elaborado en: Agribrands Purina México, S.A de C.V. Prol. P
de la Reforma 1015, Torre A, 3er. Piso. Col. Desarrollo Sta. Fe Delegacion Alvaro
Obregon C.P. 01376 México, D.F). Se conservaron en un ambiente controlado:
temperatura de 22°C + 3°C, humedad al 70%, con luz artificial en periodos 12 h de luz
y 12 h de oscuridad, asi como alimento y agua ad libitum. La estrategia experimental
se llevo a cabo en el bioterio del Laboratorio de Investigacion y Desarrollo de Alimentos
(LIDA) que se encuentra en la Facultad de Quimica Farmacobiologia perteneciente a
la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Los animales de estudio se
manipularon de acuerdo con la Norma Mexicana encargada del uso y cuidado de
animales de experimentacion (NOM-062-ZO0O-1999, Secretaria de Agricultura,

México). Esta investigacién fue aprobada por la Coordinacion de Investigacion
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Cientifica de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
6.3.2 Seleccion de las dosis

Se realiz6 el estudio de toxicidad oral aguda del AE en base al método de clases de
toxicidad planteada en la guia 423 por la OECD (44). De forma aleatoria se
establecieron tres ratas para grupo control (C1), asi como tres ratas a cada uno de los
grupos de estudio (GAE1, GAE2, GAE3J), a las cuales se les administré el AE (LTK
Laboratories, Inc. Minnesota EUA. CAS No: 476-66-4) a concentraciones de 200,
1.000 y 2.000 mg/Kg, en dosis Unicay utilizando una canula intragastrica, para el grupo
control se administr6 Dimetilsulfoxido (DMSO) Merck® [CAS: 67-68-5] al 0.2%.
Durante todas las administraciones se tuvo cuidado de no exceder 2 ml/100 g de peso
del animal, de acuerdo con la guia 423 de la OCDE. La eleccion del DMSO al 0.2% en
agua destilada se realizé considerando que el AE presenta una polaridad baja, asi
como la realizacién de estudios previos donde el acido elagico fue empleado por via

oral en roedores solubilizado en este solvente (101-104).
6.3.3 Periodo y via de exposicion

Después del séptimo dia de adaptacion de los animales, se les retiré el alimento
durante 12 h. Posteriormente, mediante una canula intragastrica se les administré una
dosis Unica de solucién acuosa ya determinada (grupo control), mientras que a los
grupos experimentales se les mantuvo en observacion por los primeros 30 min,
durante las primeras 4 horas y durante 13 dias una vez al dia para determinar muerte,
asi como evaluar signos y sintomas de toxicidad. Los signos de toxicidad examinados
fueron los establecidos por la guia 423: comportamiento (actividad/inactividad,
agresividad, exploracion, sedacién), aspecto fisico (posiciones extrafias, posicién de
la cola, piloereccion, lagrimeo, excretas). Del mismo modo, también se evalud los
temblores musculares, alteracion de los reflejos, tamafio de pupilas, opacidad corneal,

lesiones en piel, convulsiones y paralisis.
6.3.4 Procedimiento experimental
Los animales se pesaron a los 0, 7 y 14 dias posteriores a la administracion con aras

a llevar un registro del peso corporal y alimento consumido. En el dia 14, los animales
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se mantuvieron en ayuno por 12 h posteriormente se les administré Pentobarbital de
uso veterinario (Pisabental® No. De Registro: Q-7833-215) a una dosis de 80 mg/kg,
y después se procedio a sacrificarlos. Las muestras obtenidas de sangre por puncion
cardiaca se utilizaron para los andlisis bioquimicos y hematoldgicos correspondientes.
Asimismo, los organos que se obtuvieron se utilizaron en los analisis macroscopicos

como en los histopatolégicos.
6.3.5 Analisis macroscopico

Los drganos obtenidos y pesados fueron: encéfalo, rifiones, brazo, pulmones y
corazén. Para su conservacion se depositaron en una solucion fijadora de
formaldehido Mayer® al 10% y pH de 7.0. Se calculé el peso relativo del 6rgano

mediante la siguiente ecuacion:

Peso relativo del 6rgano (%) = peso del érgano/ peso corporal en el sacrificio x 100
(105).

