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RESUMEN

Introduccioén: la vainillina se ha propuesto como candidato terapéutico en el
tratamiento de la anemia drepanocitica, enfermedad para la cual no existe tratamiento
efectivo. En los estudios de toxicidad aguda oral, la eleccién del vehiculo es un factor
muy importante, principalmente cuando el producto es poco soluble en agua.
Objetivo: evaluar la influencia del dimetilsulféxido y del aceite de almendras,
utilizados como vehiculos en la toxicidad aguda oral de la vainillina en ratas Sprague
Dawley.

Métodos: se administro la vainillina por intubacion intragastrica (gavage) a las
concentraciones de dosis de 0,33-2 000 mg/kg; las ratas fueron observadas 14 dias.
Resultados: el dimetilsulféoxido no caus6 ninguna mortalidad, mientras que esta se
observé en las ratas que recibian 2 000 mg/kg de vainillina disuelta en
dimetilsulféxido. Los resultados del andlisis macroscépico revelaron que estos animales
presentaron autolisis y enteritis catarral, mientras que los que recibieron la vainillina
disuelta en aceite de almendras manifestaron esteatosis centrolobulillar a nivel
hepéatico.

Conclusiones: los resultados indican la importancia de una buena seleccion del
vehiculo y cdmo puede influir en la interpretacion toxicoldgica de estos. Al ser los
estudios

preclinico-toxicolégicos, en especial, los que garantizan la inocuidad y el maximo grado



de seguridad de un producto, la vainillina no es completamente inocua cuando se
administra por via oral en roedores y los efectos observados dependen de una buena
seleccion del vehiculo a utilizar en los estudios preclinicos.
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ABSTRACT

Introduction: vainillin has been proposed as therapeutic candidate in sickle-cell
anaemia treatment, a disease for which effective treatment does not exist. In the
studies of oral acute toxicity, the election of the vehicle is a very important factor,
mainly when the product is poorly soluble in water.

Objective: to evaluate the influence of dimethylsulfoxide and almond oil used as
vehicles in the oral acute toxicity of vainillin in Sprague Dawley rats.

Methods: vainillin was administered by gavage at concentrations of 0,33-2 000
mg/kg: Rats were observed during 14 days for signs of toxicity.

Results: almond oil did not cause lethality, where as mortality was observed in the
rats receiving 2 000 mg/kg of vanillin dissolved in dimethylsulfoxide. The macrocospic
analysis revealed that these animals presented autolysis and catarrhal enteritis while
those receiving vanillin dissolved in almond oil showed steatorrhoeic hepatosis.
Conclusions: this investigation proved the importance of a good selection of the
vehicle and how it can influence in the toxicological interpretation of results. Since the
preclinical studies are intended to guarantee the harmlessness and the maximum
degree of safety of a product, it was concluded that in such circumstances, vainillin is
not completely innocuous when is administered by oral route to rodents. The observed
effects depend on the proper selection of the vehicle to use in the preclinical studies.
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INTRODUCCION

La anemia drepanocitica o hemoglobinopatia SS, es una anemia hemolitica congénita
caracterizada por la presencia en la sangre de numerosos glébulos rojos de formas
anormales, mas rigidos que los de un individuo normal.! Hasta el momento no se
conoce una terapia efectiva para esta enfermedad, reduciéndose solamente al
tratamiento de los sintomas. Esta enfermedad se considera un problema de salud
publica a escala global. En Cuba afecta al 3,1 % de la poblaciéon. La incidencia en
pacientes de raza negra en la regiéon oriental y occidental del pais es de 10,6 y 3,04 %
respectivamente.?3

El Centro de Biofisica Médica de Santiago de Cuba, trabaja en el diagnéstico y
busqueda de tratamientos efectivos para contrarrestar esta enfermedad investigando



de forma particular al 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (vainillina), aldehido aromatico
capaz de inhibir la polimerizacion de la desoxihemoglobina S (dHbS) mediante
prevencion de contactos intermoleculares entre las moléculas de hemoglobina

(Hb).# Este compuesto se ha convertido en uno de los candidatos terapéuticos de
mayor interés a nivel mundial. Se ha comprobado su actividad farmacolégica
(antisickling) a través de la medida de los tiempos de relajacion magnética por medio
de las técnicas de resonancia magnética nuclear RMN® y por microscopia electrénica de
transmision.® La vainillina, se ha empleado como aditivo alimenticio desde el siglo xviii,
sin embargo, su utilizacion directamente en el ser humano como farmaco no esta
informada en la literatura.

