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ABSTRACT

An experimental study was realized, the main objective was evaluated, toxic effect of usnic acid, isolated from a
lichen usnea spp. determination of lethal dose at 50% mortality (dlsg) throughout reed muench mathematical method
and the probit graphical method. The selected animals were albino female swiss mice, weighted between 18 and 20g,
using a 2000 mg/kg, 1000 mg/kg, 775 mg/kg, 662 mg/kg, 550 mg/kg and 175 mg/kg by kilogram corporal weight, as
dose administrated by orogastric via under study during 14 days. The result comes out a dlsy between 798.47 mg/kg
and 776.25 mg/kg. according to the williams criteria, usnic acid is considered a lightly toxic product. The
methodology and the experimental designed was carried out following the described orientation by the epa (ambient
protection agency) 870.1100, oecd 425 (economic organization for trade and development), that covers the 24 most
develop nations of the world, for the application of the acute toxicity class method (cta).
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RESUMEN

Se realizé un estudio experimental con el objetivo de evaluar el posible efecto téxico del dcido dsnico, aislado de una
especie liquénica, Usnea spp. mediante la determinacién de la Dosis Letal Media (DLsj), a través del método
matematico de Reed Muench y por el método grafico de Probit. Los animales seleccionados fueron ratones Swiss
albinos hembras, con un peso comprendido entre 18 y 20 g, empleando dosis de 2000 mg/kg, 1000 mg/kg, 775
mg/kg, 662 mg/kg, 550 mg/kg y 175 mg/kg, administradas por via orogéstrica, realizdndose observaciones durante 14
dias. Los resultados segtin el método matematico de Reed Muench y el grafico de Probit mostraron una DL, de
798,47 mg/kg y 776,25 mg/kg, respectivamente. Segun el criterio de Williams el 4cido dsnico es considerado un
producto ligeramente téxico. La metodologia y el disefio experimental se llevd a cabo siguiendo la orientacién
descrita por la norma EPA (Agencia de Proteccion Ambiental) §70.1100, OECD 425 (Organizaciéon Econémica para
el Comercio y Desarrollo), que abarca las 24 naciones mds desarrolladas del mundo, para la aplicacién del método de
las Clases de Toxicidad Aguda (CTA).

INTRODUCCION

Las plantas, las bacterias y los hongos al igual que el hombre, tienen células que guardan en su interior gran
diversidad de sustancias que se vuelven objetos de estudio en la produccién de medicamentos nuevos en busca de
soluciones para la cura de enfermedades. Ademds de combatir las enfermedades emergentes, es necesario vencer las
resistencias a los tratamientos actuales contra, el paludismo, la leishmaniasis, el chagas y las infecciones bacterianas.
En la investigacion terapéutica, la necesidad de descubrir nuevos tratamientos es imperiosa. De ahi el interés de
realizar estudios preclinicos con el propésito de detectar posibles efectos toxicos post administracion. El dcido dsnico
es un metabolito secundario obtenido de un liquen del género Usnea spp, colectada en la localidad de Paziia (Oruro-
Bolivia) al cual se le atribuye una variedad de usos medicinales como antibacteriano, antiftingico y sobre todo
leishmanicida, con un efecto citotoxico in vitro minimo. La busqueda bibliogrifica revela que hasta la fecha, no se
realizaron estudios toxicoldgicos que evalué su inocuidad. El presente trabajo se lleva a cabo a fin de determinar la
Dosis Letal Media (DLs) del dcido tsnico en ratones Swiss albinos hembras por via orogéstrica.
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RESULTADOS

Peso Corporal
Respecto al peso corporal se observé un incremento normal hasta la finalizacién del ensayo.

Observacion de Signos Clinicos

La evaluacién de los signos clinicos incluyé la relacién entre los ratones tratados y no tratados durante todo el
ensayo. Todos los pardmetros evaluados permanecieron normales durante el periodo de ensayo hasta la dosis de 775
mg/kg (Tabla 1).

