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SÍNTESIS 

 

La vainillina es un aldehído aromático con potencialidades para el tratamiento de la 

anemia drepanocítica: enfermedad de alta prevalencia sin tratamiento efectivo. Se 

presentan resultados relacionados con la evaluación preclínica de la vainillina; la 

búsqueda de un vehículo adecuado para estos estudios, el comportamiento 

farmacocinético en plasma y eritrocitos, la biodistribución; así como, la evaluación de 

la toxicidad en estudios agudos y subcrónicos in vivo. Se demostró que la solución 

de carboximetilcelulosa al 0,5%, garantiza el nivel adecuado para los estudios 

toxicológicos y la solución hidroalcohólica al 15% para los farmacocinéticos. Se 

observó una rápida distribución de la vainillina a los eritrocitos, un volumen de 

distribución compatible con su biodistribución, fundamentalmente al compartimento 

vascular. El tiempo de vida media resultó relativamente pequeño con un rápido 

aclaramiento, y 51% de biodisponibilidad. La vainillina no produjo mortalidad, aunque 

se observaron lesiones en estómago y riñón. Los principales signos de toxicidad 

fueron asociados a la depresión del sistema nervioso central. No se apreciaron 

alteraciones en el crecimiento, consumo de agua y alimentos de los animales, ni 

cambios en parámetros hematológicos y bioquímicos evaluados. Esto evidencia, que 

la vainillina no resulta tóxica en las dosis evaluadas para su uso como medicamento.  
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 INTRODUCCIÓN 

La anemia drepanocítica (AD) es la anemia hemolítica determinada genéticamente 

más frecuente en el mundo, ocasionada por una mutación puntual en la posición seis 

del gen que codifica para la cadena β de la hemoglobina. Esto reduce 

significativamente la solubilidad de esta proteína y provoca su polimerización. Como 

consecuencia de ello, los glóbulos rojos aumentan su rigidez y toman forma de hoz. 

Este padecimiento afecta a millones de personas en todo el mundo, particularmente 

a los africanos de raza negra, los descendientes afrocaribeños, personas del 

Mediterráneo, del Medio Oriente y la India (Dick, 2007; Svarch, 2009). 

La prevalencia de esta patología depende de características genéticas, condiciones 

ambientales, nivel de salud pública y social, así como de patrones matrimoniales 

(Steinberg, 1999; Davies, 1997; Martín et al., 2008). Su frecuencia es mayor en 

África, el Medio Oriente, sur de Italia y Turquía, norte de Grecia, provincias 

occidentales de Arabia Saudita e India. Fue trasladada por el comercio de esclavos a 

Estados Unidos de Norteamérica, América Central, el Caribe y algunos países de 

América del Sur. En el mundo la frecuencia del estado de portador heterocigótico 

(AS) es del 7% y cada año nacen de 300 000 - 400 000 niños enfermos. En Estados 

Unidos es la hemoglobinopatía más frecuente, aproximadamente el 8 % de los 

afroamericanos porta la mutación En países de América Latina y el Caribe, existe 

baja incidencia (Rodríguez et al., 1998; Streetly, 1993; García et al., 2010; Guyton y 

Hall, 2010). Se considera un problema de salud en Europa, debido a que la 

inmigración desde países en los que la enfermedad es prevalente, aumentó de 

manera considerable en los últimos 15 años. En la actualidad, existen en ese 

continente 1 500 000 portadores de hemoglobina AS (Roberts y De Montalembert, 

2007; Svarch et al., 2011). 

En Cuba, debido a la alta prevalencia de esta patología, el sistema de salud pública 

dedica esfuerzos incalculables para el seguimiento de esta enfermedad.  El 3,1% de 

la población está afectada por este tipo de anemia, con una marcada incidencia en la 

población de las provincias orientales, cuyas cifras oscilan entre el 5,59-10,60%. No 
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obstante, en las provincias occidentales se sitúa este padecimiento entre el 2,12-3,04 

% (Muñíz et al., 2000; Fernández et al., 2008; Svarch, 2012).  

A pesar del vasto conocimiento que se tiene sobre este padecimiento, en la 

actualidad no se cuenta con una terapia efectiva (Svarch, 2012). Esta se reduce al 

tratamiento de los síntomas relacionados a las crisis vasooclusivas acompañadas de 

úlceras en las piernas, dolores reumáticos, crisis de anemias hemolíticas (Serjeant, 

1992). Una de las razones por las cuales no se ha obtenido éxito en el desarrollo de 

fármacos antidrepanocíticos, es la excesiva cantidad de producto requerida para 

interactuar de manera estereoespecífica con las moléculas de Hb presentes en el 

organismo humano (Mehanna, 2001). Aunque numerosos agentes antidrepanocíticos 

han sido estudiados, hasta el momento la hidroxiurea (HU), es el único fármaco 

empleado para el tratamiento de esta enfermedad. Sin embargo, todos los pacientes 

no responden favorablemente al mismo y algunos no lo toleran debido a sus efectos 

adversos, tales como neutropenia, reticulocitopenia y la posibilidad de mutagenicidad 

y carcinogenicidad en terapias largas (Opkala, 2004; Ware, 2010). No obstante, a 

pesar que la AD se conoce hace más de cuatro siglos, la posibilidad de contar con un 

tratamiento efectivo sigue siendo una aspiración en el campo médico-farmacéutico. 

La búsqueda de compuestos que inhiban la formación de polímeros de la 

desoxihemoglobina S (dHbS) constituye una importante línea de investigación. 

En experimentos encaminados a evaluar varios aldehídos para el tratamiento de la 

anemia drepanocítica, Zaugg (1977) observó la acción antidrepanocítica moderada 

de la vainillina. La unión covalente de la vainillina con la hemoglobina mutada S (Hb 

S) provoca un aumento de la afinidad de esta proteína por el oxígeno. Esta unión 

puede ocurrir tanto en solución como en el interior de los eritrocitos e inhibe la 

formación de polímeros de Hb S. La interacción no afecta el contenido acuoso e 

iónico de las células rojas, por lo que este compuesto es un posible candidato a 

evaluar en el tratamiento de la AD (Abraham et al., 1991). 

El  4-hidroxi-3-metoxibenzaldehído (vainillina) es el componente mayoritario de la 

vainilla natural, la cual es una de las esencias ampliamente utilizada a nivel mundial. 
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Su fuente natural es Vanilla planifolia, aunque se puede encontrar en pequeñas 

cantidades en otras plantas como el tabaco (Nicotiana tabacum L.) (Makkar y 

Beeker, 1994). Debido a sus propiedades organolépticas es altamente utilizada como 

saborizante y aromatizante en las industrias química, alimentaria y farmacéutica. Su 

elevada demanda en el mercado ha propiciado la búsqueda de fuentes alternativas 

de obtención, como la síntesis química y la biotecnológica (Barghini, 2007). Este 

compuesto es reconocido como “seguro” según la Asociación Manufacturera de 

Extractos y Sabores (FEMA) y se clasifica como aceptado para el consumo 

(Administración de Fármacos y Alimentos, FDA) (Opdyke, 1977; Mourtzinos et al., 

2009). En 1990 fue admitida por la Guía de Nuevos Alimentos Químicos, como una 

sustancia sintética aromatizante (Feron, 1991). La vainillina utilizada en los  estudios 

es de origen sintético. En el país no se dispone de ella para su explotación como 

medicamento, por lo que se importa como materia prima. 

Además de las acciones antidrepanocíticas demostradas, la vainillina tiene 

propiedades antioxidantes (Davidson y Naidu, 2000). Esta molécula puede inhibir las 

reacciones mediadas por peroxinitritos mediante su secuestro (Kumar et al., 2004). 

Se han descrito los efectos potenciales de la vainillina en la prevención de algunos 

tipos de tumores, (Liang et al., 2009)  (Lirdprapamongkol et al., 2009), así como la 

inhibición de la mutagénesis inducida por agentes físicos y químicos (Keshava et al., 

1998; Shaughnessy et al., 2001). Actualmente se ha demostrado que este 

benzaldehído tiene una potente actividad antiinflamatoria. (Murakami et al., 2007).  

En Cuba, el Centro de Biofísica Médica de la Universidad de Oriente es la institución 

líder en las investigaciones sobre los efectos terapéuticos de este aldehído, para el 

tratamiento de esta hemoglobinopatía. En varios estudios se corrobora la actividad 

antipolimerizante y antidepranocítica de esta sustancia (Abdala et al., 1997; Álvarez 

et al., 1997; Del Toro et al., 2003). Con el análisis crítico de todo lo reportado en la 

literatura sobre las características y los tratamientos de la AD, es necesario investigar 

la farmacocinética y la toxicología de la vainillina (estudios preclínicos), para 

proponer este candidato terapéutico para la AD. 
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La vainillina es una molécula soluble en compuestos orgánicos, por lo que al ser 

poco soluble en agua precipita rápidamente y forma cristales, principal problema que 

presenta en el desarrollo de los estudios preclínicos. Hasta el momento no existe 

mucha información científica reportada sobre su farmacocinética y de estudios in vivo 

que demuestren su biodisponibilidad.  

Un estudio preliminar realizado en perros sugiere que esta molécula presenta una 

pobre absorción oral y su eliminación plasmática es muy rápida con un tiempo de 

vida media corto (González et al., 2002). Aunque no se han realizado estudios de 

biodistribución, se ha comprobado su gran afinidad por la hemoglobina y los 

eritrocitos, lo que explica la actividad farmacológica (Del Toro et al., 2003; Zhang et 

al., 2004). Los reportes toxicológicos que existen en la literatura son como aditivo 

alimenticio (Kirwin y Galvin, 1993). No existen ensayos toxicológicos que demuestren 

su seguridad como medicamento.  

Para acelerar el proceso de desarrollo preclínico, se conducen en paralelo los 

estudios in vivo que incluyen los que evalúan los procesos de absorción, distribución, 

metabolismo y eliminación (ADME). Estos son imprescindibles para un candidato 

terapéutico que garantizará, la correlación de sus características farmacocinéticas 

(PK) con sus efectos farmacológicos (estudios de PK/PD) y los estudios primarios de 

toxicidad. 

En este contexto se enmarca la presente investigación, dirigida a la evaluación 

farmacocinética y toxicológica de la vainillina en animales de laboratorio. Se evalúan 

diferentes dosis que permiten brindar información sobre el comportamiento de esta 

molécula, para garantizar su uso farmacológico seguro.  

Por todo lo anterior el problema científico de la presente investigación radica en 

que: a partir de la alta incidencia en el mundo y en Cuba de la AD, enfermedad que 

no cuenta aún con tratamiento efectivo. La vainillina es un aldehído aromático con 

actividad antidrepanocítica probada, sin embargo, su biodisponibilidad y seguridad 

como medicamento no está demostrada.  
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Hipótesis 

El 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehído es confinado al compartimento vascular y es 

seguro durante su administración en dosis única y repetida por las vía oral y 

endovenosa, en modelos in vivo, por lo que puede ser un candidato terapéutico para 

la AD.  

Objetivo general 

Evaluar el comportamiento farmacocinético y toxicológico del 4-hidroxi-3-

metoxibenzaldehído (vainillina) en modelos in vivo a dosis única y repetida. 

Objetivos específicos 

1. Determinar el vehículo adecuado para los estudios farmacocinéticos y 

toxicológicos de la vainillina. 

2. Caracterizar el comportamiento farmacocinético de la vainillina en plasma, a 

dosis única y en modelos in vivo. 

3. Estimar la biodistribución de la (125I-vainillina) en ratas por vía oral y 

endovenosa. 

4. Caracterizar el comportamiento toxicológico de la vainillina a dosis única en 

ratas mediante un método alternativo y clasificar su nivel de toxicidad. 

5. Caracterizar el comportamiento toxicológico de la vainillina a dosis repetida en 

ratas. 

La novedad científica de este trabajo se fundamenta en que por vez primera  en 

Cuba:  

 Se realiza un estudio de caracterización farmacocinética en modelos in vivo a 

dosis única y repetida de vainillina en plasma, con vistas a su uso como candidato 

terapéutico. 
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 Se evalúa la toxicidad aguda y subcrónica (90 días), por vía oral de la 

vainillina, para su uso como medicamento, ya que solo existían estudios 

toxicológicos, para ser empleado como aditivo alimentario. 

 Se clasifica su nivel de toxicidad según las normas de la OECD, para su uso 

como candidato terapéutico. 

  Es la primera contribución al tema en el mundo, sobre el comportamiento de 

la farmacocinética intraeritrocitaria y la biodistribución de la vainillina a dosis única 

por vía oral y endovenosa.                                                             

Los resultados de esta investigación han sido presentados en más de 15 eventos 

científicos tanto nacionales como internacionales, están incluidos en 11 artículos 

publicados en revistas de prestigio nacional e internacional (Anexo 1).  
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 CAPÍTULO I. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

I.1  Anemia Hemolítica 

La anemia hemolítica se manifiesta como consecuencia del desbalance entre la 

velocidad de destrucción y la producción de los eritrocitos, lo cual disminuye el tiempo 

de vida media de estos. En estas condiciones, la médula ósea trata de mantener el 

volumen celular requerido y aumenta, de seis a ocho veces, la producción y liberación 

de eritrocitos jóvenes (reticulocitos) a la circulación periférica (Spivak, 2000). 

