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RESUMEN

El herbicida Paraquat (PQ) ha sido estudiado por
diferentes investigadores, en la bulsqueda de
tratamientos eficaces para contrarrestar sus efectos
toxicos en los seres humanos que por ingesta accidental
0 voluntaria hacen uso del mismo, resultando en la
mayoria de los casos letales. El dafio causado por el PQ
se debe principalmente al estrés oxidativo que provoca
la peroxidacion lipidica de la membrana y a la
disminucion de Nicotinamida difosfato (NADP), se
manifiesta con inflamacion, edema y posteriormente
fibrosis pulmonar. El objetivo de este estudio fue
comparar si el tratamiento con Erdosteina resulta mas
eficaz que con N- Acetilcisteina (NAC), el cual
resultaria de menor costo y facil acceso. Se emplearon
46 ratas de ambos géneros, en edad P=51, con pesos de
promedios de 80 + 20 las cuales fueron sometidas
experimentalmente a dosis de 15 y 30 mg/kg de peso de
PQ via oral. Los animales fueron clasificados en grupos
segln dosis de PQ y tratamiento. La cuantificacion
sérica de (malondialdehido) MDA se realiz6 mediante
la técnica de espectrofotometria ultravioleta-visible, la
guimica sanguinea por analisis bioanaliticos de rutina.
Los resultados obtenidos no mostraron diferencias

estadisticamente significativas con un p<0,05 entre los
medicamentos probados y las dosis de PQ aplicadas. Sin
embargo, la Erdosteina a dosis de PQ de 15 mg/kg de
peso mostraron mejores condiciones clinicas e incluso
mostraron menor porcentaje de mortalidad con més de
480 horas de vida.

PALABRAS CLAVE Antioxidante, Erdosteina,
Malondialdehido, Mucolitico, N-Acetilcisteina,
Paraquat, UV-visible.

ABSTRACT

The (Paraquat) PQ herbicide has been studied by
different researchers, in the search for effective
treatments to counteract their toxic effects in humans
that by accidental or voluntary intake make use of it,
resulting in the majority of lethal cases. The damage
caused by the PQ is mainly due to the oxidative stress
that causes the lipid peroxidation of the membrane
and the decrease of NADP, manifested by
inflammation, edema and subsequently pulmonary
fibrosis. The aim of this study was to compare
whether treatment with Erdosteine is more effective
than with N-Acetylcysteine (NAC), which would
result in lower cost and easier access. 46 rats of both
genders were used, at age P = 51, with weights of
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averages of 80 = 20 which were experimentally
subjected to doses of 15 and 30 mg / kg of PQ weight
orally. The animals were classified into groups
according to dose of PQ and treatment. Serum
quantification of Malondialdenyde (MDA) was
performed using the UV spectrophotometry
technique, blood chemistry by routine bioanalytical
analysis. The results obtained showed no statistically
significant differences with p <0.05 between the
drugs tested and the doses of PQ applied. However,
Erdosteine at a dose of PQ of 15 mg / kg of weight
showed better clinical conditions and even showed a
lower percentage of mortality with more than 480
hours of life.

KEY WORDS
Malondialdehyde,
Paraquat, UV-visible.
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INTRODUCCION

Durante los ultimos afios, el herbicida Paraquat
conocido como Gramoxone ha sido estudiado por
diferentes investigadores, en la bisqueda de
tratamientos eficaces para contrarrestar sus efectos
toxicos en los seres humanos que por ingesta accidental
o voluntaria hacen uso del mismo, resultando en la
mayoria de los casos letales. Medicamentos tales como:

glutatién, N-acetil cisteina, selenio, colchicina,
esteroides, superoxido  dismutasa, propranolol,
ciclofosfamida, riboflavina, niacina, clofibrato,

desferin, entre otros. También se han utilizado
antioxidantes como la vitamina E, C y la D que inhiben
la oxidacion causada por el PQ de los dobles enlaces de
los fosfolipidos de las membranas. Estos tratamientos
ensayados en la intoxicacion por PQ con la expectativa
de mejorar el pronostico, no han mostrado evidencia
clara de beneficio o dafio. Se han utilizado dosis bajas
de radiacion con la finalidad de disminuir la fibrosis
pulmonar, pero actualmente no estan bien
fundamentados sus resultados. Mas, sin embargo, la
Erdosteina no ha sido probada, aun cuando la misma
farmacol6gicamente presenta alta actividad mucolitica-
antiinflamatoria y ha demostrado ser efectiva en
disminuir la tensién superficial del moco, hecho este
importante, ya que el PQ produce viscosidad del moco,
favoreciendo a la fibrosis pulmonar causada,
conllevando a paro respiratorio. Actualmente el
Paraquat no cuenta con antidoto ni tratamientos que
garanticen sobrevida aun en dosis leve-moderada [1-3].

Los bipiridilos son herbicidas solidos, insipidos e
inodoros y muy solubles en agua. Dentro de este grupo
se consideran el PQ y el Diquat. En su forma liquida, se
utiliza como herbicida de contacto para destruir las
partes verdes de las plantas (malas hierbas) en presencia
de la luz solar.

Desde el punto de vista toxicologico, la via de absorcion
més importante es la digestiva, puesto que es la méas
frecuentemente involucrada en casos de intoxicacion
(accidental o suicida). La absorcién por la piel intacta y
la via respiratoria es menor. Sin embargo, dada su
corrosividad, el PQ puede ulcerar tanto la piel como la
mucosa respiratoria, pudiéndose incrementar su
absorcion por estas vias. Igual sucede si la piel presenta
abrasiones o heridas. Se ha informado de casos fatales
de intoxicacion sistémica como resultado de
contaminacion de heridas con esta sustancia [4,5].