La evaluacioén toxicolégica oral de un nuevo candidato antidrepanocitario es crucial,
considerando la cantidad importante de farmaco que se requiere para interactuar
estéreo especificamente con la gran cantidad de Hb presente en los pacientes.” Sin
embargo, los resultados de los estudios toxicolégicos dependen de las caracteristicas
farmacocinéticas del producto. Segun resultados de diversas investigaciones, la
biodisponibilidad oral de la vainillina cambia bajo la influencia de los vehiculos. Asi, la
biodisponibilidad de la vainillina en ratas Sprague Dawley fue de 7,6 % cuando fue
administrada por via oral, en un vehiculo que contenia cremophor, etanol y solucién
salina;® mientras que en las ratas Wistar su biodisponibilidad fue de un 41 % disuelto
en una solucién de 0,5 % (w/v) de carboximetilcelulosa.® Estos resultados sugieren
que las caracteristicas del vehiculo podrian afectar la evaluacion de la toxicidad aguda
oral de esta sustancia.

Los estudios toxicolégicos demuestran que la dosis letal media (LDso) de la vainillina en
animales es de 3 000 mg/kg para los conejos,® 1 580-2 800 mg/kg para las ratas*! y
1 400 mg/kg para los cerdos,'? lo que indica la toxicidad oral baja para estas especies.
Sin embargo, en estos estudios la vainillina fue introducida en el alimento y no hay
manera de saber cuanto ingirieron los animales individualmente, de tal modo que
causo dificultades con la valoracion de la dosis real. Otros estudios toxicolégicos son
necesarios para evaluar la toxicidad aguda oral de la vainillina usando otros métodos
para la estimacion exacta de la dosis. Para superar este problema, a los animales se
les puede administrar la vainillina por administracién intragéstrica (gavage).

La solubilidad limitada de la vainillina en agua nos obliga a considerar emulsiones y
soluciones en aceites como vehiculos para administrar las dosis capaces de demostrar
efectos toxicos. El proposito de este estudio es evaluar la influencia del vehiculo del
dimetilsulféxido (DMSO) y aceite de almendras (AcA) en la toxicidad aguda oral de la
vainillina en ratas Sprague Dawley.

METODOS

Animales. Ratas Sprague Dawley , producidas por la Divisibn de Roedores
Gnotobioticos del Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB), adultos jovenes entre 6 y 7 semanas (de ambos sexos), en un rango de
peso entre los 170 a 200 g. Las hembras nuliparas y no gravidas. Los animales se
recibieron con certificado de salud que garantiz6 su calidad SPF. Las condiciones
ambientales fueron: temperatura: 20 = 3 °C; humedad relativa: 60-70 %;
fotoperiodo: ciclo de 12 h luz en 24 h. Los animales se sometieron a un periodo de



readaptacion de 6 dias y se distribuyeron aleatoriamente, en grupos de tres y dos. El
agua y alimento ad libitum (férmula EMO:1001) esterilizados por calor hiumedo.

Sustancias quimicas. 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (99,9 %), fabricada por Dallant,
SA, Espafia. Los vehiculos usados fueron: AcA refinado calidad farmacolégica ,
fabricado por Fravap, Alemania y DMSO (> 99,9 %) fabricado por Sigma-Aldrich.