En las anemias hemolíticas hereditarias la alteración en el eritrocito se puede 

expresar bajo diferentes formas, se definen por la coexistencia de anormalidades 

cualitativas o cuantitativas, o ambas, en las cadenas de globina. Entre estas se 

incluyen las talasemias, que se caracterizan por la capacidad limitada en la síntesis 

de las cadenas polipeptídicas de la hemoglobina (Hb) y, las alteraciones en la 

secuencia de restos de aminoácidos. Las variantes moleculares más frecuentes de 

las hemoglobinopatías son las mutaciones puntuales de los genes que codifican para 

la Hb, como las S, C, D y E. Estas alteraciones dependerán en gran medida de la 

posición y el tipo de mutación (Weatherall, 1997; García, 2010).  

I.1.1  Anemia drepanocítica, polimerización de la hemoglobina S 

La hemoglobinopatía S o Anemia drepanocítica (drepanocitemia) es una anemia 

hemolítica crónica de intensidad variable pero habitualmente grave. De acuerdo a 

informes de la Organización Mundial de la Salud (OMS) cada año nacen de 300 000 a 

400 000 niños afectados y en el mundo la padecen un total de 240 millones de 

personas (Del Toro, 2001; Svarch, 2012). 

La anemia drepanocítica es de origen genético e intensidad variable, pero 

habitualmente grave. Se origina por una mutación puntual en el gen que codifica para 

la cadena β de la hemoglobina, lo que da lugar al reemplazo del aminoácido 

hidrofílico ácido glutámico, por el aminoácido hidrofóbico valina, en la posición seis de 

la cadena β de la molécula de hemoglobina normal (Hb) (Eaton, 1990; Nagel, 2001). 

Esta mutación provoca que la Hb sea menos soluble en condiciones de hipoxia o 
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desoxigenación, lo cual ocasiona su polimerización y precipitación en el interior del 

eritrocito (Mehanna, 2001) es decir; las moléculas de desoxihemoglobina (dHbS) se 

unen formando agregados moleculares en forma de estructuras microtubulares 

elongadas que rigidifican, distorsionan y disminuyen la flexibilidad del glóbulo rojo 

(Colombo, 1993). 

La polimerización, está asociada a la reducción del contenido de iones y de agua de 

la célula y a la consecuente deshidratación celular. Este proceso conlleva a que el 

glóbulo rojo se distorsione y disminuya su flexibilidad, adquiriendo forma de hoz. En 

este estado, estas células se tornan más rígidas, pueden obstruir pequeños capilares 

en la circulación y ocasionar una oxigenación deficiente en los tejidos. La hipoxia 

tisular causada por la vaso-oclusión en la microcirculación y el consiguiente daño de 

los órganos, constituyen la primera causa de morbilidad y mortalidad de esta 

enfermedad (de Jong, 2001; De Franceschi y Corrocher, 2004). 

I.1.2 Polimerización “in vivo”, vasooclusión y crisis dolorosas. Cuadro clínico, 

incidencia de la enfermedad  

El resultado de la polimerización “in vivo” es la obstrucción del flujo sanguíneo en los 

microcapilares (vasooclusión). La vasooclusión ocasiona crisis dolorosa y daños de 

los órganos que contribuyen sustancialmente a la morbilidad y mortalidad de esta 

enfermedad (Colombo, 1993). 

La crisis dolorosa es una obstrucción aguda, a veces subaguda, de la 

microcirculación por células falciformes, seguidas de isquemia. En ocasiones se 

presenta necrosis y destrucción tisular. Se han identificado un gran número de 

eventos que precipitan las crisis dolorosas: la deshidratación, la fatiga, la 

menstruación, la ingestión de alcohol, el estrés emocional y la acidosis, entre otros, 

pero no se conoce qué mecanismo “dispara” esta complicación (Serjeant, 1992).  

 

La interpretación de los resultados de las investigaciones realizadas, para tratar de 

determinar la variabilidad en la frecuencia de las crisis dolorosas, indican que la 

causa principal de las crisis vasoclusivas (CVO) y las diferencias entre los pacientes 
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están en las variaciones en la anatomía y en las propiedades dinámicas de la 

microcirculación, y no en la mayor probabilidad de polimerización intracelular de las 

células. 

En la polimerización existe un tiempo de demora (td) o proceso de nucleación durante 

el cual las unidades de dHbS se asocian unas con otras para formar un núcleo crítico 

con la posterior adición de otras unidades (Eaton, 1990). 

Las manifestaciones clínicas de la hemoglobinopatía S no aparecen en el momento 

del nacimiento, debido a la aumentada proporción de hemoglobina fetal (HbF) que 

existe en esa época de vida. El proceso hemolítico comienza semanas después del 

nacimiento y se hace evidente a las doce semanas. La Hb desciende rápidamente en 

los primeros tres meses, se mantiene estable hasta seis meses y vuelve a disminuir a 

los 15 meses, no manifestándose más cambios relacionados con la edad hasta los 

seis años. Entre los tres y seis meses el valor promedio de la Hb es de 8,0 g/L y a los 

15 meses de 7,0 g/L. En este proceso existen marcadas diferencias interindividuales 

(Bunn, 1997). 

El diagnóstico se establece alrededor del año de edad y las causas más frecuentes 

son: anemia, infecciones, crisis mano-pie, ictericia, hepatoesplecnomegalia, y CVO 

dolorosas abdominales y osteomioarticulares. El mayor por ciento de muertes se 

encuentra en la niñez. Un estudio reciente conducido por una clínica en Dallas, TX 

(N=980) divulgó que 98.4% de sus pacientes sobrevivieron a  la edad de 18 años.la 

creación de centros multidisciplinarios comprensivos del cuidado del paciente, 

mejoraron cabalmente la mortalidad, llegando a la edad adulta (Jordan et al., 2013).  

Las manifestaciones clínicas de la HbS son de distintos tipos y causas, pero la mayor 

parte de ellas están condicionadas por oclusión vascular de los glóbulos rojos. Esta 

oclusión vascular puede ocurrir en forma aguda o crónica. Las CVO dolorosas son las 

manifestaciones clínicas más frecuentes y las que determinan en gran medida la 

severidad de la HbS. Aparecen comúnmente en el segundo o tercer año de vida. Del 

total de pacientes en Cuba que presentan dicha manifestación acuden a consultas el 

74,1 % son niños y el 82,2 % son adultos (Svarch et al., 2011). 
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En todos los órganos se pueden producir infartos por oclusión vascular aguda. La 

oclusión vascular crónica, y en algunos casos la sobrecarga de hierro, conducen a 

lesiones permanentes e irreversibles. Entre las alteraciones que pueden presentarse 

se encuentran: cardiovasculares, pulmonares, renales, hepáticas, del sistema 

nervioso central, oculares, óseas, así como, infecciones, úlceras en las piernas y 

priapismo. Esta enfermedad se vuelve multisistémica crónica que va desde el fallo de 

los órganos hasta la muerte que comúnmente ocurre entre los 20 y 50 años de edad 

(Troutman, 2003; Svarch et al., 2011; Mc Cavit, 2012). Esta patología se hereda como 

rasgo autosómico recesivo y es más frecuente en individuos de la raza negra, así 

como, en el sexo masculino (Lee et al., 1994). La mayor incidencia de esta 

enfermedad se reporta en África tropical, donde el 45 % de la población es portadora 

de la mutación. En América Latina y el Caribe, uno de cada 100 individuos de raza 

negra es portador del gen mutado. En Estados Unidos (EE.UU) específicamente la 

incidencia es de aproximadamente uno de cada 700 nacimientos (Sans-Sabrafren et 

al., 2001; Svarch 2012). En nuestro país, el 3,1 % de la población general es 

portadora del gen de la HbS, con una marcada prevalencia en la zona oriental en 

comparación con las regiones centrales y occidentales de la isla (Espinosa, 1996; 

Fernández et al., 2008; Svarch, 2012). 

I.1.3  Anemia Drepanocítica: Un problema de salud pública y social 

La anemia drepanocítica es la única patología hematológica de carácter genético que 

constituye todavía un problema de salud pública y social. En Cuba por más de treinta 

años se han dedicado recursos humanos y materiales en diversas investigaciones 

relacionadas con esta enfermedad, y se han abarcado tópicos tan importantes como 

la fisiopatología, el crecimiento y el desarrollo intelectual y social del enfermo. En el 

Instituto de Hematología e Inmunología existe un Programa de Atención Integral que 

incluye: seguimiento sistemático desde temprano en la vida en una consulta 

especializada, la administración de ácido fólico de forma permanente y de penicilina 

oral profiláctica los primeros 5 años de la vida; así como la educación del niño y de 

sus padres (Martínez et al., 2012). Desde 1986 se realiza esplenectomía parcial en la 
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crisis de secuestro esplénico con excelentes resultados (Svarch et al., 2011). El 

problema de esta enfermedad lo constituye la no-existencia de un tratamiento 

efectivo, reducido solo al sintomático. Si bien la hemoglobinopatía SS no es una de 

las principales causas de muerte, sí afecta a una fracción no despreciable de nuestra 

sociedad (3,1%) que posee un alto índice de mestizaje (Espinosa, 1996; Svarch, 

2012). Estudios realizados en una población determinada de adultos demostraron que 

el rendimiento intelectual fue normal, sin embargo las limitaciones propias de la 

enfermedad implicaron que un 70 % repitieran cursos escolares y el 26 % no 

estuvieran vinculados a actividades laborales. El perfil de personalidad demostró que 

eran reservados, emotivos, socialmente tímidos, inseguros y dependientes. El estudio 

de la estabilidad psíquica reveló una combinación de rasgos de personalidad 

neurótica. El perfil psicopatológico era el propio de la depresión (Espinosa, 1996). Los 

niños presentan retraso en su crecimiento y desarrollo. Se han postulado diferentes 

hipótesis: disfunciones hormonales, deficiencias nutricionales, otros plantean que la 

causa es multifactorial pero hasta el momento no se ha comprobado fehacientemente 

ningún mecanismo (Bloom, 1995). 

Como puede observarse, esta enfermedad constituye un problema de trascendencia 

social ya que provoca limitaciones de salud, caída de la calidad de vida, preocupación 

y carga económica familiar. Todas estas razones justifican la importancia de la 

búsqueda de tratamientos efectivos para contrarrestarla.  

 

I.1.4  Agentes Antisickling o Antidrepanocíticos 

Los principales requerimientos para que un agente sea útil en la terapia clínica de la 

anemia drepanocítica son: 

 Ser de fácil administración (preferentemente oral) y con una absorción predecible. 

 Atravesar la célula, reaccionar con la HbS o con la membrana, previniendo la 

polimerización y el sickling. 

 No comprometer la función fisiológica de la Hb o la estructura celular, no alterar 

las propiedades de enlace con el oxígeno de la Hb modificada. 
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 No provocar efectos hematológicos secundarios: hemólisis, afinidad incrementada 

por el oxígeno. 

 No causar efectos tóxicos. 

(Serjeant, 1992; Tierney, 1999; Del Toro, 2001): 

Se han reportado una serie de compuestos que influyen en la polimerización de la 

HbS, existiendo distinción entre los conocidos como agentes antisickling y antigeling 

(Wilburn, 1991). Un compuesto antisickling es aquel que es capaz de atravesar la 

membrana y prevenir o revertir la falciformación (sickling) de los glóbulos rojos, 

generando inhibición de la polimerización o no. Un compuesto antigeling es capaz de 

prevenir la polimerización de la dHbS mediante interacción directa o indirecta con la 

Hb.  Este no penetra a través de la membrana celular en cantidades suficientes por lo 

que no es capaz de revertir o prevenir el sickling cuando entra en contacto con el 

glóbulo rojo. No obstante a esta clasificación relativa, la comunidad científica ha 

establecido la denominación común de Agentes Antisickling independientemente de 

su mecanismo de acción (Wilburn, 1991). 

En todos los efectos, los tóxicos se convierten en el primer factor que prohíbe su uso 

como agentes terapéuticos en el tratamiento de la anemia drepanocítica (Del Toro, 

2001). 

I.1.5  Tratamientos, terapia convencional 

La ausencia, hasta la fecha, de un tratamiento farmacológico adecuado (Mc Cavit, 

2012) para la Anemia Drepanocítica ha hecho que como parte de la terapia 

convencional, durante los períodos de crisis dolorosas, se sugieran otras opciones, 

como son : 

Vasodilatadores, los cuales mejoran la circulación capilar durante la crisis dolorosa (la 

literatura reporta el uso de la papaverina, inyección intravenosa de sulfato de 

magnesio al 50 %), anticoagulantes, para inhibir los cambios secundarios de la 

coagulación a la vasooclusión en las crisis dolorosas, y algunos inhibidores de la 

agregación plaquetaria como la aspirina (Ballas, 1997; Serjeant, 1992), analgésicos 

(Griffin, 1994), antibióticos para los períodos febriles y la sepsis pneumocócica. Se 



 13 

reporta el empleo de la vacuna neumocócica y la penicilina profiláctica en los 

primeros años de vida (Rogers, 1995; Bjornson, 1996; Quinn et al., 2010) y terapia 

transfusional (Campbell, 1993). 

A pesar de los conocimientos de la etiopatogenia de la enfermedad, aún no se cuenta 

con una terapia farmacológica efectiva de prevención o de remisión de sus 

manifestaciones clínicas. El tratamiento actual solo comprende el manejo y el control 

general de los síntomas relacionados con la crisis, mediante el empleo de 

vasodilatadores, anticoagulantes, algunos inhibidores de la agregación plaquetaria, 

analgésicos, antibióticos y terapia transfusional (Campbell et al., 1993; Charache, 

1996; Bjornson et al., 1996; Ballas, 1997; Elander et al., 2004; Rees et al., 2010). 