La molécula de Paraquat tiene mucho parecido con un
receptor de membrana a nivel alveolar. Por dicha razon,
se considera que ocupa ese receptor y de alli su
especificidad por ese tipo de tejido, pero en general tiene
predileccion por aquellos tejidos con mayor saturacion
de oxigeno como son los de los pulmones, el higado y
los rifiones [6,7].

En el tejido pulmonar, inicialmente se produce una
alveolitis intra-alveolar, producida por los radicales
superoxidos y peroxidos. Este cuadro puede llevar a un
edema pulmonar y a insuficiencia respiratoria.
Generalmente este proceso inflamatorio lleva a la
produccion de profibroblastos y de leucocitos
polimorfonucleares. Posteriormente hay proliferacion
de fibroblastos que inicia un proceso de cicatrizacion
que constituye la fibrosis intra-alveolar e inter-alveolar.
Esta fibrosis pulmonar causa severa dificultad
respiratoria que es la causa principal de la muerte. En
los casos en los que no hay muerte rapida, mas o menos
a las dos semanas ya aparecen los cambios debidos a la
fibrosis pulmonar, los cuales se pueden establecer por
clinica, gasometria, espectrofotometria y rayos X.

Las lesiones mas graves son las pulmonares, ya que
dejan como secuela la fibrosis pulmonar; generalmente
los dafios hepatico y renal son reversibles.

El PQ a nivel pulmonar por la formacién de radicales
libre e hidroperdxidos al reaccionar con la pared de la
membrana celular, produce destruccién de la membrana
e interfiere con la funcién pulmonar surfactante, la cual
ocluye los espacios alveolares impidiendo asi su funcién
fisioldgica, lo que trae como consecuencia destruccion
de los neumocitos tipo | y tipo Il, alterando la tensién
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superficial alveolar y conllevando la viscosidad del
moco impidiendo la respiracion del paciente, lo cual
puede conllevar a muerte por paro respiratorio. La
Erdosteina reporta tener una alta capacidad de reducir la
viscosidad y elasticidad del moco, facilitando su
transporte ciliar y su expectoracion; con ello mejora de
manera notable la ventilacion. Es un derivado sintético
de un aminoacido natural, la metionina en su forma N-
tiolactonica. Fue desarrollado como agente mucolitico
para que facilitara la fluidificacion del moco y del
esputo, coadyuvando con ello a mejorar la ventilacion
pulmonar [7-13].

La Erdosteina contiene 2 grupos sulfhidrilo bloqueados,
que son liberados después de su transformacion en
higado [14,15].

La Erdosteina se absorbe répidamente después de su
administracién oral (estudios de radioactividad con
farmaco marcador se detecta en plasma a partir de los 5
minutos de su administracion oral). La concentracion
sérica maxima se alcanza a las 1,2 horas después de una
dosis Unica oral. Se encuentra unida a proteinas
plasmaticas en un 64,5%. Antes de ser metabolizada, la
Erdosteina contiene dos grupos tidlicos bloqueados que
dan cuenta de su excelente tolerabilidad gastrica
comparada con la de otros compuestos de su género
Cuyos grupos tidlicos son activos a nivel gastrico. Una
vez en la circulacidn, es rapidamente metabolizada en
cuanto menos tres metabolitos que contienen grupos
tidlicos libres, a saber: N-tiodiglico-homocisteina
(metabolito 1), N- acetilhomocisteina (metabolito I1) y
homocisteina (metabolito 111). La vida media de
eliminacion es de 1,4 horas en promedio en tanto que la
de los metabolitos 1 y Il es de 1,2 y 2,7 horas
respectivamente. Los estudios sobre distribucion
demuestran que se encuentra presente en el liquido del
lavado broncoalveolar desde las 2 hasta las 8 horas
después de su administracion oral. Debido a que se
excreta a nivel renal, hay un aumento de los sulfatos
inorganicos urinarios durante su administracion.
Ninguno de los tres metabolitos es excretado por la
orina ni heces en cantidades detectables. Los
tratamientos maltiples con Erdosteina no modifican los
parametros farmacocinéticos y no se ha observado
induccion enzimatica ni acumulacién de la misma.
Tampoco se han documentado cambios en la
farmacocinética de Erdosteina o sus metabolitos
relacionados con la edad, con padecimientos
bronquiticos crdénicos o en ancianos con depuracion de

creatinina entre 25 y 40 ml/min comparados con
controles sanos [14,16].

La Erdosteina ha demostrado en modelos animales
causar lisis de las sialomucinas (que se encuentran
incrementadas en algunas  bronconeumopatias),
incrementar el aclaramiento mucociliar, poseer
propiedades antioxidantes inherentes a la accién de los
grupos tiolicos liberados sobre los radicales libres y
proteger a la alfa-1-antitripsina de la inactivacion que
sufre por el humo del tabaco. En el ser humano, es un
agente mucolitico que ejerce su accion fluidificante en
las secreciones bronquiales cuando, después del proceso
de absorcion, sufre una biotransformacion a sus
metabolitos activos. Dichos metab6litos poseen
radicales sulfidrilos (-SH) libres que son los
responsables de la disociacion de los puentes disulfuro
intra e intermoleculares que unen entre si las fibras de
las glucoproteinas constituyentes de las secreciones
bronquiales. Esto trae como consecuencia una potente
accion en los pardmetros reolégicos de las secreciones
bronquiales reduciendo la cantidad y viscosidad del
moco e incrementando el transporte mucaociliar,
facilitando, por lo tanto, la expectoracion y mejorando
la ventilacién pulmonar. Aumenta la concentracion de
IgA secretoria en el esputo de los pacientes con
bronquitis cronica. Hasta el momento, no se cuenta con
datos de alteraciones en las pruebas de laboratorio
relacionadas con el uso de [17].