6.3.6 Analisis histopatoldgico

Las muestras tomadas de los diferentes Organos fueron deshidratadas en
concentraciones crecientes de alcoholes, y enjuagadas con liquido diafanizador (xilol)
Mayer® [CAS: 1330-20-7], que les dio un aspecto traslicido, asi como solubilidad, lo
gue ayudd a la inclusion en parafina Paraplast Leica®. Posteriormente, se hicieron
cortes histopatologicos en un micrétomo de rotacion RM2125 RTS Leica Biosystems
de 3 y 5 um, para luego montarlos en portaobjetos y realizar una tincién de
hematoxilina-eosina. Los cortes se realizaron en el Instituto de Investigacion sobre los
Recurso Naturales (INIRENA) de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo.

47



6.3.7 Determinaciones hematolégicas y bioquimicas

Con las muestras de sangre obtenidas por puncién cardiaca, se llevaron a cabo las
siguientes pruebas hematoldgicas: Recuento de glébulos blancos (cayados,
segmentados, linfocitos, monocitos, eosindfilos, monocitos, basdfilos), recuento de
glébulos rojos, hemoglobina, hematocrito, indices hematicos (volumen corpuscular
medio, hemoglobina corpuscular media, concentracién de hemoglobina corpuscular
media, amplitud de distribucion de glébulos rojos), conteo de plaguetas y volumen
corpuscular medio de plaquetas. Asi como también se midieron varias sustancias en
sangre, como: bilirrubina total, creatinina, glucosa, urea, fosfatasa alcalina, alanina
animo-trasferasa, aspartato amino-trasferasa y gamma glutaril trasferasa. Estos
analisis fueron realizados por laboratorios EDULAB, localizados en Morelia.

Michoacan.
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ViI RESULTADOS
7.1 Estudio de toxicidad oral aguda: evaluacion de signos y sintomas de toxicidad

Tras la administracién oral del AE, no se observaron signos o sintomas toxicologicos
particularmente en ojos, piel, pelaje ni mucosas. Del mismo modo, no se registré la
aparicion en el animal de lagrimeo, piloereccion, incremento/disminucion pupital o
patrén discontinuo respiratorio. Tampoco se observo alteracidon alguna en la postura
y la marcha. Ningln signo de movimientos tonico-clénicos, conductas estereotipicas
COMO aseo excesivo o circulos repetitivos fue observado, ni comportamientos extrafios
como automutilacién o caminar hacia atras. Por lo demas, no hubo ningun animal

muerto en el estudio por la administracion de diferentes dosis de AE.
7.1.1 Peso corporal

Un parametro muy importante en la evaluacion toxicologica es sin duda el peso
corporal, asi como la ingesta de alimentos en los animales tratados respecto al control,
ya que se puede detectar la presencia de toxicidad de manera temprana (106). Se
observo que el grupo control aument6 de peso corporal en funcidén del tiempo en los
dias 0,7 y 14, asi como también los animales que se les administro la dosis de 200
mg/kg. No obstante, los animales que se les aplico la dosis de 1.000 mg/kg mostraron
lentitud en el ritmo de crecimiento del dia 7 al 14. En tanto a la dosis de 2.000 mg/kg

el peso se mantuvo constante, del dia 7 al 14, como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Relacion del peso corporal de las ratas durante la evaluacion toxicoldgica.

Se muestra la media * error estandar de 6 ratas por grupo. Las diferencias estadisticas significativas

se representan con (*). ANOVA One-way con prueba de Tukey post hoc, p<0.05.

7.1.2 Consumo de alimentos

Respecto al consumo de alimentos, se reportaron diferencias estadisticas
significativas (p<0.05) en los animales que consumieron las dosis 1000 y 2000 mg/Kg
de acido elagico. En la figura 11 se observa una marcada disminucion del consumo de

alimento en relacién con el control.
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Figura 11. Relacion del consumo de alimento en g de las ratas con los dias 0,7 a 14 de
exposicion del acido elagico a diferentes dosis.