Una de las razones por las cuales no se ha obtenido éxito en el desarrollo de 

fármacos antidrepanocitarios, es la excesiva cantidad de producto requerida para 

interactuar de manera estereoespecífica con el elevado número de moléculas de Hb 

presentes en el organismo humano (Mehanna, 2001). Además, como solo una 

fracción del fármaco es selectivamente transportada dentro de los eritrocitos (el resto 

es metabolizado o excretado), las dosis estimadas para este tipo de patología están 

en un rango de uno a cuatro gramos diarios. Por estos motivos y debido a los largos 

períodos de tratamiento, la baja toxicidad es una premisa fundamental para un buen 

candidato terapéutico para esta patología (Abraham et al., 1991). 

I.1.6  Búsqueda de nuevos tratamientos efectivos 

Actualmente los pacientes con hemoglobinopatía SS reciben tratamiento para sus 

síntomas y no para curar la enfermedad. Las investigaciones para la cura de esta 

enfermedad progresan por diferentes vías:  

- Desarrollo de agentes antisickling. Una molécula  que promete es la vainillina un 

producto químico encontrado en algunas plantas y que puede sintetizarse en el 

laboratorio (Beshore, 1994). 

- Estudio de los genes que aumentan la producción de hemoglobina fetal (HbF). La 

Hidroxiurea (HU) es un fármaco que parece trabajar en esta vía, pero no 
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uniformemente y no en todos los pacientes, aunque es teratogénica y mutagénica en 

modelo animal, incrementó el número de eritrocitos con HbF, el porcentaje de HbF y 

la cantidad de HbF por célula (Goldberg, 1990; Charache, 1992). Esta afecta el 

transporte pasivo de K+, incrementa el volumen corpuscular medio (VCM), altera la 

permeabilidad de la membrana celular y la deformación, a la vez que disminuye la 

adhesión de las células rojas al endotelio; por lo que provoca la disminución de la 

severidad clínica y el número de CVO (Charache, 1995; Saleh, 1999; Roa, 1997). La 

HU tiene muchas características para ser un fármaco ideal para la anemia 

drepanocítica y proporciona beneficios terapéuticos a través de múltiples mecanismos 

de acción. Aquellos pacientes que responden experimentan menos episodios 

dolorosos y disfrutan una salud general mejorada. No hay manera de predecir quién 

responderá al tratamiento y quién no. La HU se ha probado en ensayos clínicos sola y 

combinándose con la eritroproyetina, hormona que estimula la producción de 

eritrocitos (Ware, 2010). El impacto de la HU sobre la hemólisis es modesto, aún no 

se conoce su influencia a largo plazo en pacientes con hemólisis.  Se ha encontrado 

una tendencia a la significación entre el uso de la HU y el componente hemolítico 

(Arencibia et al., 2012). 

- Trasplante de médula ósea (TMO) o terapia génica. Con los avances en la 

ingeniería genética se ha fortalecido el uso de esta terapia como vía alternativa en el 

tratamiento de algunas hemoglobinopatías como la drepanocitemia y la talasemia. El 

TMO es usado como una terapia alternativa específicamente para aquellos enfermos 

sometidos a largos regímenes de transfusiones La ventaja de este procedimiento es 

que pudiera ser una verdadera cura a largo plazo. La desventaja es que no siempre 

funciona y puede haber complicaciones inmunológicas serias. El trasplante es tan 

peligroso que no se realiza a menudo. Este consiste en el reemplazo del gen β-

globínico anormal por uno normal mediante el transplante de médula ósea (TMO) o 

de células hematopoyéticas (stem-cell), cuando existen donantes compatibles 

disponibles. Esta terapia ofrece, a los enfermos con AD, una mejor expectativa en 

cuanto a la longevidad y calidad de vida (Mentzer, 1994; Kalinyak, 1995). El 

tratamiento tiene los riesgos potenciales aprensivos: cuando el nuevo gen se inserta 
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en el cromosoma no hay seguridad de que no se active otro gen (cáncer) o se 

inactive uno esencial. La terapia génica constituye una alternativa futura que encierra 

ventajas y riesgos para el enfermo con drepanocitemia. Además es una vía más 

costosa y de menor posibilidad de ejecución en aquellos países de mayor prevalencia 

de la drepanocitemia. Independientemente del problema que esta plantea: ¿Cómo 

transferir efectivamente genes de forma segura o de riesgos compatibles con la vida y 

que no afecten la calidad de esta? (Persons, 2000; Reik, 2004). Es actualmente la 

única terapia curativa para esta enfermedad, todavía, esta modalidad del tratamiento 

es poco utilizada en el mundo, el centro para la investigación internacional del 

trasplante de sangre y médula divulgó que se han reportado menos de 500 

trasplantes en las base de datos, debido esto a su riesgo significativo de mortalidad 

(Buchanan, 2010). 

- Fármacos nuevos que modulan la hemoglobina F tales como el decitabine y los 

ácidos grasos de cadena corta pueden mejorar los resultados. 

- Terapias que emergen resultado de una amplia comprensión de la fisiopatología de 

la AD es la promesa de los ensayos clínicos que se han incorporado; estos incluyen 

las estatinas, anticoagulantes, glutamina, y terapias de modificación del óxido nítrico 

(Buchanan, 2010). 

 

I.2  Vainillina: origen y producción industrial 

La vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehído) es uno de los compuestos más 

empleados a nivel mundial como aromatizante y saborizante (Walton, 2003; Sinha, 

2007). A pesar de que anualmente se producen más de 12 000 toneladas de este 

producto, solo el uno por ciento se obtiene de su fuente natural. En la actualidad, la 

producción por esta vía no satisface la demanda mundial por lo que se explotan 

mayormente las vías biotecnológicas como la síntesis microbiana a partir de 

estilbenos, lignina, eugenol y ácido ferúlico (Barghini, 2007). 



 16 

Debido a sus propiedades organolépticas, este compuesto es ampliamente utilizado 

en la industria alimentaria como modificador del sabor y olor, así como antibacteriano 

(Rupasinghe et al., 2006). Actualmente es muy utilizado en la confitería y en la 

preparación de bebidas. Presenta grandes ventajas respecto a otros saborizantes 

debido a que es compatible con el sabor de muchas frutas, aún a altas 

concentraciones (Korthou y Verpoorte, 2007). Aproximadamente el 50 % de la 

producción de vainillina sintética, se utiliza en las industrias farmacéutica y química, 

en la elaboración de herbicidas o fármacos como la papaverina, L-metildopa, L-dopa 

y de agentes antimicrobianos como el trimethoprim (Hocking, 1997; Walton, 2003). 

 

I.2.1 Estructura química del 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehído (vainillina) 

La vainillina es un benzaldehído que posee en posición –meta un grupo metoxi y un 

grupo hidroxilo en posición –para (Figura 1). El átomo de carbono carbonílico se 

encuentra en el estado de hibridación sp2, está enlazado a un átomo de carbono y a 

uno de hidrógeno a través de simples enlaces σ y a un átomo de oxígeno, a través de 

un doble enlace (σ y π). (Morrison, 1987). 

 

La estructura química es la siguiente: 

 

      

 

 

 

                                   Figura 1. Estructura química de la vainillina.  

 

La estructura y la polaridad del grupo carbonilo, determinan las  propiedades 

químicas de este tipo de compuesto. Este grupo proporciona un sitio para la 

interacción de agentes nucleofílicos por el carbono y de agentes electrofílicos por el 

oxígeno. Las principales reacciones químicas en las que participa la vainillina son: la 

oxidación, la reacción de Cannizaro (auto-oxidación), la adición de alcohol en medio 
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ácido, la reducción a alcohol, la condensación benzoínica, la hidrólisis y la adición de 

derivados de amonio (Morrison, 1987). Esta última es de gran importancia, pues está 

involucrada en la interacción con varias moléculas orgánicas como la hemoglobina, lo 

que le confiere a la molécula ciertas propiedades farmacológicas. La vainillina 

reacciona con la molécula de HbS según (ecuación 1) fomando una base de Schiff. 

                  HbNH2  RCHO  HbNCHR  H2O 

                       Hb            aldehído            base de Schiff 
(1) 

La velocidad de la reacción depende de la rapidez de formación del enlace entre el 

nucléofilo y el carbono carbonílico, y de los efectos electrónicos y estéricos de los 

grupos enlazados al carbono carbonílico que actúan sobre el mismo y sobre el estado 

de transición (Morrison, 1987; Fernández, 1997). 

I.2.2  Características físico-químicas de la vainillina 

El aldehído aromático 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehído tiene estructura cristalina en 

forma de agujas finas de color blanco o amarillo pálido, con olor agradable y sabor a 

vainilla. Es muy soluble en etanol, cloroformo, éter, sulfuro de carbono, ácido acético 

glacial, piridina, aceites y soluciones acuosas de hidróxidos alcalinos. Las 

propiedades físico químicas se resumen en la tabla 1 (Sinha et al., 2007; Kumar et al., 

2012). 

Tabla 1. Propiedades físico-químicas de la vainillina. 

Propiedades Datos 

Fórmula Molecular C8H8O3 
Estructura Química (CH3O)C6H3(OH) CHO 
Peso molecular 152,15 
Temperatura de ebullición 285 °C 
Temperatura de Fusión 80-81 °C 
Solubilidad en agua 1g/100mL 
Densidad 1,056 g/mL 
Acidez (pKa) 7.781 
Basicidad (pKb) 6.216 
Constante de disociación pKa1 = 7,4; pKa2 = 11,4 (25 °C) 

             Fuente: Sinha et al., 2007; Kumar et al., 2012 
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I.2.3  Potencialidades de la vainillina como candidato terapéutico 

I.2.3.1  Propiedades antidrepanocíticas 

Una de los primeras investigaciones realizadas con la vainillina como candidato 

terapéutico, fue la evaluación antidrepanocitaria in vitro (Zaugg et al., 1977). En los 

primeros estudios realizados sobre la influencia de la vainillina para el tratamiento de 

la anemia drepanocítica, se evidenció que este compuesto puede atravesar la 

membrana eritrocitaria desde el plasma, concentrarse en el citosol e interactuar con la 

hemoglobina mutada (HbS), inhibiendo su polimerización. De esta manera, la 

vainillina mejora la funcionalidad del eritrocito debido a que incrementa el número de 

moléculas de HbS en estado soluble (Zaugg et al., 1977). Posterior a los estudios de 

Zaugg, se confirmó la moderada acción del compuesto al ser comparada con otros 

aldehídos, demostrando su capacidad para reducir la falciformación y producir un 

incremento del número de células normales (Bedell et al., 1979). 

 

En 1991, se demostró que la vainillina reacciona covalentemente con la HbS, lo que 

aumenta la afinidad de esta proteína por el oxígeno. Además, se comprobó que la 

molécula no produce cambios significativos en el contenido iónico y de agua del 

eritrocito. Mediante el empleo de técnicas de cristalografía de rayos X, se encontró un 

sitio principal y otro de menor ocupación, en el enlace de la vainillina con la Hb 

(Abraham et al., 1991). En estudios más recientes, se ha corroborado la inhibición de 

la polimerización de la HbS, debido a la inhibición de los sitios de contacto 

intermoleculares (Álvarez et al., 1997; Del Toro et al., 2003). La inhibición de la HbS 

también ha sido comprobada in vivo, mediante el empleo de ratones transgénicos que 

tienen eritrocitos característicos de la enfermedad (Zhang et al., 2004). 

Este compuesto es capaz de atravesar la membrana eritrocitaria desde el plasma, 

concentrarse en el interior del glóbulo rojo y reaccionar con la HbS en los sitios 

estratégicos necesarios para la estabilización del polímero y de esta forma inhibir su 

formación. 
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Las microfotografías obtenidas utilizando la Microscopía Electrónica de Transmisión 

(Jeem 2000 EX, Jeol) mostraron la formación de las fibras de los polímeros de 

desoxihemoglobina S en las muestras controles HbS (tiempos 0, 5 y 24h). En las 

muestras tratadas con la vainillina no se observaron fibras en numerosos hematíes y 

sí una tendencia al incremento del número de hematíes en estado bicóncavo 

helicoidal. La inhibición de la formación de las fibras de los polímeros de dHbS 

observada en este estudio corrobora los reportes sobre la moderada actividad 

antisickling de la vainillina sugiriendo un posible modo de acción a través de la 

inhibición de los sitios de contacto intermoleculares (Del Toro et al., 2004). 

I.2.3.2  Propiedades antimutagénicas 

La vainillina es capaz de inhibir la mutagénesis inducida por sustancias químicas y 

agentes físicos en varios modelos animales (Tsuda et al., 1994; Akagi et al., 1995). 

Este compuesto es capaz de reducir la citotoxicidad in vitro en células V79 de 

hámster chino, tras la exposición aguda a rayos X y ultravioletas (UV) (Keshava et al., 

1998). Se ha observado la habilidad de la vainillina de inhibir la mutación en células 

AL (híbrido de células de hamster y humanos) inducida por varios mutágenos 

químicos, sugiriendo que la vainillina puede ser prometedora en la acción 

quimiopreventiva del cáncer (Gustafson et al., 2000; Brenner et al., 2005). Otros 

estudios encontraron que la vainillina inhibe la mutagénesis espontánea en la línea 

célular humana HCT116 de cáncer de colon dependiendo de la concentración en las 

exposiciones a largo plazo y es también eficaz en exposiciones a corto plazo, también 

se demostró por primera vez que la vainillina reduce espontáneamente la fracción 

mutante (mutantes/106 sobrevivientes) a concentraciones tóxicas mínimas en células 

de mamíferos (King et al., 2007). 