Detallados los aspectos farmacocinéticos de la
Erdosteina, haremos una descripcidon de la NAC, la
misma es un precursor de la L-cisteina, asi como un
dador de grupos sulfhidrilo. Este formaco interviene en
la formacion de glutation y la reduccion de las especies
reactivas del oxigeno. Dado su efecto mucolitico
comprobado desde hace décadas, se utiliza en el
tratamiento de las afecciones bronquiales agudas y
cronicas. Asimismo, ha sido evaluada para el
tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC), las enfermedades del intersticio
pulmonar, la intoxicacién por paracetamol y la
enfermedad cardiaca isquémica, renal o hepatica, entre
otros. Se ha utilizado como complemento terapéutico en
el abordaje de pacientes con bronquitis aguda y EPOC,
sobre la base de los resultados de estudios en los que se
demostrd disminucion de la tasa de exacerbaciones y
mejoria de la funcién pulmonar. Estos efectos se
atribuyeron a las acciones mucolitica y antioxidante de
la NAC [18].
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Ejerce rapida e intensa accion fluidificante sobre las
secreciones mucosas y mucopurulentas,
despolimerizando los complejos mucoproteicos y
nucleicos que dan viscosidad al componente vitreo y
purulento del esputo y otras secreciones. Este
medicamento  disminuye la viscosidad de las
secreciones pulmonares y facilita su eliminacion por la
tos, drenaje postural o medios mecanicos [18-21].
Presentada una descripcion general del herbicida
interviniente y de los medicamentos a ser probados y
contrastados para contrarrestar los dafios que ocasiona
el herbicida bipiridilo PQ, donde esta claro que el
mismo carece de antidoto y se ha convertido el agente
agroquimico de eleccidn para actos suicidas con altas
incidencia de uso y mortalidad, este trabajo de
investigacién constituye un aporte al arsenal terapéutico
empleado en las diferentes clasificaciones de
intoxicacion por PQ. Cabe destacar que la literatura
revisada muestra una amplia produccion de
investigacién con la NAC y el uso como agente
mucoregulador en intoxicacion por PQ, sin embargo, no
existen estudios reportados con Erdosteina.

MATERIAL Y METODOS

PARTE EXPERIMENTAL

Poblacidn de estudio

Se emplearon 46 ratas BIOU: Wistar de ambos géneros
(20 hembras y 26 machos) con pesos de 80 + 20 gr, en
edad adulto-joven (P=51), criados y mantenidos en el
Bioterio de la Universidad de Los Andes (BIOULA).
Las ratas fueron sometidas experimentalmente a
intoxicacion con PQ a dosis seleccionadas y probadas
en estudio piloto de 15 y 30 mg/kg de peso del herbicida.
La dosis de 15 mg/kg se administré a las ratas hembras
y la de 30 mg/kg a las ratas macho. Esta distribucion se
realiz6 por sugerencias del comité de Bioética del
BIOULA, motivado a la no disponibilidad de animales
con pesos en percentiles iguales y recomiendan
administrar la menor dosis a las de menor peso.
Consideraciones éticas- legales

La presente investigacion fue realizada acorde con la
legislacion internacional y protocolos de investigacién
y docencia que involucran animales de laboratorio. Se
contd con el aval de la Comisién de Bioética de la
Universidad de Los Andes, Mérida-Venezuela, el cual
quedo registrado bajo el PROTOCOLO CEBIOULA
/096.

METODOLOGIA ANALITICA

Los grupos experimentales se mantuvieron en
ambientes climatizados, bajo las siguientes condiciones:
alojados en areas bajo barreras de ventilacion y
procedimientos estandarizados, temperatura de 23+2 °C,
humedad relativa de 75%, con ciclos luz/oscuridad de
12 horas. Se les monitoreo niveles hematoldgicos y
bioquimicos al inicio y final del experimento. Las
concentraciones de MDA se realizaron al dia seis, doce
y veinte del ensayo. Las tomas de muestra de sangre se
realizaron via intracardiaca por sacrificio de 2 animales
por grupo de trabajo. Adicionalmente diariamente se
realizaban  observaciones  visuales  (respiracion,
fragilidad capilar, dafios a nivel de mucosa oral,
conduccidén locomotora, ingesta de agua, alimento, entre
otros). Semanalmente se recalculaban las dosis de los
medicamentos dependiendo el peso. Se dividieron en
seis grupos como se describen y muestran en la Tabla 1
con las respectivas dosis de PQ, medicamentos de
soporte y de tratamiento.

Muestreo y muestras

Los protocolos de muestreo se realizaron en 2 etapas del
experimento (dia 6 y 20) y consistieron en sacrificar 2
animales por grupo para toma de muestras de sangre y
obtencién de tejido pulmonar.