Se muestra la media + error estandar de 6 ratas por grupo. Las diferencias estadisticas significativas se

representan con (*). ANOVA One-way con prueba de Tukey post hoc, p<0.05.

7.1.3 Analisis macroscopico de los 6rganos

El andlisis macroscopico mostro algunas alteraciones significativas a nivel pulmonar y
cardiaco comparativamente con el control. En los pulmones se observé un cambio en
la coloracidn, ya que disminuyé en los grupos que fueron administrados con AE, como

se muestra en la Figura 12.

Por otra parte, en el corazon de dos ratas a las que se les administré la dosis de 2.000
mg/kg se observé desgarre en el pericardio (capa mas externa del corazén), como se
muestra en la Figura 13. Sin embargo, no se observaron otras alteraciones
macroscopicas relacionadas con la coloracion o la posicion del higado, encéfalo, timo,

bazo, estbmago, rifidn, pancreas y suprarrenal derecha e izquierda.
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Figura 12. Pulmones a los 14 dias de la administracion a diferentes dosis con AE. Disminucién de
color respecto a las dosis. Control (A), 200 mg/Kg (B), 1.000 mg/Kg (C), 2.000 mg/Kg (D).
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Figura 13. Coraz6n a los 14 dias posterior a la administracion de AE. Derrame en el pericardio de
Unica dosis.

Control (A), Rata 1 (B) 2.000 mg/Kg, Rata 2 (C) 2.000 mg/Kg.

Peso relativo de los 6rganos

La Tabla 5 muestra los valores del peso relativo de los érganos. Es posible observar
gue posterior al tratamiento con AE no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas con relacion al peso relativo de los 6rganos comparado con el control,

como se demuestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Valores del peso relativo de los 6rganos correspondientes a ratas Wistar expuestas a AE.

Organos Vehiculo DMSO 200 mg/Kg 1000 mg/Kg 2000 mg/Kg
Higado 4.19+0.152 3.19+0.212 4.17+0.362 3.91+0.292
Encéfalo 0.88+0.092 0.87+0.042 0.89+0.042 0.89+0.072
Corazén 0.42+0.022 0.43£0.042 0.42+0.032 0.42+0.042
Bazo 0.39+0.042 0.42+0.05? 0.41+0.052 0.38+0.052
Estémago 0.77+0.062 0.73+0.062 0.78+0.092 0.79+0.042
Timo 0.17+0.032 0.19+0.032 0.19+0.032 0.17+0.022
Pancreas 0.25+0.052 0.30+0.092 0.24+0.042 0.26+0.072
Rifién derecho 0.42+0.022 0.40+0.03? 0.39+0.032 0.38+0.05?
Rifién izquierdo 0.39+0.012 0.39+0.022 0.3940.022 0.37+0.042
Suprarrenal derecha 0.016+0.0012 0.017+0.0042 0.018+0.042 0.017+0.052
Suprarrenal izquierda  0.017+0.0032 0.016+0.0022 0.017+0.0042 0..016+0.0042
Pulmdn derecho 0.35+0.042 0.37+0.042 0.34+0.082 0.35+0.022
Pulmén izquierdo 0.21+0.032 0.17+.0.082 0.22+0.062 0.19+0.032

Los valores estan expresados como media +DE. Las diferencias estadisticamente significativas se
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representan con letras diferentes. ANOVA con prueba de Tukey post hoc, p<0.05.

7.1.4 Analisis histopatoldgico

El analisis histopatologico reveldé cambios significativos microscépicos en el corazon,
rfion y pulmoén. Empero, no se encontro evidencia alguna de alteraciones en el
encéfalo, higado, brazo, timo, estbmago, pancreas, brazo, suprarrenal derecha e
izquierda. Los 6rganos dafiados se describen a continuacion.

Rifion

En las ratas control se observé corpusculo renal; capsula glomerular (Bowman)
completa al igual que glomérulos con ovillo capilar normocelular. Del mismo modo,
pudo constatarse el aparato yuxtaglomerular bien definido, mécula densa y el tubulo

contorneado proximal que forma parte del sistema tubular en buen estado.