I.2.3.3  Propiedades antineoplásicas 

Las propiedades antineoplásicas de la vainillina la hacen objeto de estudio de 

numerosos investigadores. Estudios sobre el efecto antitumoral han demostrado que 

esta sustancia tiene efectos quimiopreventivos en modelos carcinogénicos de ratas 

(Shaughnessy et al., 2001). Además, es capaz de inhibir la proteína quinasa 
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dependiente de ácido desoxirribonucleico. Esta enzima está involucrada en la 

transducción de señales para la proliferación y diferenciación celular, eventos 

necesarios para el desarrollo de las células cancerígenas. Por otro lado, se ha 

demostrado que mejora la sensibilidad de las células cancerígenas al cisplatino, un 

antineoplásico de amplio uso (Duran y Karran, 2003). 

La vainillina impide la metástasis del cáncer de mama en modelos experimentales. La 

administración de 100 mg/kg diarios durante un mes a ratonas BALB/c implantadas 

con una línea celular 4T1, produjo una reducción significativa del número de colonias 

que hicieron metástasis, con respecto a las controles (Lirdprapamongkol et al., 2005). 

Recientemente se ha constatado el efecto anticarcinogénico y antimetastásico de la 

vainillina debido a la inhibición de enzimas requeridas para los procesos de 

metástasis e invasión de tumores. Esta sustancia inhibe la actividad gelatinolítica de 

proteinasa-9 de la matriz extracelular en células humanas de carcinoma hepatocelular 

(HepG2). Este efecto se logra a través de la inhibición de la actividad del factor 

nuclear NF-kappaB, el cual regula la expresión de esta proteína (Garg y Aggarwal, 

2002). Como resultado, se redujo considerablemente la invasividad de las células 

HepG2 en un modelo específico para este fin, a concentraciones no tóxicas y en 

dosis dependiente (Liang et al., 2009). 

Este compuesto también inhibe la migración celular por la capacidad de inhibir la 

actividad enzimática de la fosfoinositol 3-quinasa (Lirdprapamongkol et al., 2009). La 

presencia de un grupo aldehído en la estructura química de la vainillina es importante 

para ejercer la acción inhibitoria. Además, esta sustancia también inhibe la 

angiogénesis, determinada en el ensayo de la membrana corioalantoidea del embrión 

de pollo (Lirdprapamongkol et al., 2009). 

I.2.3.4  Propiedades antioxidantes  

Recientemente se ha manifestado la actividad antioxidante de la vainillina debido a su 

poder reductor. Se comprobó que es capaz de secuestrar especies reactivas de 

oxígeno (ERO) como los peroxinitritos, e inhibir las reacciones mediadas por este tipo 
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de compuesto (Kumar et al., 2004). Otras evidencias señalan que a concentraciones 

de 2,5 mmol/L, este benzaldehído puede proteger contra la oxidación de proteínas y 

la peroxidación lipídica inducida por fotosensibilización en mitocondrias de 

hepatocitos. El mecanismo propuesto comprende la posibilidad de remover el oxígeno 

singlete, el cual es responsable del daño inducido (Jayashree et al., 2000; Kamat et 

al., 2000). En un estudio donde se evaluó la actividad antioxidante de la vainillina 

usando múltiples ensayos se evidenció el aumento de la concentración de vainillina y 

la actividad antioxidante en plasma de ratones tras administración oral. Esto sugiere 

que la actividad antioxidante de la vainillina pudiera ser más beneficiosa que lo 

pensado para el cuidado de la salud diaria ( Akihiro et al., 2011) . 

Fueron investigadas las propiedades antioxidante, antiinflamatoria y  hepatoprotectora 

de la vainillina en estudios in vivo en ratas tratadas con tetracloruro de carbono 

(CCl4), sustancia usada para inducir el daño en el hígado. Los resultados sugieren 

que los efectos antioxidante y antiinflamatorio de la vainillina contra las lesiones 

agudas inducidas por el CCl4 pueden implicar la capacidad de bloquear los radicales 

libres generados por el CCl4. Los mecanismos de protección incluyen la inhibición de 

los procesos de la oxidación de la proteína y del lípido, del aumento en actividades 

enzimáticas antioxidantes y de la inhibición de los mediadores de la inflamación, que 

da lugar a la recuperación de parámetros biológicos y a la integridad de los aspectos 

histológicos del hígado (Makni et al., 2011; Castán et al., 2012).  

I.2.3.5  Propiedades neurodepresivas 

La vainillina tiene características propias de sustancias depresoras del sistema 

nervioso central, al ser administrada por vía parenteral en mamíferos. De acuerdo con 

esta propiedad se ha propuesto que puede ser empleada como agente 

psicoterapéutico a corto plazo, en un rango de dosis de 200 a 1500 mg/kg de peso 

corporal. Otras aplicaciones comprenden la disminución de la ansiedad y sus 

complicaciones, la relajación muscular a corto plazo, la supresión de los movimientos 

ligeros sin afectación de movimientos mayores y la actividad anticonvulsivante. 
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Debido a que esta molécula no posee átomos de nitrógeno, representa un agente 

tranquilizante con una toxicidad relativamente baja (Abraham et al., 1997).  

I.2.3.6  Propiedades antiinflamatorias 

Actualmente se ha demostrado que este benzaldehído tiene una potente actividad 

antiinflamatoria. Es capaz de inhibir la activación del factor nuclear NF-kappaB 

estimulado por lipopolisacáridos y la expresión del gen de la ciclooxigenasa tipo 2, en 

una línea de células macrófagas murinas (Murakami et al., 2007).  

Las propiedades antiinflamatorias de la vainillina le permiten no solo prevenir la colitis 

inducida, sino también mejorar el cuadro inflamatorio establecido en este modelo 

murino, mediante la inhibición in vivo de la actividad del factor NF-kappaB. Asimismo, 

la administración oral de la vainillina inhibe la producción de citoquinas pro-

inflamatorias que están relacionadas con la colitis inducida por TNBS y que son 

reguladas por el factor de transcripción nuclear NF-kappaB, como la IL-1β, IL-6 y 

TNF-α. Además, la vainillina estimula la expresión de la citoquina antiinflamatoria IL-

4, la cual se encuentra suprimida en este modelo inflamatorio. El potencial 

antioxidante de la vainillina también puede contribuir a la prevención de las 

enfermedades inflamatorias del intestino grueso (IBD, siglas en inglés) humanas, 

pues se conoce que los radicales libres son un factor de riesgo en estas 

enfermedades (Wu et al., 2009). 

I.3  Integración de la toxicología, la farmacocinética (PK) y la toxicocinética (TK) 

en estudios con modelos in vivo   

La PK y la toxicología han evolucionado desde una distante colaboración hacia una 

integración o simbiosis de alta correlación práctica. Se ha establecido una estrecha 

relación entre especialistas de diferentes disciplinas, aumentando los conocimientos 

sobre las alteraciones metabólicas que tienen lugar bajo condiciones de exposición a 

altas dosis. Así la TK proporciona una explicación a las respuestas observadas 

después de la administración de altas dosis para establecer un grado razonable de 

extrapolación y poder estimar los márgenes de seguridad (Maas et al., 2007).  
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La PK se utiliza para seleccionar un vehículo o sistemas de liberación de fármaco que 

produzca las concentraciones plasmáticas deseadas en la especie animal de interés. 

La solubilidad del producto puede limitar el uso de determinados vehículos comunes 

en los estudios de seguridad, este tipo de estudio farmacocinético puede influir en el 

diseño de la forma farmacéutica empleada en los ensayos clínicos. Los datos 

cinéticos pueden utilizarse como un puente de unión entre la farmacología y la 

toxicología y entre la farmacocinética y la toxicocinética (Smith et al., 2001).  

La importancia del vehículo en el desarrollo de soluciones es obtener una que permita 

perfeccionar la exposición y translocación de fármacos y que exista una buena 

biodisponibilidad y seguridad (Deacqunita et al., 2008). 

La toxicidad es una cualidad a la vez intrínseca y relativa de todas las sustancias y 

depende de un conjunto de condiciones y circunstancias, como son los procesos de 

biotransformación (los que aumentan o disminuyen la toxicidad), así como los 

mecanismos de defensa del individuo, también influyen otros factores externos e 

internos, como el estado fisiológico del individuo (a su vez muy influenciables) y la 

participación concomitante de otros xenobióticos. La potencialidad tóxica de una 

sustancia es mayor cuanto menor sea la dosis precisa para producir un efecto nocivo 

(De la Iglesia, 1992). 

El conocimiento y comprensión de la farmacocinética de una molécula es 

fundamental al afrontar un estudio toxicológico. Esta disciplina estudia el curso de los 

xenobióticos en el tiempo dentro del organismo, la cual incluye procesos como 

absorción, distribución, metabolismo y eliminación (Gaviraghi et al., 2001). Las 

variables farmacocinéticas permiten dilucidar importantes aspectos como: ruta y 

velocidad de absorción y de eliminación del xenobiótico, posibles metabolitos con 

actividad toxicológica, órganos o sistema de órganos a los cuales se distribuye el 

producto en estudio, entre otros. Estos parámetros son indispensables al afrontar un 

diseño toxicológico experimental (Smith et al., 2001). 

El empleo de la farmacocinética integrado a las evaluaciones toxicológicas es una 

práctica ampliamente utilizada en el mundo actual (Smith, 1997). Esto se debe 
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principalmente, a que los efectos tóxicos de un xenobiótico pueden, en ocasiones, 

depender de las concentraciones alcanzadas en los órganos blancos. Existe un 

consenso general que la “dosis interna” de un determinado producto, definida mas 

apropiadamente como exposición sistémica, puede brindar una mayor información 

toxicológica que la obtenida mediante la dosis administrada externamente (Johnson y 

Wolfang, 2001). La exposición sistémica es un factor determinante para la acción de 

los fármacos y, por consiguiente, para su eficacia y seguridad. Factores como 

toxicidad, farmacocinética y eficacia están directamente relacionados (Eddershaw et 

al., 2000). Por ejemplo, la toxicidad puede ser el motivo para la terminación de un 

producto en la fase de desarrollo; pero la causa real podría ser una prolongada e 

innecesaria exposición sistémica, en otras palabras, una farmacocinética 

desfavorable (Singh, 2006). Este concepto incluye factores como baja disponibilidad 

debido a una pobre absorción; un breve tiempo de vida media de eliminación que 

conlleve a un corto tiempo de acción por saturación; excesiva variabilidad debido a 

agentes genéticos y ambientales, entre otros (Walker, 2004; Wilding y Bell, 2005). 

Los perfiles farmacocinéticos de muchos fármacos son, de manera general, 

dependientes de la concentración, en un rango terapéutico y se denomina como 

farmacocinética lineal o proceso cinético de primer orden. La linealidad implica que 

los cambios en la variación de la concentración de la molécula son proporcionales a 

la concentración de esta, sin que exista ningún proceso de saturación. Sin embargo, a 

altas concentraciones, la cinética tiende a cambiar en dependencia de la 

concentración, debido a la saturación de ciertos procesos (ADME) y es reconocida 

como farmacocinética no lineal (Kwon, 2002). El comportamiento no lineal en la 

farmacocinética de un fármaco puede ser una fuente sustancial de variabilidad en el 

nivel de exposición y respuesta del mismo. 

I.3.1  Farmacocinética, enfoque poblacional 

A partir de la descripción de la modelación no lineal basada en efectos mixtos por 

Sheiner trajo una revolución en el análisis farmacocinético con la introducción del 

enfoque poblacional (Sheiner et al., en 1977). Este enfoque, aplicado en la evaluación 
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farmacocinética y farmacodinámica (PK/PD) está cobrando cada día más aplicación 

en la práctica clínica y experimental porque aporta una poderosa herramienta de 

análisis adaptable a un sin número de situaciones. La unidad de análisis no es el 

individuo sino la población de muestras, con la ventaja de que puede ser escasa, no 

balanceada o fragmentaria en comparación con el enfoque tradicional que exige 

esquemas de muestreos rígidos y extensos (Roy y Ette, 2005). De esta forma, 

combinado con un adecuado análisis matemático y estadístico se convierte en una 

alternativa a los diseños con secuencia de extracción extensa y cuenta, desde hace 

tiempo, con normativas para su aplicación (FDA, 1999). 

El enfoque poblacional es aplicado muy convenientemente en grupos poblacionales 

específicos como en pacientes pediátricos, oncológicos (Slaviero, 2003; Bruno, 2005) 

y otros donde los esquemas extensivos de muestreo no resulten apropiados y 

también en la evaluación de la influencia de variables categóricas como la edad, el 

sexo (Skinner, 2003). Desde el punto de vista experimental también ha cobrado 

relevancia y se ha sugerido su uso en animales, como enfoque especial en algunas 

normativas. Hoy día es cada vez más frecuente su aplicación en PK/PD experimental 

(Bender, 2010; Lee, 2009) y toxicología (Aarons, 2001). 

I.4  Estudios farmacocinéticos de la vainillina 

Don Farthing en 1999 desarrolló un método por HPLC para la determinación de 

metabolitos de vainillina y ácido vainillínico en plasma, eritrocitos y orina en humanos. 