Tabla 1. Tabla de Irwing — Test Principal

Producto: Acido disnico Dosis:775 mg/kg
Sexo:
Ratones N° 3 Peso: 184 g Hembras Edad: 6 semanas
Hora de administracién
10:30 am Fecha:04/05/2010
Tiempo Post Dosis
Pardmetro 30 min 1h 2h 4h 6h 24 h 48 h 7 dias dli:s
Ataxia 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Parilisis de las patas
anteriores 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Parilisis de las patas
posteriores 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reaccion de Alarma + + + + + + + + +
Palidez 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ereccidn de la cola 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Piloereccién 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Equilibrio 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Miccién 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Defecacion 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Act. Motora 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflejo corneal 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mortalidad 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Test de la Chimenea
(neuromuscular) ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Otras observaciones
O = No hay presencia de la actividad
+ = Presencia moderada de la actividad
++ = Presencia de la actividad
Tabla 2. Mortalidad y supervivencia en ratones Swiss albinos hembras
Dosis Vivos Muertos Vivos + muertos Porcentaje
mg/kg Muertos Vivos Acumulados Acumulados acumulados Mortalidad
175 0 3 6 0 6 0
550 0 3 6 0 6 0
662 0 3 5 0 5 0
775 1 2 2 1 2 333
1000 3 0 0 4 2 100
2000 3 0 0 6 0 100
Método matemdtico Reed Muench:
Se determina en base a la siguiente relacion:
Log DLs, = Log dosis inferior + B x Log A
Downloadable from: Revista Boliviana de Quimica. Volumen 27 N°1. Afio 2010 90

http://www.bolivianchemistryjournal.org, http://www.scielo.org, http://www.scribd.com/bolivianjournalofchemistry



REVISTA BOLIVIANA DE QUIMICA VOLUMEN 27, No.2 - 2010

Received: 24/08/10 Approved: 30/11/10 Published: 05/12/10
A = Dosis superior / Dosis inferior B =50 - % inferior / % superior - % inferior
A =2000 B= 50-0
175 100-0
A=11,43 B=0.5
Remplazando:

Log DLsy=Log 175 + 0,5 x Log 11,43
LOg DL50 = 29
DLsy = 798,47 mg/kg

Meétodo grdfico Probit Vs Log:
El método gréfico de Probit muestra 2,89 del Log de la dosis por lo tanto la DLs, esde 776,25 mg/kg (Figural)

Probit
o1

2,80 2,68 29 2,92 2,94 2,96 2,98 3 3,02

2.89 | ng de |a dosis mg/fkg

Figura 1 Método grdfico Probit Vs. Logaritmo de la dosis para la determinacion de la DLs, del dcido tisnico

Clasificacion de toxicos segiin criterios de Williams (1985)

La DLsj es de 798,47 mg/kg por el método matematico de Reed Muench y por el método gréfico de Probit es de
776,25 mg/kg por lo tanto segin el criterio de Williams el dcido tsnico es considerado un producto ligeramente
toxico (tabla 3)

Tabla 3 Clasificacion de téxicos CYTED

Clasificacion de toxicos DLso mg/Kg
(ratones via oral)
Extremadamente téxica < 1
Altamente toxica < 50
Moderadamente téxica < 500
Ligeramente téxica < 5000
Practicamente no tdxica < 15000
Relativamente inocuo > 15000

DISCUSION

En la evaluacién de la toxicidad aguda se observa segin la tabla de Irwing que mide el efecto sobre el SNC, una
mortalidad por encima de la dosis de 1000 mg/kg donde los signos clinicos muestran ataxia a las 4 horas, lo que
significa que el 4cido dsnico tenga un efecto depresor sobre SNC, y no se evidencia a menores dosis.
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El test de la Chimenea que evalia la actividad sobre el sistema neuromuscular refuerza el test de [rwing que muestra
actividad depresora por encima de 1000 mg/kg. La tabla de Williams publicada en el Manual de Técnicas de
Investigacion CYTED 1995 para productos naturales administrados por via orogdstrica permite clasificar al acido
usnico con una DLsy 776,25 mg/kg segin el método de Probit y una DLs, 798,47 mg/kg segin el método
matematico de Reed Muench como ligeramente toxico < 5000 mg/kg, esta clasificacién avala los resultados
obtenidos.