Lugar del ensayo. La toxicidad aguda oral usando como vehiculo el DMSO, se realiz6
en el Centro de Toxicologia Experimental, CETEX en la Sala Protegida # 4, del
CENPALAB, y la toxicidad aguda oral usando como vehiculo AcA, se realizé en el Centro
de Toxicologia y Biomedicina de Santiago de Cuba, laboratorio de Toxicologia General
y Farmacologia. Estas salas fueron sometidas previo al comienzo del estudio, a la
desinfecciéon mecanica y quimica empleando para ello Tego 51 al 1 %.

Disefio experimental. Se realiz6 una administracion Unica por via oral, previo ayuno de
12 a 18 h esta se administré6 mediante gavage con ayuda de una canula metalica y con
jeringuillas plasticas desechables. La vainillina se preparé antes de la administracion y
disolvi6 en los vehiculos, AcA y DMSO, ambos para una concentracion final 0,5 % Las
dosis seleccionadas para estos estudios fueron de 0,33; 300; 500; 1 000 y 2 000
mg/kg de peso corporal, un grupo control (agua destilada) y un grupo con el vehiculo.
Durante este periodo los animales se observaron diariamente a fin de determinar
muerte, o algin sintoma de toxicidad, describiendo duracidon e intensidad de estos en
caso de que apareciesen, asi como se midi6 el peso corporal los dias 0, 7 y 14 del
ensayo siempre a la misma hora de la mafiana. Se practicd necropsia al finalizar el
estudio. El sacrificio se realizé por dislocacion atlanto-axoidea, previo desangrado por
la vena femoral de los animales anestesiados con éter. Se efectué examen
macroscopico para detectar cualquier alteracion en los 6rganos parenquimatosos.

El andlisis estadistico se realiz6 con ayuda del paquete estadistico SPSS, tomando un
nivel p< 0,05 para la aceptacion e interpretacion de los resultados. Se calcularon las
medias y desviaciones estandar de los pesos corporales.

RESULTADOS

Toxicidad aguda oral usando como vehiculo el dimetilsulféxido
Evaluacion clinica. En todos los grupos la administracion fue normal.

Los signos y sintomas clinicos observados en los animales a las dosis ensayadas
fueron: cambio en el comportamiento, con incoordinaciébn motora, letargo y caida en
posicion lateral, sin respuesta al estimulo del sobresalto. Se observaron ademas las
orejas palidas.

Los animales del grupo de dosis 2 000 mg/kg de peso corporal se mostraron postrados
(letargo) y caida en posicion lateral. A los 12 min de administrado el producto, murié
el primer animal de este grupo, los proximos murieron a los 14 min, luego dos a los 39
min; se observaron en todos los animales salida del producto por fosas nasales y via
oral. Cinco horas después de la administracion se detecté muerto a un animal del
grupo de dosis 1 000 mg/kg de peso corporal. Al dia siguiente a la administracion



todos los animales se hallaban recuperados, excepto el ultimo del grupo de 2 000
mg/kg de peso corporal, que murié a las 24 h con 21 min posteriores a la
administracion. En este momento se observaron secreciones de color amarillento por el
recto.

Comportamiento del peso corporal. En la figura 1 se puede observar el
comportamiento de la media de los pesos de las hembras y los machos en los dias 0, 7
y 14. Se mostré un incremento de esta variable en el tiempo para las diferentes
concentraciones de dosis y el grupo control.

Evaluacion anatomopatolégica. Todos los animales del grupo de dosis 2 000 mg/kg
murieron posterior a la administracion. Se les realiz6 la necropsia completa; se
observo en los animales congestion y hemorragia en 6érganos parenquimatosos y
gastroenteritis hemorragica con distencion intestinal por abundante liquido. A las 24 h
de la administracidon se encontré muerto el dltimo animal; al realizar la necropsia se
observo6 autolisis, estdbmago con sangre digerida y enteritis catarral. En todos los
animales se observaron en estémago e intestino delgado, extraccion de liquido a la luz
intestinal, lesidon de la mucosa y hemorragia. La causa de muerte fue paro respiratorio.
El animal del grupo de dosis 1 000 mg/kg de peso corporal muerto a las 5 h después
de administrado presentd pulmones, higado y bazos congestionados, ademas
estdmago con contenido de la sustancia que ocupa todo el intestino hasta el ciego.