Muestras de sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron via intracardiaca.
El volumen obtenido por animal fue de
aproximadamente entre 2 a 3 mL, las cuales se
dividieron en 2 porciones colocadas en eppendorf con y
sin anticoagulante. El anticoagulante empleado fue
acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Las muestras
para andlisis bioanaliticos fueron trasladadas al
laboratorio del Hospital San Juan de Dios y las muestras
para determinar MDA después de obtener plasma se
rotularon, etiquetaron y almacenaron a hasta su
posterior andlisis en el laboratorio del Grupo de
Investigaciones en Toxicologia Analitica y Estudios
Farmacologicos (GITAEF) de la Facultad de Farmacia
y Bioandlisis, Departamento de Toxicologia y
Farmacologia.

Andlisis Estadistico

Los datos se procesaron en el programa Statistix for
Window versién 7.0., empleando estimadores
estadisticos como media, desviacion estandar,
coeficiente de variacién, mediana, minimos y maximos,

21



Di Bernardo Mariay col. / Rev Fac Farm. 2018; 60 (1): 18-30

intervalo de confianza para un 95. Se utilizdé el
estadistico de prueba t pareada para establecer
diferencias, considerando un valor de p < 0,05 como

estadisticamente significativo.

Tabla 1.
Condiciones de los grupos experimentales.

Grupos Condiciones Observaciones

experiment ales
Contrel testigo Bzjo condicionss normalss
(GT) (n=02) Trigo N3

¥ a2gua potable

Ad-Libitum
Conirol Trige N3 03 con dosis de 15 mele de
sxperimental v oaguz pofable | peso dz PQ w03 con dosis d=
(CE) (n=6) Ad-Libitum 30 me ke de peso
Experimental 4 Administracion diaria  de
(EA)  (p=10) | Trige N3 100mgkeg de pese de
hembras v agua pofable | Erdestzina VO, hdratacicn
Dosiz de 13 | Ad-Libitum (0,3 mL) v Omeprazol VIPa
mgke dz peso dods de Ime kg depeso
de PO
Experimental B Administracion  diaria  de
(EB)  (p=10) | Trige N3 100mgkg de pese de
machos v ozguz pofabls | Erdostzing VO, hidratzcien
Desis  de 30 | Ad-Libitum (0,5 mL) v Omeprazol VIFa
megke de peso dosiz de Smgkg de peso
de PO
Experimental C Administracion diaria  de
(EC)  (p=10) | Trige N3 30mg ke de pese d= NAC,
hembras v agua potable | hidratacien (0.5 ml) ¥
Dosiz de 13 | Ad-Libitum Omeprazol VIP 2 dosis ds
mgke dz peso Ime ke ds peso
de PO
Experimentzl D Administracion diaria ds 80
(ED) (p=10) | Trigo N3 mgkg de peso de NAC,
machos v agua potable | hidratacion (0.3 ml) ¥
Desis de 30 | Ad-Libitum Omeprazol VIP 2 dosis de
mgkg d= peso Img kg ds peso
de PO

Materiales y reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron del mas alto grado
analitico marca Merck y Sigma. El material de vidrio
empleado fue lavado con solucién al 10 % de &cido
nitrico ultrapuro. El agua empleada para la preparacion
de estandares y patrones fue agua Milliq 18Q. Los
medicamentos  utilizados:  Dostein®  Suspensidn,
Laboratorios Carnot, una vez reconstituida la
suspension cada 5 ml equivalen a 175 mg de Erdosteina
y Fluimicil ampollas de 300 mg y sobres de 200 mg de
NAC, Laboratorios FPC.

METODOLOGIA ANALITICA

La concentracion de MDA como indice de
lipoperoxidacion fue determinada en plasma sanguineo
de ratas BIOU: Wistar mediante analisis por
espectrofotometria ultravioleta-visible. Se procedi6 de
la siguiente manera: Las muestras de plasma sanguineo
(0,5 ml) fueron colocada en un tubo de ensayo, junto con
1 mL de amortiguador de Tris (Tris-HCI, 0.15M, pH
7.0) e incubada a 37 °C por 30 minutos. Al término de
la incubacion, se agreg6 1.5 mL de 4cido acético (5%
v/v) y 1.5 mL de 4cido tiobarbitdrico (0.8% p/v). Las
muestras fueron incubadas luego por 60 minutos a 90
°C. Después se enfriaron y se agreg6 1 mL de KCI (2%
p/v) y 3 mL de una mezcla de butanol/piridina (1:10
v/v). La mezcla asi obtenida se agit6 y centrifugd
durante 10 minutos a 3,000 rpm en una centrifuga
clinica; al término de esto, se recuperd la interfase de
butanol/piridina, la cual fue leida a 532 nm en un
espectrofotémetro UV (Shimazdu). La concentracién de
MDA (calculada a partir del coeficiente de extincion
1.54 x 10° M-1e™1) fue expresada como nmol/mL.
Curva de calibracion de malondialdehido

La curva de calibracion del MDA se realizd empleando
el método de estandar externo con 1, 1, 3,3-
tetraetoxipropano (TEP). Se prepard una disolucion de
MDA diluyendo 20 pL de TEP en 100 mL de disolucion
amortiguadora de pH = 3,5. Con una posterior dilucién
al 1:10 se obtuvo una disolucién con una concentracion
de 83,5 umol/L. A partir de esta disolucion patrén se
prepararon las soluciones estdndar de concentraciones
0,45, 0,89, 1,69, 2,54, 4,20, 8,55 y 17,5 nmol/L,
preparado concomitantemente a una solucién de acido
tiobarbitdrico a una concentracion de 0,8%, la ecuacion
resultante de graficar absorbancia vs concentracion
permitié calcular la concentracion de MDA en nmol/mL
en las diferentes muestras.