SECCION EXPERIMENTAL

Material Vegetal

El liquen Usnea spp fue colectado en el altiplano boliviano en Pazfia — Oruro (18 -19° S 'y 77° W, a 3.800 metros
sobre el nivel del mar). La clasificacion taxonémica del liquen fue realizada por el Herbario Nacional de Bolivia.
Fueron pulverizados 61,0 g del material seco y tratados con acetona a temperatura ambiente por 72 horas, para luego
concentrar el extracto al vacio hasta obtener un extracto crudo (12,8 g). Posteriormente se lavd varias veces con
CH,Cl,, El extracto CH,Cl, proporcioné un producto sélido amarillo, denominado 4cido tsnico, con un rendimiento
de 2,1 % y una pureza de 99 %.

Ensayos biologicos

El ensayo se inici6 con el test limite, seguido de un test principal, la sustancia se administré mediante canulas por via
orogastrica a una dosis por tnica vez, durante el periodo de administracién se controlé y observd los cambios de
comportamiento de los animales, mediante la tabla de Irwing, paralelamente se compar6 al grupo control que recibid
el vehiculo (agua).

Seleccion de los Ratones

Ratones Swiss albinos (hembras) médximo 3 ratones por test, con una masa corporal de 18 a 20 g, no debe diferir del
20 % del peso promedio del grupo.

Los ratones deben estar en ayunas de 12 horas con agua ad libitum mantenidos en ambientes aclimatados a una
temperatura de 20 + 2° C, con una humedad relativa entre 30 y 70 % y ciclos de luz/oscuridad 12/12.

Test limite

Para la determinacidn del test limite se procedié con la administracién de una dosis de 2000 mg/kg de acido dsnico
disuelto en agua, por via oragdstrica a 3 ratones hembras, los volimenes de administracién no excedieron los 100 pul.
Se procedié a la evaluacién mediante la tabla de Irwing, posteriormente se procedio a realizar el test principal.

Test principal

Se conformé el grupo experimental constituido por 3 ratones hembras por grupo de dosis. El primer grupo recibid
una dosis de 1000 mg/kg, el segundo 775 mg/kg, el tercero 662 mg/kg, el cuarto 550 mg/kg y dltimo grupo fue de
175 mg/kg por via orogéstrica, el volumen administrado no excede los 100 pL/ratén. Se evalud segtn la tabla de
Irwing, que mide la actividad sobre el Sistema Nervioso Central (SNC), ademads se incluyo el test de la Chimenea que
mide actividad neuromuscular.

Evaluacion del ensayo

La evaluacion incluy6 la relacién que puede existir entre los ratones tratados y grupo control que recibi6 el vehiculo
(agua), observandose la incidencia y severidad de respuestas anormales clinicas y de comportamiento y si estas son
reversibles, cambios en el peso corporal, mortalidad y cualquier otro efecto toxico. Los ratones fueron observados
individualmente a los 30 min, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 24 horas, 48 horas, 7 dias hasta los 14 dias. Las
observaciones estdn dirigidas a la determinacion de: muerte y tiempo de ocurrencia de la misma, signos y sintomas de
toxicidad: Ataxia, pardlisis de patas anteriores y posteriores, alarma, piloereccidn, equilibrio, palidez, ereccion de la
cola, actividad motora, reflejo corneal y mortalidad. El test de la chimenea estd dirigido para evaluar actividad
neuromuscular, incluyendo su inicio y duracién, ademds se controla el peso de los ratones durante el ensayo.

Determinacion de la DLs, - método Reed Muench

La DLsq se determind a través del método de Reed Muench basdndonos en los datos de los ratones vivos y muertos
en todas las dosis. Por lo cual la distribucion de la frecuencia de los valores se conoce también como la distribucién
de tolerancia; la media de esta distribucién es la dosis letal media.
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