El tratamiento del AE provocé hiperplasia del ovillo glomerular en forma de dosis-
dependiente. En las ratas que se les administro la dosis de 200 mg/kg se observo 20%
de glomérulos con hiperplasia. En tanto las ratas que recibieron dosis de 1.000 y 2.000
mg/kg presentaron un 70% de hiperplasia glomerular. Ademas, provoco dafio en los
glomérulos dosis-dependiente, se observo por corte de 4 a 9 glomérulos colapsados y
al igual que glomérulos con una completa pérdida de ovillo glomerular propio de la
necrosis. Mientras en el sistema tubular se observa necrosis tubular, con amiloidosis
en tabulos contorneados y extravasacion de eritrocitos en el mesénquima renal, en las

ratas a las que se les administré la dosis de 1.000 y 2.000 mg/kg (Figuras 14 y 15).
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Figura 14. Histopatologia del rifion posterior a la administracion del AE a diferentes dosis.

Grupo control DMSO (A). Se identifico hiperplasia glomerular (aumento del nimero de células, a) dosis-
dependiente a las dosis de 200 mg/ kg (B), 1.000 mg/kg (C) y 2.000 mg/kg (D). Las flechas representan
la presencia de: a) hiperplasia glomerular.
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Figura 15. Andlisis histopatol6gico del rifién posterior a la administracién del AE.

érupo control DMSO (A). Grupos experimentales: AE 200 mg/Kg (B y F), AE 1.000 mg/Kg (Cy G), AE
2.000 mg/Kg (D y H). Las flechas representan la presencia de: sangrado (c), retraccion del penacho
glomerular (d), pérdida del penacho glomerular (e).

Corazén

En las ratas control se observaron miofibrillas alargadas normales, citoplasmas
uniformes y nucleos vesiculosos céntricos sin evidencia de sangrado, edema o
inflamacion. Mientras en las ratas que se les administro AE se observé edema en el
tejido intersticial asi como, una escasa inflamacion causada por la presencia de
infiltrado inflamatorio de leucocitos polimorfonucleares y extravasacion de eritrocitos.
En los miocitos se observa hipertrofia, citoplasmas eosindfilos y ndcleos picnoéticos
propio de la autolisis en evolucion a necrosis coagulativa. Asi también, se observa
necrosis por licuefaccion, los miocitos muestran pérdida de la arquitectura, cariolisis y
una masa uniforme. Por otro lado, se observa una gran cantidad de fibras
hipercontraidas con bandas de contraccion, ya que el &cido elagico causo infarto al
miocardio. También se presentd una significativa hiperplasia de pericardio, inflamacion
por células mesoteliales, con infiltrado inflamatorio por células mononucleares y

derrame pericardico (Figuras 16, 17 y 18).
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Figura 16. Analisis histopatoldgico del corazén posterior a la exposicion de AE.

Grupo control DMSO (A), dosis 200 mg/ kg (B), dosis 1000 mg/kg (C), dosis 2000 mg/kg (D). Las flechas
representan la presencia de: c) necrosis coagulativa (lineas discontinuas); f) bandas de contraccion.
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Figura 17. Andlisis histopatologico del corazon posterior a la exposicion de AE.

Grupo control DMSO (A), dosis 200 mg/ kg (B), dosis 1.000 mg/kg (C) y dosis 2.000 mg/kg (D). Los
aspectos histopatoldgicos mas remarcables se muestran con letras: a) hipertrofia de miocardio, b)
hemorragia, ¢) necrosis coagulativa (lineas discontinuas).
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Figura 18. Andlisis histopatoldgico en pericardio posterior a la exposicion con AE.

Grupo control DMSO (A), dosis 1.000 mg/ kg (B y E) y dosis 2.000 mg/kg (C y F), 200 mg/kg (D). Las
flechas representan la presencia de: a) hiperplasia de pericardio; b) edema pericardico, ¢) hemorragia.