El dltimo dia del estudio se realiz6 la necropsia a los restantes animales del ensayo,
mediante un procedimiento completo de superficies, mucosas, cavidades y sus
extremidades. No se observaron lesiones toxicas provocadas por el producto de
ensayo, en ninguno de los animales de los diferentes grupos experimentales.

Toxicidad aguda oral usando como vehiculo aceite de almendra
Evaluacion clinica. En todos los grupos la administracion fue normal.

Los signos y sintomas clinicos observados en los animales a las dosis de 0,33 y 300
mg/kg de peso corporal fueron decremento de la actividad motora espontanea,
balanceos, caida en posicion lateral, somnolencia y disminucion de los reflejos. A las
dosis superiores los animales presentaron: somnolencia, disnea, decremento de la
actividad motora espontanea, disminucion de los reflejos, catalepsia, piloerecciéon y
diarrea. En este estudio no hubo muerte a ninguna de las dosis ensayadas, los dias
posteriores a la administracion los animales presentaron comportamiento y habitos
normales, aunque en los animales de los grupos de dosis de 1 000 y 2 000 mg/kg de
peso corporal persistio en ellos la piloereccién y agrupacion en la esquina de la caja.

Comportamiento del peso corporal. En la figura 2 se puede observar el
comportamiento de la media de los pesos de las hembras y los machos en los dias 1, 7
y 14. Se muestra un incremento de esta variable en el tiempo para los diferentes
niveles de dosis y el grupo control.

Evaluacion anatomopatolégica. El dia final del ensayo (a los 14 dias). Los animales
sometidos a la administracion de la vainillina, a las diferentes concentraciones de
dosis, no manifestaron alteraciones anatomopatoldgicas. Los hallazgos
morfohistopatoldgicos a nivel hepatico se caracterizaron por esteatosis centrolobulillar
de ligera a moderada en algunos animales en todos los diferentes niveles de dosis y el
grupo vehiculo.



DISCUSION

En el desarrollo de un farmaco existen muchos retos; entre los mas comunes se
encuentran la solubilidad, la absorcion y la biodisponibilidad. Los compuestos
ensayados con fines farmacéuticos y que presentan una pobre solubilidad y/o
absorcion traen como resultado un fracaso en la toxicidad y la incapacidad de obtener
margenes de seguridad y dosis méxima tolerada, caracteristicas estas desfavorables
en la estimacién del riesgo.

En este trabajo se comparan los efectos de la vainillina por via oral (gavage) con
vehiculos diferentes (DMSO y AcA) y como la interpretacion de los resultados en
ambos puede llevar a una clasificacion distinta de la toxicidad del producto por
influencia del vehiculo. En ambos estudios se observaron signos clinicos que pudieran
estar relacionados con la toxicidad inherente a la sustancia, debido a que los animales
del grupo (vehiculo) mostraron una recuperacién mas rapida que las restantes
concentraciones de dosis.

Los datos de toxicidad aguda oral de una sustancia de prueba se utilizan para
satisfacer los requisitos de clasificacion del peligro para su valoraciéon de riesgo en la
salud humana y el ambiente.’® Sin embargo, son influenciados por las caracteristicas
quimicas del producto y en el caso de compuestos poco solubles en agua, la opcién del
vehiculo se debe considerar cuidadosamente, para obtener dosis y margenes de
seguridad méaximos tolerados, lo que permitio la evaluacién correcta del riesgo.

Los animales del grupo control de ambos estudios mostraron patrones de
comportamiento normal, 2 h después de la administarciéon, mientras que los que
recibieron DMSO disminuyeron la actividad locomotora, letargo y baja respuesta al
estimulo, y los que recibieron AcA, disminuyeron la actividad locomotora, baja
respuesta a los estimulos y diarrea, lo cual sugiere que los vehiculos indujeron una
cierta toxicidad en los animales. Después de cinco horas, estas muestras de toxicidad
desaparecieron. No se descarta que el distrés que provoca la excesiva manipulacion y
la administracion, estén en relacion con los resultados obtenidos.