El método demostró ser lineal de 2 a 100 µg/mL para las muestras de plasma y para 

las muestras de orina de 2 a 40 µg/mL. Este se utilizó en la evaluación de los efectos 

de la vainillina en los estudios de farmacocinética y farmacodinamia en pacientes 

sometidos a tratamiento para la Hemoglobinopatía SS (Farthing et al.,  1999). 

En estudios realizados en ratas y perros a través de administración por vía oral a 

diferentes dosis, se ha determinado que esta molécula tiene una pobre absorción, 

pero alcanza la concentración máxima en pocos minutos después de la 

administración. La eliminación es igualmente rápida, lo cual justifica su corto tiempo 

de vida media (González et al., 2002). 
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En la literatura científica hay muy pocos reportes sobre la farmacocinética de esta 

molécula. No existen datos en cuanto a la biodistribución y farmacocinética 

intraeritrocitaria de este aldehído. Es conocido que tiene afinidad por la molécula de 

Hb y que puede internalizarse hacia el interior de los eritrocitos para unirse a esta, lo 

cual le permite ejercer su acción farmacológica (Del Toro, et al., 2003; Zhang et al., 

2004). Por lo que aún quedan algunas dudas en cuanto a su comportamiento cinético. 

Hinderling en 1997, en su artículo Red Blood Cells: A neglected Compartment in 

Pharmacokinetics and Pharmacodynamics refiere; La significación de estudiar la 

cinética de distribución de fármacos en los eritrocitos en animales y humanos no es 

apreciada completamente. Los estudios de distribución de fármacos en eritrocitos no 

ha sido muy desarrollado, por lo que no existe una amplia información. 

I.4.1  Metabolismo de la vainillina 

Los aldehídos en general son metabólicamente detoxificados por oxidación in vivo o 

mediante la reducción a alcoholes. La oxidación de la vainillina se realiza a través de 

la ruta de las molibdeno hydroxilasas entre las cuales se encuentran la aldehído 

oxidasa (AOX) y la xantina oxidasa (XO), como resultado de la cual se obtiene 

fundamentalmente ácido vainillínico (Kirwin y Galvin, 1993). El ácido vainillínico tiene 

efectos beneficiosos en la colitis ulcerativa, inducida por sulfato de sodio, indicando 

de este modo su utilidad en la regulación de la inflamación intestinal crónica (Kim, 

2010) y su inocuidad ha sido reportada (Anklam et al., 1997; Mourtzinos et al., 2009). 

La AOX tiene una amplia especificidad por los aldehídos, incluidos los aldehídos 

aromáticos por los cuales tiene más afinidad que la XO. Es mayoritariamente 

citosólica con alguna actividad primaria microsomal en el hígado y necesita del 

oxígeno para oxidar aldehídos a ácidos carboxílicos. La oxidación de aldehídos por 

XO genera especies reactivas de oxígeno lo cual puede provocar daños en caso de 

un desbalance de oxidación-reducción (O’Brien et al., 2005). 

La presencia de glucurónidos y sulfatos conjugados han sido detectados en la orina 

de ratas tratadas con una dosis de 100 mg/kg de vainillina en la dieta. También se 

encontraron otros metabolitos en concentraciones menores como: alcohol vainillínico, 
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vainillil-glicina, catecol, 4-metilcatecol, guaycol, y 4-metilguaycol (Kirwin y Galvin, 

1993). El análisis cinético de la glucuronización  de la vainillina se realizó en los 

microsomas de hígado obtenidos de animales de experimentación. Así, la rata puede 

ser un mejor modelo que otras especies para la estimación de la glucuronización  de 

la vainillina (Yu et al., 2012).  

  

I.5  Estudios toxicológicos de la vainillina 

En el desarrollo de un fármaco se transita por varias etapas que parten de los 

estudios “in vitro” buscando actividad farmacológica, hasta los “in vivo”, estos últimos 

se realizan primeramente en animales (ensayos preclínicos) y luego en el hombre 

(ensayos clínicos) con el objetivo de probar su eficacia terapéutica y su seguridad 

clínica. Los estudios preclínicos toxicológicos, en especial, garantizan la inocuidad y 

el máximo grado de seguridad.  

La sociedad moderna exige que ningún fármaco deba pasar a disponibilidad del 

hombre, sin una evaluación toxicológica apropiada, ya que debe evitarse cualquier 

forma sutil e imprevista de toxicidad. 

Los primeros estudios de toxicidad realizados a la vainillina en animales se remontan 

al año 1940, estuvieron encaminados a determinar la dosis letal media aguda oral 

(LD50) en ratas (1 580 mg/kg), cobayos (1 400 mg/kg) conejos (3 000 mg/kg) 

(Deichmann et al., 1940; Jenner et al., 1964; Taylor et al., 1964). Para determinar los 

efectos tóxicos a largo plazo, se administraron diferentes dosis de este compuesto en 

la dieta de ratas, durante 91 días. Se emplearon cantidades de 3 000, 10 000 y 50 

000 ppm (proporciones equivalentes a 150, 500 y 2 500 mg/kg/día). Los registros de 

comportamiento, crecimiento, mortalidad, peso corporal y de órganos post mortem y 

los estudios hematológicos e histopatológicos, indicaron que no hubo efectos 

adversos en las ratas mantenidas bajo una dieta con 3 000 ppm de vainillina. Sin 

embargo, a dosis mayores, los animales manifestaron eventos toxicológicos 

moderados como retardo en el crecimiento y aumento de los riñones, el hígado y el 

bazo (Hake y Rowe, 1963). En estudios crónicos posteriores, la sustancia se 
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administró mezclada con el alimento y directamente en el tracto digestivo. La dosis 

mayor evaluada fue equivalente a una ingestión diaria de 2 500 mg/kg de peso 

corporal, equivalente a 14 000 veces el estimado per cápita diario de una persona de 

60 kg de peso corporal. En este ensayo se determinaron parámetros hematológicos y 

bioquímicos: conteo de células blancas y glóbulos rojos, hemoglobina y hematocrito, y 

se realizaron exámenes macroscópicos, e histopatológicos. Los resultados no 

mostraron diferencias significativas entre los pesos corporales ni de los órganos, ni 

entre el resto de los parámetros evaluados de los animales tratados respecto a los 

controles (Hagan, 1967). 

No se han observado reacciones significativas de sensibilización a la molécula de 

vainillina en seres humanos. No obstante, se ha informado cierta acción irritante en 

los ojos y en las mucosas del tracto respiratorio en estudios de sensibilización 

inducida en la piel. Se estima que puede provocar la muerte a dosis de 500 mg/kg por 

vía oral, en adultos humanos (Yu, 2005). 

En estudios recientes administrando vainillina por vía intraperitonial y oral en ratas se 

observó que la vainillina disuelta en una solución hidroalcohólica, podría causar 

periodos cortos de inconsciencia por vía intraperitonial, aunque este fenómeno no 

parece indicar efectos tóxicos de la vainillina en tejidos del riñón, hígado y cerebro 

(KetLi et al., 2011). 

La mayoría de los estudios toxicológicos de la vainillina reportados en la literatura, la 

evalúan como aditivo alimenticio. Por lo que administran el compuesto en la dieta del 

animal, esta vía es apropiada para aditivos alimenticios. Este tipo de administración 

aunque es utilizado con frecuencia en estudios de toxicidad subcrónicos y crónicos, 

es menos exacta que las otras rutas de administración de dosis.sto se debe sobre 

todo a diferencias entre el peso corporal y el consumo de alimentos individual de los 

animales, lo que resulta un consumo de alimento variable (Wallace, 2008). 
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CAPÍTULO II. MATERIALES Y MÉTODOS 

En el diseño experimental, se presenta un grupo de ensayos  preclínicos para la 

evaluación y cuantificación de la vainillina en plasma a partir de la selección del 

vehículo adecuado que asegure que la sustancia penetre en el organismo y se 

desplace hasta llegar al lugar donde con mayor o menor especificidad ejercerá la 

acción. Luego, están los estudios desarrollados para determinar el perfil 

farmacocinético in vivo de la vainillina en dos especies animales  y en tercer lugar, los 

ensayos toxicológicos de primera barrera, correspondientes a la evaluación a dosis 

única y repetida de la vainillina por vía oral,(cumpliendo con el principio de las 3 R) 

como  candidato a fármaco para la Anemia  Drepanocítica.  

La conducción de todos los estudios estuvo orientada por los Principios de las 

Buenas Prácticas de Laboratorio no Clínico de Seguridad Sanitaria y Medio Ambiental 

del MINSAP (MINSAP 2004), los Procedimientos Operacionales de trabajo para la 

Toxicología Experimental, así como la aprobación de los protocolos para el trabajo 

con animales, por el comité de ética de las instituciones en los que se desarrollaron 

los mismos (POT), y por las consideraciones sobre Bioseguridad expresadas en el 

Manual de Bioseguridad de cada institución. 

En los estudios de farmacocinética, los valores de concentración plasmática inferiores 

al límite de cuantificación de 0,1 g/mL, no fueron tomados en consideración en el 

análisis farmacocinético. 

II.1  Reactivos 

La vainillina utilizada fue de origen comercial (SIGMA, Inglaterra), (anexo 2) y el resto 

de los reactivos fueron comerciales procedentes de Sigma (St Louis MO), Merck 

(Alemania).  

II.2  Determinación de los niveles plasmáticos de vainillina a partir de la 

selección del vehículo adecuado para los ensayos preclínicos  

El estudio correspondiente a la parte experimental se realizó en la Dirección de la 

Unidad de Ciencia y Técnica de Base, Control Biológico del Centro de Investigación y 
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Desarrollo de Medicamentos CIDEM (Mercolo). La parte analítica se realizó en el 

Laboratorio de Farmacocinética y Biodisponibilidad del Centro Nacional de 

Toxicología (CENATOX). 

II.2.1  Animales de experimentación 

En el estudio se utilizaron ratas Wistar procedentes de la colonia del Laboratorio de 

Investigaciones Biológicas del CIDEM. 

Los animales se mantuvieron en condiciones convencionales con temperatura de  

22±2 °C, humedad relativa de 65-80 %, ciclo luz oscuridad 12:12. El comportamiento 

de la temperatura y la humedad se verificó diariamente y se asentó en el modelo 

correspondiente. El alimento suministrado en forma peletizada contenía en su 

composición la  fórmula EMO 1002 (ALYco, CENPALAB). El agua estéril se depositó  

en biberones de cristal de 500 mL con pipetas de acero inoxidable. Se realizó la 

limpieza diaria de la instalación y de todos los utensilios para el mantenimiento 

animal. La desinfección de todas las superficies se realizó con Tego 51 al 1 %.  

II.2.2  Vía de administración y nivel de dosis utilizado 

La vía de administración seleccionada para el producto en estudio fue la oral, ya que 

era la propuesta para su administración en humanos. La sustancia se administró 

mediante intubación intragástrica, utilizando una cánula curva metálica (gavage). La 

dosis seleccionada para este estudio fue de 400 mg/Kg de peso corporal, tomando en 

consideración que la dosis propuesta de vainillina a utilizar en el humano es de uno a 

cuatro gramos por día, lo cual corresponde a 14 y 57 mg/Kg de peso corporal, 

respectivamente en individuos adultos (70 Kg) (Abraham, 1991), y dado también a la 

necesidad de realizar estudios posteriores subcrónicos y crónicos. Por tal motivo, en 

este estudio empleamos esta dosis, para todas las soluciones evaluadas y así verificar 

su solubilidad, y de esta forma determinar si  a esta dosis se obtienen niveles 

plasmáticos que proporcionen un adecuado nivel de exposición (magnitud y velocidad 

de la absorción).  

Debido a la baja solubilidad de la vainillina en sistemas acuosos, el estudio se realizó 

utilizando carboximetilcelulosa (CMC) como vehículo, en virtud de su baja toxicidad, y 
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el hecho que es un producto ampliamente empleado en estudios de toxicidad 

subcrónicos y crónicos pues no tiene efectos tóxicos ni provoca irritabilidad local. Su 

utilización es aceptada en un rango de concentraciones de 0,5 - 5% de suspensión 

acuosa (Auletta, 2002; Gad, 2006). Se estudiaron dos suspensiones empleando este 

vehículo a concentraciones diferentes 0,5% y 2% con el objetivo de definir la que 

favoreciera una mejor absorción y por lo tanto, pudiera ser utilizada en los estudios 

preclínicos requeridos en el desarrollo de este producto. Se utilizó como solución de 

referencia o control una solución hidroalcohólica al 15%. Para la selección del 

vehículo a emplear se tomó en cuenta el criterio planteado por la OECD según el cual 

es recomendable, siempre que sea posible, considerar primeramente el uso de 

soluciones o suspensiones acuosas (OECD, 2001). 

II.2.3  Preparación de las sustancias de ensayo 

Se prepararon las soluciones de CMC (SIGMA) al 2% y 0,5%, dejándolas en reposo 

24 horas antes de utilizarlas. La concentración de las soluciones a administrar fue de 

50 mg/mL, se pesaron 5 g de vainillina  para ambas soluciones, y se completó a 100 

mL de la solución de CMC al 0,5 % y al 2%. Se agitaron durante cinco minutos a una 

velocidad de 245 rpm; posteriormente, se llevó a un baño termostatado durante 50 

minutos, a una temperatura de 40°C. Para preparar la solución hidroalcohólica al 15 

% se pesaron 5 g de vainillina se disolvieron en 15 mL de etanol y luego de disuelta 

se completó hasta 100 mL de agua. 