Pulmodn

En las ratas control se observaron bronquios y bronquiolos con epitelio
seudoestratificado cilindrico con células ciliadas en condiciones normales, sin
inflamacion. Asi como también se presentaron paredes delgadas en los alveolos
formados por los neumocitos de tipo | y Il donde ya ocurre el intercambio gaseoso, se
observa los delgados tabiques alveolares y capilares sanguineos normales. El acido
elagico provoco una respuesta inmune inadecuada ya que se observaron macréfagos
y cambios inflamatorios. En las ratas que se les administré las dosis de 200, 1.000 y
2.000 se observé hemorragia, asi como los bronquiolos con distorsion e inflamacién
del lumen. A nivel alveolar se observa colapso con tabiques alveolares ensanchados
debido al infiltrado inflamatorio de los leucocitos polimorfonucleares. La presencia de
células como macrofagos y leucocitos sugiere inflamacion tanto aguda como cronica
(Figura 19).
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Figura 19. Analisis histopatol6gico del pulmon posterior a la exposicion con AE.

Grupo control DMSO (A), dosis 200 mg/kg (B), dosis 1.000 mg/kg (C) y dosis 2.000 mg/kg (D). Se
distingue la presencia de: a) hemorragias, b) infiltrado inflamatorio y d) engrosamiento del tabique
interalveolar.

7.1.5 Analisis hematoldgico y bioquimico

Los resultados hematolégicos y bioquimicos se presentan en la tabla 6. Puede
observarse que las dosis 1.000 y 2.000 mg/kg presentan un aumento significativo de
la urea respecto al control, asi como en la creatinina se muestra un incremento en la

dosis 2.000 mg/kg respecto al control.

60



Tabla 6. ParAmetros hematoldgicos y bioquimicos obtenidos posterior a la administracion de AE a

diferentes dosis con el grupo control.

Parametro Valor de Control DMSO 200 mg/Kg 1000 mg/Kg 2000 mg/Kg
referencia
Glucosa (mg/dL) 76.0-175.0 161.67+5.922 154.35+6.812 160.71+4.802 155.71+8.512
Urea (mg/dL) 38.33-87.9 44.05+3.20° 4977457130 52.22+4.522 56.71+3.132
Creatinina (mg/dL) 02-06 0.33£0.082° 0.3740.052° 0.43£0.521%° 0.53+0.15%
Bilirubina  Total  0.005-0.18 0.017+0.042 0.00+0.002 0.033+0.052 0.017+0.042
(mg/dL)
Bilirubina  Directa  0.03-0.06 0.017+0.042 0.00+0.002 0.00+0.002 0.033+0.052
(mg/dL)
Bilimubina Indirecta 0.03-0-.5 0.033+0.052 0.00+0.002 0.033+0.052 0.05+0.03%
(mg/dL)
TGO (ulL) 650-2030 155 45+31.86%  130.78+31.96%  133.47420.45% 140.20+35.602
TGP (ulL) 32.7-84.1 66.05+9.79% 52.48+6.17%° 51.42+8.90%° 56.25+11.38%°
Fosfatasa alcalina ~ 82.8-297.3 1/ 0gi33538  104.87424.04%  131.52+17.66% 102.52+46.26%
(ulL)
GGT (ulL) 0-143 0.10£0.167 0.06£0.12° 0.60+0.362P 1.08+0.15%
Eritrocitos 65-7.9 6.19+0.292 6.23+0.592 6.69+0.492 6.89+0.45%
x10%uL)
Hemoglobina (g/dL)  13.7-16.8 14.53+0.522 14.91+1.122 15.37+0.772 15.20+0.502
i 0, -
Hematocrito (%) 87.9-49.9 39.70+2.40%P 41.46+3.922 42.43+3.432 43.61+2.782
VGM (fL) 49.9-65.3 64.10+2.543P 66.70+4.06% 63.73+4.5730 63.45+4.1730
HCM (pg) 17.8-24.9 19.45+9.552 23.98+1.832 23.12+0.832 22.11+1.222
CMHG (g/dL) 332-379 36.05+1.642° 36.05+2.83%° 36.43+2.75%° 34.93+2.45°
0, -