La evaluacioén de la toxicidad aguda oral de la vainillina, administrada por gavage,
usando diversos vehiculos, DMSO y AcA, fue medida por la mortalidad, los cambios del
peso corporal y los exdmenes histopatoldgicos. En los estudios, los sintomas de
toxicidad fueron observados, principalmente en las concentraciones de dosis mas altas.
Esta toxicidad fue atribuida a la toxicidad inherente de la vainillina y a su interaccion
con el vehiculo. El andlisis estadistico del peso corporal para el sistema de
experimentos no demostré diferencias significativas entre los grupos tratados y sus
controles respectivos (p> 0,05). La esteatosis centrolobulillar moderada observada a
nivel hepatico en los animales que recibieron la vainillina con AcA como vehiculo,
sugiere que esta alteracién macroscépica puede ser debido a este solvente y no a un
dafio toéxico inducido por la vainillina.

Cuando los resultados de ambos sistemas de experimentos fueron comparados
principalmente con la dosis de 2 000 mg/kg, fue posible observar la influencia
significativa del vehiculo en la toxicidad aguda oral de la vainillina. Aunque algunos
estudios demuestran que DMSO no refuerza la absorcion y la distribuciéon en los tejidos



de los compuestos hidrofébicos,'41% se acepta extensamente que este solvente
presenta una gran capacidad de pasar a través de las membranas y puede llevar otros
farmacos con é1.1%17 No se encontré ninguna notificaciéon de estudios farmacocinéticos
de la vainillina administrada por via oral disuelta en DMSO, pero los resultados de esta
investigacion sugieren que este solvente podria realzar su biodisponibilidad y
proporcionar efectos toxicos, principalmente a una dosis alta.

En el caso de AcA, por sus caracteristicas lipofilicas, se debe esperar que la vainillina
sea bien absorbida después de la administracion. Sin embargo, aunque un aumento de
la solubilidad del vehiculo aumenta generalmente la absorcién de productos quimicos,
los vehiculos extremadamente liposolubles pueden disolverse mal en los liquidos
gastrointestinales, y su absorcion y biodisponibilidad correspondientes serian

bajas.'® Una pobre biodisponibilidad oral por lo tanto, trae como resultado
concentraciones quimicas en plasma mal controladas y dan lugar a que los efectos
téxicos puedan ser bajos.'” Este hecho podria justificar las diferencias observadas en la
toxicidad aguda oral de la vainillina cuando es disuelta en AcA y en DMSO.

Los resultados de esta investigacion son similares a algunos resultados divulgados en
la literatura, que también demuestran que la toxicidad y la biodisponibilidad de una
sustancia de prueba pueden ser mas altas cuando son administrados con DMSO con
respecto a otros vehiculos. En ratones tratados con diphenyl diselenide

(PhSe)2 administrados por via oral se demostr6 que los que recibian este compuesto
disuelto en DMSO presentaron concentraciones plasmaticas mas altas de los que
recibian (PhSe): disuelto en aceite de canola.®

En conclusion, los resultados demuestran que la toxicidad aguda por via oral de la
vainillina es dependiente de las caracteristicas del vehiculo; ademas no es totalmente
inocua cuando esta administrada por via oral a dosis altas en ratas Sprague Dawley.
Sin embargo, las evaluaciones toxicoldgicas adicionales que implican determinaciones
hematolégicas y bioquimicas seran recomendables para una comprensiéon mejor de la
toxicidad de la vainillina por esta via de administracion en ratas Sprague Dawley.
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Fig. 1. Comportamiento del peso corporal de ratas Sprague Dowley admisnitradas con wainillina disuelta
gn DMSO, a diferentes dosis durante 14 dias (1: dia 1; 2: dia 7; 3: dia 14).
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Fig. 2. Comportamiento del peso corporal de ratas Sprague Dowley administradas con vainillina disuelta
en Acst, a diferentes dosis durante 14 dias (1: dia 1; 2: dia 7; 3: dia 14).
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