II.2.4  Diseño experimental 

Se utilizaron 36 animales machos, adultos jóvenes, de la línea Wistar, en un rango de 

peso entre 200-250 g. Los animales se recibieron con certificado de salud y fueron 

distribuidos aleatoriamente en grupos de seis en cajas T4 autoclaveables plásticas 

(Policarbonato) y traslúcidas, con fondo y tapa de rejilla intercambiables. 

Grupos experimentales 

Grupo 1.   12 machos (solución carboximetilcelulosa al 0,5 %) 

Grupo 2.   12 machos (solución carboximetilcelulosa al 2 %) 
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Grupo 3.   12 machos (solución hidroalcohólica al 15 %) 

Para la selección de los intervalos de tiempo se tuvo en cuenta lo que refiere Kwon, 

(2002), para determinar los puntos de la curva de concentración contra tiempo en un 

estudio farmacocinético se recomiendan tomar como mínimo hasta siete puntos. 

Mientras más puntos de muestreo se tomen, mejor será el ajuste y se logra un buen 

perfil farmacocinético. Por lo que a los animales, se les tomaron muestras de sangre 

a diferentes intervalos de tiempo (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 45,  60, 90, 120, 180 min.) 

para cuantificar los niveles plasmáticos de la sustancia de ensayo. De cada rata se 

tomaron cuatro extracciones de sangre correspondiendo siempre la primera al inicio 

(antes de la administración) y las otras tres a diferentes tiempos posterior a la 

administración. Se emplearon tres animales por punto de muestreo. Este diseño nos 

permitió utilizar un número pequeño de animales por formulación estudiada (12 

animales en cada una), para obtener niveles plasmáticos en la fase de absorción y 

eliminación de cada animal. El mismo permite definir con precisión los valores de 

Concentración máxima (Cmáx) y Tiempo máximo (Tmáx) y evaluar de forma 

preliminar la cinética general de la vainillina en este modelo animal por vía oral. En la  

tabla 2 se muestra el diseño empleado.  

Tabla 2. Diseño empleado en la evaluación farmacocinética para la selección del 

vehículo. 
 

 

 

 

 

 

La extracción de sangre se realizó del seno orbital de los animales anestesiados con 

éter dietílico y utilizando para ello capilares heparinizados. Se extrajo un mL por punto. 

La sangre fue recogida directamente en viales plásticos (Eppendorf) de 1,5 mL los 

cuales contenían en su interior cinco µL de heparina, a continuación se centrifugó a 12 

000 rpm durante cinco minutos, para la separación del plasma, del cual se tomó una 

Grupo Tiempos de muestreo 
(min) 

Primer 0,1,15,45 

Segundo 0,3,20,60 

Tercero 0,5,30,90 

Cuarto 0,10,120,180 
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alícuota de 0,5 mL que fue transferida a viales plásticos (1,5 mL) con tapa y fondo 

cónico se almacenaron a -20°C hasta su posterior análisis por Cromatografía Líquida de 

Alta Resolución (HPLC). 

Se trabajaron seis ratas cada día para los tres grupos. Después de cada extracción 

se les suministró agua por vía oral (≈ 2 mL), para reemplazar el volumen de sangre, 

aunque tenían libre acceso al agua en las cajas. Estos animales estaban en ayuna 

desde el día anterior. 

Para la determinación de los niveles plasmáticos se utilizó un método analítico 

validado en el Laboratorio de Farmacocinética y Biodisponibilidad del Centro Nacional 

de Toxicología (CENATOX) Anexo 3 (Olivera, 2002). Todas las soluciones acuosas 

fueron preparadas con agua bidestilada. Los patrones de plasma se prepararon a 

partir de un pool de plasma obtenido de sangre de ratas de la misma colonia. Los 

solventes empleados para la cromatografía fueron metanol y acetonitrilo grado HPLC 

(Riedel-de Haën, Alemania).  

II.2.5  Condiciones cromatográficas y procedimiento de extracción 

Se utilizó un Cromatógrafo HPLC Shimadzu LC-6A a 230 nm, y una columna analítica 

Merck ODS (4,6 mm i.d x 25 cm). La fase móvil consistió en una mezcla de tampón 

fosfato 100 mM (pH = 5,5): Metanol (1:1), a un flujo de 1 mL/min a una temperatura 

de 50C. La cuantificación se realizó determinando la altura de los picos obtenidos en 

los cromatogramas correspondientes al analito. Se procedió a la extracción según 

técnica validada (Olivera et al., 2002). 

II.2.6  Análisis farmacocinético 

Los datos de concentración plasmática fueron analizados utilizando el programa de 

computación WinNonlin profesional, versión 5.1 A; Pharsight Co., 2005. Una vez 

obtenidos los niveles plasmáticos tras la administración de las formulaciones 

sometidas a estudio se estimaron mediante técnicas “no compartimentales” los 

parámetros farmacocinéticos siguientes:  
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Cmáx y Tmáx: Se obtuvieron directamente de los datos experimentales. 



t

t dttCAUC
0

0 )(  : Área hasta el último tiempo experimental: Es un indicador de la 

cantidad de fármaco absorbido, C(t) es la concentración de fármaco en plasma. Se 

calcula por el método de los trapecios. 

AUC 0- ∞  Área total: es la suma del área experimental (hasta el tiempo T) y el área 

calculada por extrapolación del modelo que se ajusta en la fase de eliminación 

terminal. 

solHA
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II.3  Estudio farmacocinético de la vainillina administrada por vía endovenosa 

en ratas Sprague Dawley 

Se realizó en el Centro de Toxicología Experimental, (CETEX) del Centro Nacional 

para la producción de Animales de Laboratorio (CENPALAB) y la analítica en el 

Laboratorio de Farmacocinética y Biodisponibilidad del Centro Nacional de 

Toxicología (CENATOX). 

II.3.1  Animales de experimentación  

Se utilizaron 42 ratas machos Sprague Dawley, procedentes de la División de 

Animales Gnotobióticos del (CENPALAB), los cuales tenían un peso entre 200 y 250 

g. El ensayo se llevó a cabo en una sala con ambiente controlado a temperatura de 

22±2°C, humedad relativa 65-80% y ciclo luz oscuridad 12:12. Cada animal fue 

identificado mediante una tarjeta de datos que incluyó: número asignado, peso, fecha 

de inicio, fecha de muestreo y observaciones. 

Los animales se alojaron en grupos de tres y dos en cajas T4 autoclaveables, 

plásticas (policarbonato), traslúcidas, con fondo y tapa de rejilla intercambiables. El 

alimento peletizado, fórmula EMO 1002 (ALYCO, CENPALAB) se ofreció esterilizado 

por calor húmedo en autoclave. El agua autoclaveada se depositó en biberones 

plásticos traslúcidos de 500 mL con pipetas de acero inoxidable. Se realizó limpieza 
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diaria de la instalación y de todos los utensilios para el mantenimiento animal. La 

desinfección de todas las superficies se realizó con Tego 51 al 1%. Los animales se 

identificaron del uno al seis mediante marcas o muescas realizadas en la oreja para 

cada uno de los grupos de extracción correspondiente. Las cajas en que fueron 

ubicados se identificaron para cada grupo. 

II.3.2 Preparación de la sustancia de ensayo 

Se administró una dosis única por vía endovenosa de 100 mg/Kg de peso, empleando  

para ello una solución de 12,5 mg/mL de vainillina en solución alcohólica al 15 % la 

cual fue preparada de la manera siguiente. Se preparó una solución madre 

disolviendo 1,25 g de vainillina en 15 mL de etanol y se completó hasta un volumen 

de 100 mL de solución salina fisiológica. La selección de esta dosis responde a los 

estudios farmacodinámicos reportados en la literatura para la molécula en estudio 

(Kirwin y Galvin, 1993; Zhang et al., 2004 y Lirdprapamongkol et al., 2005).  

II.3.3  Diseño experimental 

Cada animal se mantuvo en ayuno desde la noche anterior al día de la administración 

de la formulación a evaluar permitiéndosele solo tomar agua libremente. Los animales 

fueron pesados el día de la administración antes de que se produjera la misma.  

El volumen que se administró se calculó a partir del peso de cada animal, utilizando 

una jeringuilla plástica de un mL, canalizando la vena de la cola y previa desinfección 

de la zona de punción. La solución fue administrada con un intervalo de tiempo de un 

animal a otro de forma tal que permitiera la extracción sin interferencias de las 

muestras de sangre en cada uno de los animales. La administración de la dosis a 

estudiar se realizó en forma de dosis única mediante bolo endovenoso. 

A los animales se les tomó muestras de sangre a diferentes intervalos de tiempo 

antes de administrar el producto e inmediatamente después de la administración a los 

1, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 75,  90, 120, 180 minutos después de la 

administración según (Kwon, 2002), para cuantificar los niveles plasmáticos de la 

sustancia de ensayo. A cada rata se le realizaron tres extracciones de sangre 

correspondiendo siempre la primera al tiempo igual cero y las otras dos a diferentes 
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tiempos posterior a la administración. Se emplearon seis animales por punto de 

muestreo. Las extracciones se realizaron del seno orbital de los animales 

anestesiados con éter dietílico, y utilizando para ello capilares heparinizados. El 

volumen de muestra (sangre total) a obtener fue de 2 mL por punto. El esquema de 

los grupos y el tiempo de muestreo asignado a cada se muestra en la tabla 3. 

La sangre fue vertida en viales plásticos de dos mL de capacidad de fondo cónico, el 

cual contenía en su interior cinco L de heparina e inmediatamente centrifugadas a  

12 000 rpm durante dos minutos. Se tomó una alícuota de un mL de plasma el cual 

fue transferido a viales plásticos (1,5 mL), fueron tomadas por duplicado. Las 

muestras se almacenaron a –20°C hasta su posterior análisis por HPLC. Se utilizaron 

las mismas condiciones cromatográficas del estudio anterior. 

Tabla 3. Diseño empleado en la evaluación farmacocinética de la vainillina 

administrado por vía endovenosa en ratas Sprague Dawley. 

Grupo 
Tiempos de muestreo 

(min.) 

Primero 1 y 30 

Segundo 3 y 45 
Tercero 5 y 60 
Cuarto 10 y 75 
Quinto 15 y 90 
Sexto 20 y 120 

Séptimo 25 y 180 
 

II.3.4  Análisis farmacocinético 

Los datos de concentración plasmática en función del tiempo fueron analizados 

utilizando el programa de computación WinNonlin profesional, versión 5.1 A; 

Pharsight Co., 2005. Se realizó un análisis no compartimental para el cálculo de los 

principales parámetros farmacocinético a partir de las ecuaciones que se exponen a 

continuación: 

- Ke: Se calculó mediante el método de regresión lineal de la fase de eliminación 

terminal. 

- T½elim: Se calculó mediante la relación          T½ = 0.693/Ke 
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- Cmáx y Tmáx: Se obtuvo directamente de los datos experimentales. 

- 

t

t dttCAUC
0

0 )(  : Área hasta el último tiempo experimental: Es un indicador de la 

cantidad de fármaco absorbido, C(t) es la concentración de fármaco en plasma. Se 

calcula por el método de los trapecios. 

- AUC 0- ∞  Área total: es la suma del área experimental (hasta el tiempo T) y el área 

calculada por extrapolación del modelo que se ajusta en la fase de eliminación 

terminal.  

- MRT: Se calculó por la relación        MRT = AUMC 0 -  / AUC 0 -  

- CL: Se determinó por la relación      CL =  Dosis / AUC 0 -  

- Volumen de distribución (Vd Área)      Vz = Dosis / ke x AUC 0 -  

Se realizó el cálculo de los parámetros de dispersión (desviación estándar y 

coeficiente de variación) y la media aritmética para valores de concentración 

plasmática y para cada parámetro farmacocinético, empleando el programa 

STATGRAPHICS Plus 5.1. 

II.4 Estudio de linealidad cinética de la vainillina administrada por vía 

endovenosa a perros Beagles 

II.4.1  Animales de experimentación 

Se realizó en el CETEX del CENPALAB y la analítica en el CENATOX. Se utilizaron 

seis perros Cenp:Beag, machos, jóvenes, con pesos corporales comprendidos entre 

10 y 15 Kg, procedentes de la División de Animales Convencionales del CENPALAB. 

Los animales se alojaron individualmente en jaulas metálicas de acero inoxidable, con 

bandeja para recolección de desechos (INPUD), con paredes lisas de 76 cm de alto 

por 72 cm de ancho y 101,5 cm de profundidad, con puerta de rejilla. Fueron 

alimentados con pienso granulado, fórmula CCO1503 procedente del CENPALAB, en 

cantidades de 400 g diarios y aproximadamente 800 cm3 de agua. Después de su 
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llegada al local de experimentación, los perros se mantuvieron por un período de 

readaptación de 15 días previos al estudio. 

II.4.2  Preparación de la sustancia de ensayo 

Se administró una dosis única por vía endovenosa de 15, 30, 60 y 120 mg/Kg de 

peso, empleando soluciones de 9, 18, 36 y 72 mg/mL respectivamente en solución 

alcohólica al 15 % las cuales fueron preparadas de la manera siguiente: se preparó 

una solución madre disolviendo 20 g de vainillina en 100 mL en solución 

hidroalcohólica al 30% (se disuelven los 20 g de vainillina en 30 mL de etanol y se 

completa a 100 mL de solución salina fisiológica): para la dosis de 15 mg/Kg se 

tomaron 1,13 mL de la solución madre y se disolvieron en 25 mL de solución salina, la 

de 30 mg/Kg se tomaron 4,5 mL de la solución madre y se disolvieron en 50 mL, la de 

60 mg/Kg se tomaron 9 mL de la solución madre y se disolvieron en 50 mL y la dosis 

de 120 mg/Kg se tomaron 9 mL de la solución madre y se disolvieron en 25 mL de 

solución salina fisiológica.  