RDW (%) 10.5-14.9 12.03+1.022 12.42+1.312 11.71+0.882 12.73+0.85%
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Leucocitos  totales  1,100-7.500 5,00 001824.01%  3650£1011.43%  4650.004314.64%  4183+1205.68%
(ulL)
Afi 0, —
Neutrofilos (%) 7-33 7.83+3.602 7.67+2.942 17.33+10.322 8.33+1.632
1 i 0, —_
Linfocitos (%) 62-90 85.5045.43% 88.50+5.32% 78.83+9.81% 88.33+1.96%
i 0, -
Monocitos (%) 1050 4.00£2.912 3.83+3.652% 3.83+1.602 3.33+1.862
Plaguetas (u/L) 680 — b b b b

572667+224636 658833+57217 670333+47429 656500+216556
1200000

Recuento de glébulos rojos (RBC), volumen globular medio (VGM), hemoglobina corpuscular medio
(HCM), concentracion media de hemoglobina corpuscular (CMHC), ancho de distribucion de globulos
rojos (RDW). Los valores estan expresados como media +DE. Las diferencias estadisticamente
significativas se representan con letras diferentes. ANOVA prueba de Tukey post hoc, p<0.05.
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VIII DISCUSION

En el presente estudio se analiz6 la toxicidad oral aguda del AE en ratas Wistar de
acuerdo con el método toxicoldgico alternativo descrito en la Guia 423 de la OCDE.
No se presentaron signos o sintomas de toxicidad después de la administracion del
acido elagico a las dosis contempladas en el estudio, asi como tampoco muertes por
lo que fue imposible obtener la DLso, que es superior a la dosis mas alta administrada
de 2.000 mg/kg. Los resultados obtenidos coinciden con los descritos por Jadhav y
colaboradores (2012), asi como también por Bhandary y colaboradores (2013) los

reportaron una DLsp para este compuesto superior a 2.000 mg/kg (92,93).

El peso corporal y la ingesta de alimentos constituyen factores determinantes para el
analisis toxicolégico, ya que permiten detectar la presencia de toxicidad de manera
temprana. Posterior a la administracion de acido elagico, se observo una disminucién

en el consumo de alimento para el dia 14, siendo significativa en las dosis altas.

Se ha descrito que el AE tiene la capacidad de reducir el consumo de alimento en ratas
con una alimentacion alta en grasas y carbohidratos (107). Asimismo, estudios
demuestran que los animales alimentados con extractos ricos en acido elagico
muestran una disminucion en su peso corporal (108). Este compuesto al 0,1%
(equivalente a ~100 mg AE/kg de peso corporal) posee la capacidad de disminuir la
obesidad y las complicaciones metabdlicas que conlleva en ratones obesos KK-Ay
(109). Por consiguiente, es probable que sus efectos antiadipogénicos sean
responsables de que a los maximos niveles de dosis las ratas no mostraran un
incremento en su peso corporal comparativamente al control. Del mismo modo, este
efecto podria estar mediado por la presencia de metabolitos del AE, particularmente
las urolitinas. Lo anterior debido a que en estudios realizados in vivo se observo que
las urolitina A, urolitina C y urolitina D reducen la adipogénesis, pero no la urolitina B

e isourolitina A (73).

El analisis macroscopico de los 6rganos demostro que la exposicién al AE ocasiono
una decoloracion de los pulmones, que se atribuy6 a un dafio progresivo de los sacos
alveolares, provocado por una disminucién del oxigeno que llega a la corriente

sanguinea, impactando en la coloracion de este organo. Asimismo, el desgarre
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pericardico a dosis de 2.000 mg/kg, podria deberse a una acumulacion excesiva de
liquido en la doble membrana que rodea al corazén, probablemente por la existencia
de un proceso inflamatorio subyacente. Estos hallazgos indicaron la existencia de dafio
pulmonar y cardiaco inducido por el AE que fue corroborado ulteriormente por el

analisis hematoldgico e histopatologico.