Los pardmetros hematoldgicos y bioquimicos fueron
determinados mediante técnicas bioanaliticas de rutina.

RESULTADOS

Resultados de los parametros hematolégicos vy
bioquimicos del grupo experimental de dosis de 15
mg/kg de peso de Paraquat.

En las Tablas 2, 3, 4 y 5 se detallan los resultados
hematoldgicos y bioquimicos obtenidos por dia de
muestreo y grupo de tratamiento. Los resultados de la
estadistica descriptiva en ambos grupos experimentales
diferenciados por tratamiento (Erdosteina y NAC),
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muestran que sigue la tendencia de minima dispersién
de los datos analizados, con CV inferiores en todos los
casos a 16%. La analitica sanguinea permite observar
una ligera tendencia de disminucion de la HB, evento
mas marcado en el grupo que recibe NAC con
diferencias significativas mostrando un p=0,09. Los
leucocitos en ambos grupos incrementaron lo que
pudiera sefialar algin proceso infeccioso e inclusive
inflamatorio propio este Ultimo del herbicida. En las
ratas sometidas al estudio piloto de este ensayo se
observé un aumento del bazo (esplenomegalia), este
comportamiento bien pudiera explicar el descenso de
los niveles de hemoglobina en este grupo experimental.
La bioguimica sanguinea muestra presencia de uremia
gue aumenta de forma progresiva, tal vez debida a la
deshidratacion o dafio a nivel renal; con aumento igual
de creatinina. Los incrementos sucesivos fueron
progresivos a pesar de la sueroterapia. Estos valores
obtenidos nos indicaron que estdbamos en presencia de
un posible fallo renal agudo progresivo, sin observar
diferencias significativas entre tratamientos. Los valores
de las transaminasas (TGO y TGP) expresaron la misma
tendencia, se presume este incremento pudiera
atribuirse a un disfuncionalismo hepatico. Los
parametros bioquimicos de ambos grupos no mostraron
diferencias significativas con un p=0,003.

Tabla 2.

Estadistica descriptiva simple de los pardametros
hematoldgicos y bioquimicos a dia 6 del experimento
en ratas (hembras) con 15 mg/kg de peso de Paraquat

con tratamiento de NAC.

Estadistico | Hb Hto |[Leuc TGO |TGP |Urea Creat
@dLh| @) |(mm’)| (UL)| (UL) | (mgdL?) | (mgdL™)

X 105 [303 |12600 |149.2 [167 |27 0.93
DE =05 |=1 |=725 |=05 |z05 |=003 |=05
Mediana | 10,3 | 30,20 | 12586 | 148 | 166 |27 0,85
SE 020 |0.62 [337.00 | 145 |00 |0.10 0.04
CV (%) |634 |497 |7.12 |7.90 |12.36 |15.5 10.34
Minimo | 11.0 |20 |12200 | 148 |166 |25.8 0.8

Maximo 1.5 31 13450 | 150 168 27.10 0.9

X= media, DE= desviacién estandar, CV= Coeficiente
de variacién, SE= error de la media, HB= hemoglobina,
Hto= hematocrito, Leu= leucocitos, TGO y TGP=
transaminasas, Creat= creatinina.

Tabla 3.

Estadistica descriptiva simple de los pardmetros
hematoldgicos y bioquimicos a dia 6 del experimento
en ratas (hembras) con 15 mg/kg de peso de Paraquat

con tratamiento de Erdosteina.

Estadistico | Hb Hto Leuc TGO TGP Urea Creat
(gdL™) (%) ( mm’ ) (UL) (UiL) (mgdL™) | (mgdL™)

X 11.9 32 10333 144.2 162 24 0.93
~DE =0.5 =20 =605 =23 =0.5 =1.03 =0.5
Mediana 10.9 31.20 | 10250 144 161 20 0.85

SE 0,20 0.84 237.00 2,15 0,40 0,42 0,04

CV (%) 2.90 553 5.79 7.36 9.56 525 12.04
Minimo 11.0 29 10000 141 148 23.8 0.8
Maxima 11.5 30 10950 147 156 25,02 0.9

X= media, DE= desviacién estandar, C\V= Coeficiente
de variacion, SE= error de la media, HB= hemoglobina,
Hto= hematocrito, Leu= leucocitos, TGO y TGP=
transaminasas, Creat= creatinina.

Tabla 4.

Estadistica descriptiva simple de los pardametros
hematoldgicos y bioquimicos a dia 20 del experimento
en ratas (hembras) con 15 mg/kg de peso de Paraquat
con tratamiento de NAC.

Estadistico | Hb Hto |Leuc TGO TGP Urea Creat
(gdl™) | (%) |(mm’) (UL) | (UL) |(mgdl™) |(medL™

X 100 |30 [13000 |14e2 |167 |27 0.93

DE =05 =0 =925 =0.5 =0.5 =0.03 =0.5
Mediana 10.7 30.2 | 13980 148 166 27 0.85

SE 0.20 0,12 | 357.00 1.45 0.10 0.10 0.04

CV (%) 4.34 587 |7.12 7.80 12.56 15 10.34
Minimo 9.0 29 12200 148 166 258 0.8
Maximo 11.0 30 13450 150 168 27.10 0.9

X= media, DE= desviacion estandar, CV= Coeficiente
de variacién, SE= error de la media, HB= hemoglobina,
Hto= hematocrito, Leu= leucocitos, TGO y TGP=
transaminasas, Creat= creatinina.
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Tabla 5.