Para la selección de los niveles de dosis partimos de que la dosis estimada para su 

uso en el humano es de uno a cuatro gramos diarios para un humano de 70 Kg 

promedio de peso corporal (Abraham, 1991). Al extrapolar los valores del rango 

terapéutico en el humano para una rata de peso de 250 g lo cual corresponde a un 

rango de 14 - 57 mg/Kg de peso corporal. Se tomó la dosis de 60 mg/Kg como la 

dosis más cercana al valor terapéutico, se tomaron dos dosis por debajo (15 y 30 

mg/Kg) y una por encima (120 mg/Kg) siendo siempre la siguiente el doble de la que 

antecede. 

II.4.3  Diseño experimental 

Fue un diseño cuadrado latino, cruzado y aleatorizado con cuatro niveles de dosis y 

cuatro periodos de estudio. Se conformaron cuatro grupos de animales (2 grupos de 2 

animales y 2 grupos de un animal) de forma tal que todos los animales recibieron 

cada uno de los niveles de dosis a estudiar (tabla 4). La distribución de los animales 

por grupo y nivel de dosis se realizó de forma aleatoria. Entre cada periodo de estudio 

medió un periodo de lavado de 7 días. 
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Tabla 4. Distribución de los perros Beagles utilizados en el estudio de la vainillina, 
administrada por vía endovenosa, según las dosis y períodos evaluados.  

Período 15 mg/kg 30 mg/kg 60 mg/kg 120 mg/kg 

I Animales 1 y 2 Animales 3 y 5 Animal 6 Animal 4 
II Animal 4 Animales 1 y 2 Animales 3 y 5 Animal 6 
III Animal 6 Animal 4 Animales 1 y 2 Animales 3 y 5 
IV Animales 3 y 5 Animal 6 Animal 4 Animales 1 y 2 

  

Cada animal se mantuvo en ayuno desde la noche anterior al día de la 

administración, permitiéndosele solo tomar agua libremente. Se distribuyeron en 

jaulas individuales. Se pesaron  al inicio de cada período del estudio para calcular y 

rectificar el volumen de la solución a administrar si fuese necesario por aumento del 

peso corporal. 

El volumen a administrar se calculó a partir del peso de cada animal, utilizando una 

jeringuilla de cristal excéntrica de 20 mL, canalizando la vena cefálica y desinfección 

de la zona de punción. La administración de cada una de las dosis estudiadas se 

realizó en forma de dosis única mediante bolo endovenoso. 

Las extracciones se realizaron colocando un catéter en la vena yugular o por punción 

directa de las venas siguientes: yugular, safena y cefálica, empleando para ello 

jeringuillas de cristal, excéntricas de 5 mL y agujas No. 20 o 21. La secuencia de 

extracción fue la siguiente: antes de administrar el producto, inmediatamente después 

de terminada la administración y a los 3, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 75, 90, 120 y 180 

minutos después de la administración según (Kwon, 2002). El volumen a extraer fue 

de 5 mL. La sangre fue vertida en tubos de cristal de 10 mL de capacidad de fondo 

cónico, el cual contenía en su interior 5 L de heparina e inmediatamente 

centrifugadas a 12 000 rpm durante 10 minutos. Del plasma se tomó una alícuota de 

un mL el cual fue transferido a viales plásticos (2 mL) con tapa y fondo cónico, fueron 

tomadas por duplicado. Las muestras se almacenaron a 20ºC hasta su análisis por 

HPLC. Se utilizaron las mismas condiciones cromatográficas del estudio anterior. 
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II.4.4  Análisis farmacocinético 

El análisis farmacocinético se realizó igual que el estudio anterior.  

II.4.5  Procesamiento estadístico 

El procesamiento estadístico de los datos se realizó utilizando el programa 

STATGRAPHICS Plus 5,1. Se calcularon los estadígrafos: media, desviación 

estándar y coeficiente de variación para cada parámetro evaluado. Se evaluó los 

supuestos de normalidad y homogeneidad de la varianza mediante los test de Chi-

Cuadrado, Test de Skewneess y el test de Kurtosis. Los parámetros que cumplieron 

con estos supuestos fueron analizados mediante un análisis de varianza de una vía 

(ANOVA), utilizando el test de Rangos Múltiples para determinar los pares de valores 

que difieren entre si. En caso contrario, se empleo el test no paramétrico de Kruskal - 

Wallis. El  AUC  normalizado y el Vss se analizaron mediante un test ANOVA. La 

Cmax normalizada, el t½, el CL y el Vz fueron analizados mediante el test de Kruskal 

- Wallis. Se realizó un análisis de regresión lineal para evaluar la relación entre el 

AUC y la Cmax con los diferentes niveles de dosis. En todos los casos se estableció 

un nivel de significación p0,05. 

II.5  Estudios farmacocinéticos de la vainillina marcada con 125 I 

Los estudios se realizaron en el Centro de Isótopos Radiactivos (CENTIS). 

II.5.1  Procedimiento general de marcaje 

Se utilizó el método del yodógeno (Fraker, 1978; Salacinski, 1981) en fase sólida. En 

un tubo Eppendorff de 250 µL, con el yodógeno previamente preparado, se 

adicionaron 100 µL de solución tampón de fosfato pH 7,4 y 10 µL de 125I. Se agitó 

durante cinco minutos y se adicionó 10 µL de vainillina de 30 mg/mL en etanol/ 

tampón de fosfato pH 7,4 al 50 %. Se agitó durante 10 minutos más. 

Posteriormente, se extrajo la reacción del marcaje con una jeringuilla y se aplicó en 

una columna de SepPak C18 (Water, EE.UU), se realizaron dos eluciones con un mL 

de tampón de fosfato y tres eluciones de un mL con etanol/tampón al 50 %. Todas las 

fracciones se midieron en un curímetro (Capintec, EE.UU). El iodo libre eluyó en las 
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primeras fracciones de tampón y la vainillina marcada se encontró en la primera 

fracción de etanol/tampón, se determinó el rendimiento por el por ciento en esta 

fracción con relación al total utilizado. La purificación se realizó en cartuchos de 

SepPak C18 (Waters, EEUU), después de aplicar la mezcla de reacción se eluyó el 

exceso de iodo con dos fracciones de dos mL de NaCl 0,9% y se extrajo la [125I]-

vainillina en tres fracciones de un mL de etanol al 50 % en NaCl 0,9 %. Las fracciones 

tres y cuatro conteniendo la [125I]-vainillina fueron utilizadas en los estudios para 

preparar las soluciones a administrar. 

II.5.2  Animales de experimentación 

Se utilizaron ratas Sprague Dowley machos (CENPALAB), con un rango de peso 

corporal entre 204 a 270 g (236 ± 16 g). Se alojaron en condiciones convencionales 

en jaulas de policarbonato (Tecniplast, Italia).  

II.5.3  Ensayos de la vainillina marcada con 125 I administrada por vía oral y 

endovenosa  

Los animales recibieron una dosis de 20 mg/Kg de peso corporal, para la 

administración oral y de 10 mg/Kg para la administración endovenosa. La selección 

de las dosis estuvo dada por las características de solubilidad de la vainillina en el  

Iodo. La cantidad necesaria de vainillina para la dosis especificada se pesó y disolvió 

en 0,3 mL de etanol. Posteriormente se le adicionó la [125I]-vainillina en solución de 

NaCl 0,9 %.  

Para la administración oral: se prepararon 7,5 mL de la disolución conteniendo 16 

mg/mL de vainillina y 27 MBq (730 µCi) de [125I]-vainillina, para una concentración 

radiactiva de 3,6 MBq/mL (97,3 µCi/mL) y una actividad específica de 0,23 MBq/mg 

(6,1µCi/mg). El contenido de etanol fue del 13,3 % y se administró 0,3 mL por animal.  

Para la administración endovenosa: se prepararon seis mL de la disolución 

conteniendo 7,8 mg/mL de vainillina y 21 MBq (570 µCi) de [125I]-vainillina, para una 

concentración radiactiva de 3,5 MBq/mL (95 µCi/mL) y una actividad específica de 
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0,45 MBq/mg (12,2 µCi/mg). El contenido de etanol fue del 16,7 % y se administró 0,3 

mL por animal. 

II.5.4 Diseño experimental. 

Se formaron cuatro grupos de cuatro animales cada uno y se les administró la dosis 

indicada. Los animales del uno al ocho se colocaron en jaulas convencionales de 

policarbonato con fondo de reja inoxidable (Tecniplast, Italia) y papel absorbente para 

recoger los residuos, los animales del nueve al 16 se colocaron individualmente en 

jaulas metabólicas (Tecniplast, Italia) para la determinación del perfil de excreción. La 

planificación de los muestreos y sacrificios por grupo de animales se resumen en la 

tabla 5. 

Tabla 5. Esquema de muestreo después de la administración oral y endovenosa de 
[125I]-vainillina. 

Rata 
No. 

Tiempos de muestreo de sangre y disección 
1min 2min 5min 10min 15min 30min 1h 2h 4h 8h 12h 24h 

1 x  x  x  X □      
2 x  x  x  X □      
3 x  x  x  X □      
4 x  x  x  X □      
5  x  x  x   X □    
6  x  x  x   X □    
7  x  x  x   X □    
8  x  x  x   X □    
9 x  x     x   X □  
10 x  x     x   X □  
11 x  x     x   X □  
12 x  x     x   X □  
13  x  x      x  X □ 
14  x  x      x  X □ 
15  x  x      x  X □ 
16  x  x      x  X □ 

□ Sacrificio y disección 

Las muestras de sangre, no superior a 70 µL, se tomaron mediante capilar 

heparinizado a través del plexo retro orbital. Cuatro extracciones de sangre de 70 µL 

representan el 1,7 %  del volumen de sangre de una rata de 225 g promedio (Brown, 

1997) a extraerse en un intervalo de tiempo mínimo de una hora, para evitar un efecto 

adverso en la fisiología del animal o en la farmacocinética del producto. La sangre se 

vació en tubos eppendorff de 0,5 mL heparinizados y se midió la radiactividad en ellas 



 43 

en un contador automático (Berthold, LB 2104, Alemania). Posteriormente se 

centrifugó a 14 000 rpm durante un minuto y se tomó una muestra de plasma para su 

medición en las mismas condiciones. 

Los valores de concentración encontrados en sangre, plasma y eritrocitos referidos 

todos a la unidad de volumen de sangre (µg/mL de sangre). 

Esto permite apreciar la relación:         donde:  

QS es la cantidad total en sangre, QP es la cantidad en plasma y QE es la cantidad 

en eritrocitos.          

Donde:  

QS% es la cantidad en sangre expresada en porcentaje de la dosis por mL (%D/mL), 

QP% es la cantidad en plasma expresada en porcentaje de la dosis por mL (%D/mL), 

D es la cantidad administrada en microgramos, H es el hematocrito y VP es el 

volumen de plasma en un mL de sangre. 

A partir de las ecuaciones generales de los modelos utilizados:  

  (EV) 

 (VO) 

realizada por Monolix (donde C(t) es la concentración a tiempo t, tD es el tiempo al 

que se administra la dosis, tD=0, D es la dosis, A, B, α y β son las constantes del 

modelo), se estimaron los valores de concentración a cada valor de t para cada 

individuo.  

El sacrificio para la disección de órganos y tejidos se realizó mediante anestesia  con 

éter dietílico. Después de sacrificar los animales se realizó la disección de los órganos 

y  tejidos  siguientes: hígado,  bazo,  riñones,  corazón,  pulmones,  cerebro,  músculo, 

tejido adiposo, estómago, intestino delgado, intestino grueso y tiroides. 

El patrón de excreción se determinó colectando orina y heces fecales a las cuatro, 12 

y 24 h en los animales del nueve al 16. Las muestras de orina colectadas se llevaron 
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a un volumen de 50 mL con NaCl 0,9 % y de ella se tomó un mL para su medición en 

el contador automático (Berthold, LB 2104, Alemania). Las muestras de heces fecales 

se homogenizaron en 50 mL de NaCl 0,9 % y se tomó un mL para su medición en el 

contador automático. Se calculó el por ciento de dosis acumulada y el por ciento de 

dosis por gramo en cada muestra. A partir de estos datos se determinó la 

concentración en unidades de masa equivalentes de la vainillina en las muestras. 

Para ello se utilizó una hoja de cálculo de Microsoft Excel, especialmente programada 

para estos fines.  

II.5.5  Procesamiento estadístico 

El procesamiento de los datos para el análisis farmacocinético se utilizó el sistema 

Monolix, versión 3.1; 2009 (Lavielle, 2009) siguiendo el análisis compartimental. Este 

sistema de cálculo, y su algoritmo SAEN (del inglés Stochastic approximation 

expectation maximization), combinado con código Monte Carlo (Markov Chain Monte 

Carlo, MCMC) (Kuhn, 2004) dedicado al análisis de modelos no lineales de efectos 

mixtos (Savic, 2011), ha demostrado ser robusto y con amplias posibilidades de 

modelación y simulación en estudios farmacocinéticos (Samson, 2006, 2007).  