En el andlisis hematoldgico y bioquimico el AE caus6 aumento en los niveles tanto de
urea como de creatinina en la dosis mas concentrada. El incremento significativo indica
dafio en el funcionamiento renal, que se puede relacionar con el analisis macroscopico
gue muestra que los érganos mas dafiados por la exposicién a AE son el rifidén, corazon
y pulmones. Otros 6rganos como el encéfalo, pancreas, higado, timo, estdbmago, bazo,

suprarrenal derecha e izquierda no presentaron ningun dafo a nivel histopatolégico.

Los resultados obtenidos muestran que el AE es una sustancia nefrotoxica a altas
concentraciones. Varias podrian ser las causas de esta toxicidad. Una de ellas estaria
relacionada con el potencial pro-oxidativo del AE. El estrés oxidativo puede afectar
tanto la estructura como la funcién glomerular, afectandose ademas las células
epiteliales, mesangiales y endoteliales. Asimismo, el estrés oxidativo puede ser
responsable de lesiones inflamatorias glomerulares producidas mediante una serie de
mediadores, como citoquinas y quimiocinas, que causan produccion de ERO,

activacion de leucocitos e incremento del dafio glomerular (110).

Por otro lado, el dafio a nivel renal que provoco el AE podria deberse a un aumento en
la produccion de prostaglandina, especialmente prostaglandina E2 (PGE2).
Investigaciones recientes in vivo realizadas en ratas Wistar que fueron administradas
con 6 mg/kg de AE, demostraron un incremento significativo en los valores plasmaticos
de PGE2 (111). Siendo esto un factor relacionado con la inflamacion crénica que causa
trastornos renales (112). El dafio en el tubulo proximal puede estar relacionado a una
respuesta inflamatoria intermediada por la PGE2 (113). No obstante, estudios
subsecuentes son necesarios para una mayor comprension de los mediadores

implicados en la lesion renal causada por el AE.

El AE también induce dafios a nivel cardiaco incluyendo infarto agudo al miocardio,

asi como la hiperplasia en pericardio. El corazén es un érgano muscular contractil,
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cuyas funciones incluyen el bombeo de la sangre oxigenada mediante vasos
sanguineos por todo el organismo. El infarto agudo al miocardio o bien necrosis o
muerte de una fraccion del masculo cardiaco, se genera por la obstruccion del flujo
sanguineo (114). El dafio al corazén puede relacionarse tanto a la actividad pro-
oxidativa del compuesto, como a sus metabolitos las urolitinas a concentraciones
elevadas. Las urolitinas A, B y B-glucurénido, aumentan la liberacion de 6xido nitrico
(NO) e incrementa la actividad de la enzima 6xido nitrico en las células endoteliales
aorticas humanas (115). Estas alteraciones y el incremento excesivo en niveles de
nitrosamina se relacionan con el dafo al miocardio, especialmente el infarto al
miocardio en ratas via generacion de peroxinitritos (116). El dafio cardiaco también
podria ser una consecuencia del dafio renal, ya que se sabe que pacientes con
enfermedades renales mueres por problemas cardiovasculares como infarto agudo de
miocardio, mas que por otras enfermedades (117). De hecho, la lesion renal aguda
desencadena trastornos cardiacos a través de la activacion de varios mecanismos
fisiopatoldgicos, que involucran sobrecarga de volumen, desequilibrios electroliticos,
acumulacion de toxinas urémicas, aumento de la respuesta inmune, asi como la
activacion del sistema nervioso simpatico y del sistema angiotensina-aldosterona
(118). Estas hipotesis deben aun respaldarse por estudios subsecuentes que permitan
comprobar si el dafio renal podria generar dafio a nivel cardiaco como consecuencia

de la exposicion aguda al AE.

A nivel pulmonar el AE causé inflamacion aguda y cronica, dafio en alveolos, bronquios
y bronquiolos. Estos efectos nocivos para los pulmones podrian atribuirse a la lesiéon
renal aguda inducida por AE. Se ha postulado que la lesién renal aguda conduce a
disfuncion pulmonar por comunicacién aberrante de érgano a 6rgano (118). Las
alteraciones del equilibrio inmunitario normal, la generacion de mediadores
inflamatorios, el dafio endotelial, la apoptosis celular y el estrés oxidativo son

importantes en la lesion pulmonar inducida por dafio renal (118) .