Estadistica descriptiva global de los pardmetros
hematoldgicos y bioquimicos a dia 20 del experimento
en ratas (hembras) con 15 mg/kg de peso de Paraquat
con tratamiento de Erdosteina.

Estadistico | Hb Hto | Leuc TGO TGP Urea Creat
(@dl") | (%) |(mm*) | (UL) i) (mgdl”") | (mgdl™")
X 11,0 30 12432 | 194.2 192 28 0.97
+DE +0,5 +05 | 605 |£23 |05 0,3 £0.5
Mediana 10,8 28 12250 | 190 191 26 0,95
SE 0,20 0,64 | 24500 | 7,10 0,40 042 0,02
CV (%) 16 553 [579 7.36 9,56 12 10,04
Minimo 11,0 29 10000 141 188 26,8 0,89
Méximo 11,5 30 | 10050 | 147 193 28,02 0,99

X= media, DE= desviacion estandar, CV= Coeficiente
de variacion, SE= error de la media, HB= hemoglobina,
Hto= hematocrito, Leu= leucocitos, TGO y TGP=
transaminasas, Creat= creatinina.

En las Figuras Grafica 1, 2 y 3 se muestran el
comportamiento de estas variables.
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Resultados de los pardmetros hematoldgicos y
bioquimicos del grupo experimental de dosis de 30
mg/kg de peso de Paraquat.

En las Tablas 6, 7, 8 y 9 se detallan los resultados
hematoldgicos y bioquimicos obtenidos por dia de
muestreo y grupo de tratamiento. Para este grupo los
muestreos se realizaron el dia 3 y 8 del experimento por
observar la gran mayoria de animales alto compromiso
de sus funciones vitales y motivado a que estos términos
lograron mantenerse en el experimento solo 08
animales, en condiciones muy inestables por lo que se
decide su sacrificio para toma de muestras.

Los resultados de la estadistica descriptiva en ambos
grupos experimentales diferenciados por tratamiento
(Erdosteina'y NAC), muestran que sigue la tendencia de
minima dispersion de los datos analizados, con CV
inferiores en todos los casos a 20,56%. La analitica
sanguinea observa la misma tendencia que el grupo con
dosis de 15 mg de disminucion de la HB, sin diferencias
significativas entre tratamientos aplicados, mostrando
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un p=0,001. Los leucocitos, creatinina, urea Yy
transaminasas (TGO y TGP) mostraron niveles el dia 3
de 12400+725 mm?, 1,73+0,5 mgdL™%; 29 +0,03 mgdL"
1-168,2+ 0,5 U/L y 180+0,5 U/L; respectivamente. Para
el dia 8 los niveles observaron la misma tendencia de
incrementar con niveles de leucocitos, creatinina, ureay
transaminasas (TGO y TGP) de 12600525 mm?,
1,83+0,5 mgdL?; 31 +0,5 mgdL™?; 178,5+ 2,4 U/L y

Tabla 7.

Estadistica descriptiva global de los parametros
hematold6gicos y bioquimicos a dia 3 del experimento
en ratas (machos) con 30 mg/kg de peso de Paraquat

con tratamiento de Erdosteina.

188+0,3 U/L; respectivamente. Lo que indico un alto Estadistico |Hb | Hlo |Leuc. |1GO |[TGP | Urea Creat
. - @Lh | @) |(mm®) | @A) @A) |(mgd") |(mgdL™)
compromiso renal, hepatico y un desarrollo de proceso X 122|350 12600 | 1785 [ 188  |at 183
infeccioso e inflamatorio de pronostico reservado. Al +DE
. o . +05 +1 +525 £24 |03 +05 05
dia 10 del ensayo por normas del comité de Bioética del
BIOULA se decide sacrificar a los 4 animales que Mediana  [120 [362 |12500 [168  [178 |27 168
quedaron, ya que los mismos mostraban claros 0
epISOdIOS de SUf“mlentO' SE 0,20 062 | 187,00 | 1,45 0,90 0,10 0,04
Tabla 6 CV (%) 10,34 145 | 5,15 285 18.90 12,9 12,64
Estadistica descriptiva simple de los pardmetros Minimo 1o |31 l12200 l1es  |1e8 | 2ss 181
hematol6gicos y bioquimicos al dia 3 del experimento
Ma 13,0 39 13450 170 168 3210 1,85
en ratas (machos) con 30 mg/kg de peso de Paraquat e
con tratamiento de NAC.
Estadistico | Hb Hto Leuc TGO TGP Urea Creat
(@dl™ | (@) | (mm®) | (UL) L) (mgdL™") (mgdL™)
X 125 380 | 12400 | 1682 | 180 29 1.73
+DE 405 1 | 4725 | £05 |05 +0,03 05 . . Tabla 8.
Estadistica descriptiva global de los parametros
Mediana [123 |362 | 12586 | 168  [178 |27 1,68 hematoldgicos y bioquimicos a dia 8 del experimento
— E Ny e p e o X en ratas (machos) con 39 mg/kg de peso de Paraquat
con tratamiento de NAC.
CV (%) 1654 |145 912 7.50 2056 [15.4 11,34 —
Estadistico | Hb Hto | Leuc TGO TGP Urea Creat
(gdL™) (%) |(mm’) |(UL) (UL) (medL) | (medL?)
Minimo 11.0 31 [ 12200 | 165 166 258 17 X 11.5 30,0 | 15400 | 1982 | 199 33= 2
=DE =02 0,5 | =245 =10 =8.0 2.03 =0.5
Méximo 130 39 13450 170 168 3010 1.8
Mediana 11.3 26.2 | 12586 168 198 32 1.68
X= media, DE= desviacion estandar, CVV= Coeficiente SE 0.10 015 |337.00 | L& [180 |00 0.04
de variacién, SE= error de la media, HB= hemoglobina,
. . CV (%) 6.58 12.9 | 945 4.50 15 10. 4 11.34
Hto= hematocrito, Leu= leucocitos, TGO y TGP=
transaminasas, Creat= creatinina. Minimo | 10.9 31 | 12200 | 18% 196 308 1.7
Méximo 12.0 39 13450 214 209 34.10 2.12

X= media, DE= desviacion estandar, CV= Coeficiente
de variacién, SE= error de la media, HB= hemoglobina,
Hto= hematocrito, Leu= leucocitos, TGO y TGP=
transaminasas, Creat= creatinina.
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Tabla 9.

Estadistica descriptiva simple de los parametros
hematoldgicos y bioguimicos a dia 8 del experimento
en ratas (machos) con 30 mg/kg de peso de Paraquat

con tratamiento de Erdosteina.

Estadistico | Hb Hto | Leuc TGO TGP Urea Creat
@l | (%) |(mm’) [(UL) |(UL) |(medl”) |(medL”
X 117205 | 330 | 16400 | 1962 |200x |33+ 190
+DE +1 | +725 +05 |05 0.03 +05
Mediana | 12,3 322 | 12586 | 194 198 31 188
SE 0,40 069 | 33700 |162 0.90 0.50 0.02
CV (%) |20 129 | 765 10 1056 | 19,4 1164
Minimo 10 31 18200 | 189 196 278 17
Méximo | 13.0 39 [17250 | 200 204 3420 2

X= media, DE= desviacion estandar, CV= Coeficiente
de variacién, SE= error de la media, HB= hemoglobina,
Hto= hematocrito, Leu= leucocitos, TGO y TGP=
transaminasas, Creat= creatinina.

En la Figura 4, 5 y 6 se muestran comportamientos de
estas variables.
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Resultados del marcador del estrés oxidativo

La cuantificacién sérica de malondialdehido (MDA),
resulta una medida bastante real del proceso de
oxidacién, especialmente peroxidacion lipidica. El nivel
basal de MDA obtenido de los grupos ensayados fue de
0,7567 + 0,004 nmol/mL para las ratas machos y de
0,7975 + 0,001 nmol/mL para las ratas hembras.

La Tabla 10 detalla los resultados obtenidos durante el
ensayo, en las tres etapas de monitoreo: intermedia (dia
6y 12) y final (dia 20) en ratas hembras con dosis de 15
mg/kg de peso de Paraquat y diferenciadas por grupos
experimentales segln tratamiento administrado. Los
resultados obtenidos de MDA por dias de tratamiento y
medicamento suministrado no mostraron diferencias
significativas con un p=0,001.
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Tabla 10.
Niveles promedios de MDA en ratas hembras
sometidas a dosis de 15 mg/kg de peso de Paraquat
segln tratamiento administrado.

Parametro Erdosteina NAC

(nmol/mL)

Basal: | 0,76=0,01 0.75=0.01
MDA :dia6 | 1.40=0,002 |1.39=0.05
MDA :dia 12 [1.32=0.5 1.34=04
MDA: dia 20 |0.98=0.005 | 0.98 = 0,004

La Tabla 11 detalla los resultados obtenidos durante
el ensayo, en las 2 etapas de monitoreo: intermedia
(dia 4) y final (dia 8) en ratas machos con dosis de
30 mg/kg de peso de Paraquat y diferenciadas por
grupos experimentales segin tratamiento
administrado. Los niveles de MDA al monitoreo
intermedio 'y final no mostr6 diferencias
significativas entre los medicamentos suministrados
con un p=0,002. Lo que indica que ambos
tratamientos aplicados resultaron igual en capacidad
antioxidante.

Tabla 11.
Niveles de MDA en ratas machos sometidas a dosis
de 30 mg/kg de peso de Paraquat.

Parametro | Erdosteina | NAC
(nmol/mL)
Basal 0.82=0.03 | 0.80=0.02

MDA :dia4 | 1.80= 0,001 | 1.81 = 0,000

MDA :dia 8 | 1.90= 0,000 | 1.89 = 0,004

En la Figuras Gréficas 7 y 8 se muestra el
comportamiento de estas variables
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DISCUSION

Los investigadores Kelly y Smalley [22,23], en trabajos
realizados con animales experimentales intoxicados con
PQ a los cuales les realizaron analisis de quimica y
bioguimica sanguinea informaron que el herbicida
ocasiono aumentos en los parametros bioquimicos e
inversion de la formula de la quimica sanguinea. Esos
mismos resultados fueron observados en nuestro
trabajo, alcanzando los animales niveles de TGO de 150
y de TGP 193 U/L, de urea 28,02 y de creatinina 0,99
mg/dL. Smalley, expone que los parametros
bioquimicos son herramienta Gtil de diagnostico-
pronostico en intoxicaciones por Paraquat sin
desestimar la clinica y otros monitoreos clinicos. Con
respecto al comportamiento observado en las ratas
tratadas con NAC, el mismo esta en analogia con lo