En resumen, esta investigacion indica que el AE posee un potencial toxico no
despreciable que podria resultar en efectos secundarios, especialmente en personas
gue consumen suplementos dietéticos, combinados con frutas, verduras, té verde y

plantas medicinales. Desafortunadamente, se pudieron encontrar investigaciones
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sobre la exposicion potencial a esta molécula considerando varias fuentes combinadas
en una poblacién especifica. En un intento de estimar la exposicién potencial de estas
diferentes fuentes considerando los datos disponibles en la literatura, pudo construirse
un escenario hipotético. El uso humano de hasta 850 mg de AE se ha reportado en
personas que emplean suplementos dietéticos disponibles comercialmente (119),
mientras que la ingesta media de AE en hombres y mujeres estadounidenses que
consumen niveles recomendados de frutas y verduras es de 17.9y 27.6 mg por dia (3)
. Ademas, algunos individuos pueden beber hasta 5 tazas de té verde al dia (120),
imponiendo una fuente adicional de AE. Unataza de té Camellia sinensis L., preparada
con 4 g contiene hasta 17.89 mg de AE (4). El uso concomitante de plantas medicinales
como Terminalia arjuna (Roxb. Ex DC.) Wight & Arn. (10.3 mg AE/g corteza), elegida
para esta estimacion hipotética por ser una fuente reconocida de esta molécula(121),
también podria contribuir a aumentar su ingesta por via oral. El polvo de corteza de T.
arjuna se ha utilizado en dosis de 500 mg tres veces al dia para tratar la cardiopatia
coronaria (122) . Como el peso individual promedio es de 70 kg, la exposicion potencial
bajo estas condiciones hipotéticas al acido elagico proveniente de estas fuentes seria
aproximadamente ~14,03 mg/kg p.c. Aunque las dosis mas altas utilizadas en este
estudio (1.000 y 2.000 mg/kg p.c.) son significativamente mayores que las
correspondientes a la exposicion potencial, se pueden obtener algunos datos
interesantes analizando la dosis téxica mas baja probada (200 mg/kg p.c.). Utilizando
un factor de escala de 6,2 para la conversion de rata a humano(123), la dosis humana
equivalente de 200 mg/kg de peso corporal en ratas seria de 32,25 mg/kg de peso
corporal. Esta dosis anticipada en humanos es significativamente méas alta que la
exposicion potencial a AE. Aunque es poco probable que en un escenario real la
exposicion potencial sea exactamente como aqui se estima, ya que la ingesta de
alimentos y el uso de suplementos dietéticos dependen de las caracteristicas
econdmicas, sociales y culturales de la poblacion, el uso indiscriminado de
suplementos nutricionales de este compuesto junto con tés, frutas y plantas
medicinales podria constituir un riesgo para los individuos. Se deben realizar mas
estudios toxicologicos que consideren la suplementacién cronica en dosis bajas

representativas de la exposicion potencial humana antes de recomendar el uso del
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acido elagico en humanos.
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IX CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten concluir que el AE pertenece a la categoria 5,
representada por sustancias que presentan dosis letales medias en el rango superior
a los 2.000 mg/kg, tal y como lo indica el anexo 3 de la guia 423 de la OECD. Este
compuesto a dosis iguales o superiores a 200 mg/kg genera dafio cardiaco, pulmonar

y renal que se presenta en forma dosis-dependiente.

El potencial téxico de esta sustancia no es despreciable, por o que el consumo
descontrolado de complementos alimenticios junto con frutas, verduras, infusiones y
plantas medicinales podria dar lugar a la aparicion de efectos adversos e
intoxicaciones. Aunque es poco probable que la poblacion los use en cantidades tan
altas como las que se usaron en esta investigacion toxicologica aguda, la informacion
derivada de este estudio ayuda a comprender la toxicidad inherente a esta molécula y
sienta las bases para disefiar estudios toxicolégicos subagudos, subcrénicos y
cronicos empleando niveles de dosis mas representativas de la exposicion potencial a

este compuesto por parte de la poblacién.
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