27



Di Bernardo Mariay col. / Rev Fac Farm. 2018; 60 (1): 18-30

reportado por otros investigadores, lo cuales indicaron
gue la misma presenta excelente actividad mucolitica-
antioxidante  en  intoxicaciones  diagnosticadas
clinicamente leves-moderadas de PQ con una alta
capacidad de inhibir el estrés oxidativo causante de la
peroxidacion lipidica de lamembranay a la disminucién
de NADP. Mas, sin embargo, a dosis moderadas-severa
su capacidad de inhibir a la glutation peroxidasa y evitar
asi, el dafio oxidativo a los lipidos resulta ineficaz [24-
31]. Nuestro trabajo de investigacion evidencio que los
animales con dosis moderada-severa inducidos a ambos
tratamientos lograron vida por 8 dias, superando lo
reportado por estos autores quienes indican que a esta
dosis a las 72 horas se produce la muerte [27, 29, 30].
Los resultados obtenidos para la Erdosteina
demostraron que resulta un farmaco de eleccion en
intoxicaciones leves-moderadas de PQ, la misma
mostro mejor capacidad de inhibir y/o minimizar el
dafio pulmonar, incluso los animales mostraron mejores
condiciones clinicas. Varios autores [14-17, 32-34]
reportan que la Erdosteina, es un potente agente
mucolitico, mejora la ventilacion pulmonar y ejerce su
accion fluidificante cuando sufre una biotransformacion
a sus metabdlitos activos. Dichos metabdlitos poseen
radicales sulfidrilos (-SH) libres son los responsables de
la disociacion de los puentes disulfuro intra e
intermoleculares que unen entre si las fibras de las
glucoproteinas constituyentes de las secreciones
bronquiales. La Erdosteina a diferencia de la NAC
posee 2 grupos SH libres y es tal vez su potencial
reolégico, con respecto a la NAC, y observado en
nuestro trabajo, donde los animales no mostraron alto
compromiso respiratorio, logrando este grupo mas de
480 horas de sobrevida.

Con respecto a los resultados obtenidos con la MDA, P.
Matas y cols [35] reportaron que han utilizado ratones
Swiss (35-45g) a los que intoxicd con 75 mg/Kg de PQ
por via i.p. y le administro melatonina i.p. 30 min antes
del PQ a distintas dosis (5, 10 6 15 mg/Kg).
Transcurridas 24 h de inducida la intoxicacion, se
obtuvieron muestras de higado y pulmén de todos los
animales, donde se analizaron glutatién reducido (GSH)
y niveles de MDA. Los resultados mostraron que el
Paraquat a las 24 h de su administracién causé una
deplecion significativa de los niveles de GSH en los dos
6rganos estudiados, sin embargo, el MDA s6lo aument6
de forma significativa en el higado. En nuestro trabajo
se observd igual comportamiento para la MDA en suero,
este aumento fue menos pronunciado en los animales

bajo tratamiento con Erdosteina. Estepa, V y cols [36],
manifestaron que debido a que el herbicida Paraquat al
actuar en el metabolismo celular produce radicales
libres, los cuales interaccionan con los lipidos séricos y
tisulares provocando su peroxidacion, esta es inestable
y resulta complejo determinar la magnitud de dicha
peroxidacién. Sin embargo, es mas accesible determinar
los productos de su degradaciéon metabdlica,
constituidos fundamentalmente por aldehidos de alta
capacidad reactiva, siendo el mas significativo el MDA.
Coincidimos con lo reportado por Estepa y cols,
determinar los productos de degradacion es menos
complejo, mas exacto y constituyen un valor de
diagnostico-prondstico de la intoxicacién, permitiendo
realizar abordajes terapéuticos més certeros.

Autores refieren que, dentro de la variedad de métodos
analiticos desarrollados para determinar el dafio
oxidativo de los lipidos, el mas comunmente utilizado
se basa en la reaccion del malondialdehido con el acido
2-tiobarbitrico  (TBA) para formar aductos
cromdgenos y fluorescentes de MDA-TBA muy
estables y que se pueden cuantificar por
espectrofotometria de absorciéon visible o por
fluorimetria [37,38].

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos nos permiten concluir con un
95% de confianza lo siguiente:

1. La Erdosteina demostré igual capacidad mucolitica-
antioxidante que la N-acetil-cisteina en los modelos
experimentales sometidos a dosis de Paraquat de 15y
30 mg/kg de peso. Este resultado podria usarse como
dato preclinico y considerar a la Erdosteina, como
alternativa de eleccion

2. Los Modelos experimentales bajo tratamiento con
Erdosteina a dosis de Paraquat de 15 mg/kg de peso
mostraron mejores condiciones clinicas e incluso
mostraron menor porcentaje de mortalidad, con méas de
480 horas de vida.

3. Determinar en plasma sanguineo de las ratas los
productos de degradacion metabdlica el dafio oxidativo
de los lipidos causado por PQ, fue significativo y sus
resultados se correlacionaron directamente con la dosis
administrada, dafio causado por el herbicida y
compromiso de sobrevida o mortalidad.

4. El marcador MDA es (til para establecer la magnitud
de la peroxidacion lipidica causada por el Paraquat,
realizar esta determinacién de rutina en pacientes
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intoxicados por PQ permitiria comprobar el dafio
causado a nivel pulmonar de los productos de su
degradacion metabolica y servir de diagnostico-
pronostico, e incluso al médico orientarlo en ajustar las
dosis de los agentes antioxidantes y mucolitico.
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