II.5.6 Cálculo de la biodisponibilidad 

Tomando en consideración que el programa Monolix, no realiza el cálculo de algunos 

parámetros farmacocinéticos como el AUC, t1/2, y estos son necesarios para el cálculo 

de la biodisponibilidad, se calcularon empleando los datos de concentración 

plasmática promedio obtenidos de la determinación de los niveles en sangre con el 

contador automático (Berthold, LB 2104, Alemania). Una vez obtenidos los niveles 

plasmáticos promedios se estimaron mediante técnicas “no compartimentales” 

utilizando el programa de computación WinNonlin profesional, versión 5.1 A; 

Pharsight Co., 2005. Se calcularon los mismos parámetros farmacocinéticos de los 

estudios anteriores y la biodisponibilidad relativa: 

test

ref

EV

Oral

l
D

D
x

AUC

AUC
F






0

0

.Re  Biodisponibilidad Relativa  
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II.6  Estudios Toxicológicos.  

Para estos estudios, se utilizaron ratas, este modelo animal es una de las especies 

más empleadas en los estudios toxicológicos, debido principalmente a similitudes 

metabólicas con la especie humana, así como a su pequeño tamaño y naturaleza 

relativamente dócil. Además, tiene un período de vida corto y como consecuencia de 

esto, un breve ciclo de gestación. Esto permite el estudio del comportamiento de un 

determinado producto durante una gran parte de la vida del animal. Además, la 

amplia utilización de esta especie en la investigación científica ha permitido la 

acumulación de datos con respecto a su nutrición, enfermedades y biología en 

general (Johnson, 2007). 

II.6.1  Evaluación de la toxicidad aguda oral. Método de clase tóxica aguda 

(CTA)  

El estudio se realizó en  la  Dirección de la Unidad de Ciencia y Técnica de Base, 

Control Biológico del Centro de Investigación y Desarrollo de Medicamentos CIDEM 

(Mercolo). 

El método de clases tóxica aguda (CTA), basado en las evaluaciones biométricas 

junto con los resultados experimentales demuestra que es una alternativa sensible y 

fiable a la prueba de la DL50 (Schlede, 1995). Se utilizó la norma No.423 “Acute Oral 

Toxicity-Acute Toxic Class Method” de la OECD, del año 2001. Caracterizada por la 

administración única a un número reducido de animales. En las CTA no se requiere 

de grupo control siempre que el vehículo usado sea común su uso. Debido a las 

condiciones y objetivos de este ensayo en el que se realizaron pruebas de 

hematología, bioquímica y patología y era necesario efectuar comparaciones se 

incluyó un grupo control. 

II.6.1.1  Animales de experimentación 

Se utilizaron seis ratas (tres hembras y tres machos), para el grupo tratado y seis 

para el grupo control, adultos jóvenes entre 42 y 50 días, de la línea Wistar. El peso 

de las hembras fue de 148,8 a 150,0 g, y el de los machos se comportó entre 171,0 a 
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172,8 g. Las hembras nulíparas y no grávidas. Se alojaron en grupos de tres en cajas 

T4 autoclaveables plásticas (Policarbonato) y traslúcidas, con fondo y tapa de rejilla 

intercambiables.  

II.6.1.2  Preparación de la sustancia de ensayo  

Se preparó una solución de carboximetilcelulosa (CMC) a 0,5%, dejándose en reposo 

24 horas antes de utilizarla. Para preparar la solución a la concentración de 200 

mg/mL, se pesaron 5 g de vainillina (Balanza digital Sartourius), se añadieron 25 mL 

de la solución de CMC al 0,5 %, y se agitó durante 5 minutos a una velocidad de 245 

rpm (Minizaranda Minzard 20001), posteriormente se llevó a un baño termostatado 

por espacio de 50 minutos, a una temperatura de 40°C (Baño termostatado MUW 

W1).  

II.6.1.3  Diseño experimental  

Los animales se mantuvieron en cuarentena durante los siete días establecidos por 

las normas de crianza y manejo de animales de experimentación y según 

procedimientos normalizados de trabajo (PNT). Las ratas se pesaron, marcaron 

individualmente y se distribuyeron al azar, 24 horas antes de iniciar el estudio. Un día 

antes de comenzar el estudio se tomó muestra de sangre para las determinaciones 

hematológicas y  bioquímicas.  Una vez distribuidas las ratas, usando tres animales 

de cada sexo por grupo experimental, se eliminó el alimento y la camada. Siguiendo 

este período de ayuno se calculó el volumen administrado según el nivel de dosis 

correspondiente.  

Grupos experimentales: 

Grupo Hembras: 3 hembras (1H, 2H, 3H) 

Grupo Machos:   3 machos  (1M, 2M, 3M) 

Grupo Hembras  Control:   3 hembras (1HC, 2HC, 3HC) 

Grupo Machos    Control:   3 machos  (1MC, 2MC, 3MC) 

La administración del producto se realizó comenzando por el nivel de dosis de 2000 

mg/Kg de peso corporal, mediante intubación intragástrica. A los animales del grupo 
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control se administró solamente la solución de CMC al 0,5%. Transcurridas unas tres 

horas de la administración, los animales recibieron agua y alimentos  ad libitum. 

El pesaje se realizó, a los 0, 7 y 14 días, a la misma hora de la mañana, para 

determinar posibles variaciones de peso (anexo 4). Finalizada la administración, 

comenzó la observación clínica de los signos y síntomas más representativos (anexo 

5). Las observaciones se hicieron diarias con el fin de detectar cualquier signo de 

toxicidad. Se exploró la conducta de los animales a través de la actividad motora 

espontánea, la actividad exploratoria, la conducta social y los movimientos posturales. 

Al concluir los días de observación se tomó muestras de sangre para las 

determinaciones hematológicas y bioquímicas, se sacrificaron los animales, y se 

enviaron al departamento de Anatomía Patológica. 

II.6.1.4  Determinaciones hematológicas y bioquímicas 

Se tomaron muestras de sangre por punción del seno orbital de los animales, previa 

anestesia con éter dietílico y utilizando capilares heparinizados. Se determinó: 

hemoglobina, hematocrito, conteo diferencial y global de leucocitos y eritrocitos. Las 

técnicas analíticas utilizadas según Suardíaz et al., 2004.   

Se determinó: Aspartato amino transferasa (AST), alanina amino transferasa (ALT), 

glucosa, colesterol y urea. Se procedió experimentalmente igual que las 

determinaciones hematológicas. Las técnicas analíticas utilizadas según Suardíaz et 

al., 2004.   

II.6.1.5  Determinaciones anatomopatológicas 

II.6.1.5.1  Examen macroscópico e  histopatológico 

La eutanasia se efectuó mediante anestesia con éter dietílico, seguida de 

exsanguinación y dislocación cervical. Se tuvieron en cuenta los aspectos siguientes: 

coloración, tamaño, forma, peso y distribución anatómica. Una vez realizada la 

inspección macroscópica se procedió a la extracción de los órganos o fragmentos de 

órganos según el caso. Se muestrearon del sistema digestivo el estómago, la pared 

estomacal (incluyendo píloro y cardias), el intestino delgado, el intestino grueso, los 

ganglios mesentéricos y también los pulmones, el hígado, el bazo, los riñones, 
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suprarrenales, testículos y ovarios. Los órganos y tejidos fijados fueron seccionados 

adecuadamente e incluidos en parafina, cortados entre 4 y 6 micras y extendidos en 

láminas, luego de lo cual se procedió a la tinción con Hematoxilina-Eosina. Las 

láminas generadas fueron observadas al microscopio Carl Zeiss Standard 25. Las 

muestras fueron seccionadas y dispuestas siguiendo las normas establecidas para 

ratas, referidas en las directrices de la OECD. 

II.6.1.6 Análisis estadístico 

Se utilizó el programa “SPSS. 11.0 para Windows” para estimar las variaciones de 

peso en los días 0, 7 y 14 y las variaciones entre los parámetros hematológicos y 

bioquímicos en los días 0 y 14 a través de un Análisis descriptivo con los estadígrafos 

de todas las variables, un análisis de t-student de muestras independientes 

comparándose los grupos (vainillina, control); sexo; días (0, 7 y 14, para el peso; 0 y 

14, para las variables hematológicas y bioquímicas). También se realizó un análisis 

de varianza factorial donde los factores a analizar fueron grupo, sexo y días con 

respecto a la variable peso. La comparación de medias se realizó según la dócima de 

Tukey. 

II.6.2  Evaluación de la toxicidad a dosis repetida 90 días 

 El ensayo se realizó en el CETEX del CENPALAB. Tomando como base las 

recomendaciones de la metodología descrita en la norma 408 de la OECD, para el 

desarrollo de estudios de toxicidad. 

II.6.2.1  Animales de experimentación 

Se emplearon ratas Sprague Dawley provenientes de la División de Animales 

Gnotobióticos del CENPALAB, jóvenes (6-7 semanas de edad) con un rango de peso 

aproximado de 176-225 g, a las cuales se administraron tres regímenes de 

dosificación: 160, 400 y 800 mg/Kg de peso corporal diarios, durante 13 semanas, en 

condiciones de sala protegida y ambiente controlado: 21±3°C de temperatura, 70-85 

% de humedad relativa y fotoperíodo de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad.  
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Para la selección de los niveles de dosis partimos de que la dosis estimada para su 

uso en el humano es de uno a cuatro gramos diarios para un humano de 70 Kg 

promedio de peso corporal (Abraham, 1991). Al extrapolar los valores del rango 

terapéutico en el humano para una rata de 250 g de peso, corresponde a un rango de 

14 - 57 mg/Kg de peso corporal y teniendo en cuenta que la regulación (OECD, 1998) 

establece: 

 Que la dosis máxima debe producir efectos tóxicos, pero no una alta incidencia 

de mortalidad (no + 10%), se propone como dosis alta 800 mg/Kg. Para ello se 

tuvo en cuenta resultados de un ensayo agudo oral en ratas, en el cual a la 

dosis de 300 mg/Kg se obtuvo efectos tóxicos reversibles, mientras que a 1000 

mg/Kg existieron efectos tóxicos y mortalidad (Aldana, 2000). 

 Recomienda que la dosis más baja sea superior a la terapéutica y no produzca 

toxicidad, se establece como dosis baja 160 mg/Kg. 

 Teniendo en cuenta la media aritmética entre la dosis baja y alta, además de la 

solubilidad de la sustancia y que sea ligeramente tóxica, se establece como 

dosis media 400 mg/Kg.  

II.6.2.2  Preparación de la sustancia 

Se utilizó como vehículo una solución de (CMC) al 0,5 %. Se prepararon tres 

soluciones de Vainillina en la solución de CMC al 0,5 %: dosis alta: 40 mg/mL de 

Vainillina, dosis media: 20 mg/mL, y dosis baja: 8 mg/mL, con el objetivo de minimizar 

las diferencias de volumen a administrar. El producto se administró por vía oral, 

mediante intubación intragástrica, utilizando una cánula curva metálica (gavage). Los 

cálculos para determinar los volúmenes administrados se explican en el Anexo 6. A 

medida que los animales aumentaron de peso, se reajustó el volumen de la sustancia 

de ensayo, con vistas a mantener la dosis correspondiente. Como volumen límite de 

exposición se utilizó el previsto para la administración oral de soluciones no acuosas 

(1 mL/100 g de peso corporal). 
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II.6.2.3  Diseño experimental. 

Cada grupo estuvo formado por un total de 20 animales (10 hembras y 10 machos), 

exceptuando los grupos Control y Dosis Alta, los cuales contaron con 32 animales (16 

hembras y 16 machos). Los animales adicionales de los grupos Control y Dosis Alta 

(6/sexo para cada uno) estuvieron destinados al periodo de recuperación, los cuales 

una vez terminadas las 13 semanas de administración de sustancias, permanecieron 

en la sala experimental, con el objetivo de determinar la reversibilidad o persistencia 

de algún posible efecto tóxico. El periodo de recuperación fue de tres semanas. Se 

establecieron cuatro grupos experimentales, empleando el programa de números 

aleatorios LABTOOLS9.  

Grupo 1: Control    (solución de CMC al 0,5%) 

Grupo 2: Dosis Baja   (160 mg/Kg de peso corporal) 

Grupo 3: Dosis Media   (400 mg/Kg de peso corporal) 

Grupo 4: Dosis Alta   (800 mg/Kg de peso corporal) 

El ensayo tuvo una duración de 13 semanas, con un esquema de administración en 

base a seis días de la semana, aunque la semana tiene siete días, sin embargo, 

basado sobre todo en las consideraciones prácticas, cuando se administra por 

gavage es aceptable administrar en la semana en base hasta cinco días (Wallace, 

2008). Las dosis se repartieron en dos administraciones diarias, una en la mañana y 

la segunda en la tarde. Los animales se mantuvieron en ayuno desde el día previo al 

comienzo del ensayo y se pesaron al inicio de cada semana, para determinar posibles 

variaciones de peso.  

II.6.2.4  Observaciones realizadas. 

El período de observación fue de 13 semanas, para evaluar el estado físico de los 

animales. Se realizaron dos observaciones, una en la mañana y otra en la tarde. Se 

observó particularmente la aparición de signos relacionados con la administración 

oral, así como cambios en piel, pelaje, ojos, membranas mucosas, la ocurrencia de 

secreciones o excreciones y actividad del sistema autónomo (lagrimeo, piloerección, 
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entre otros). Se prestó atención a cambios en la locomoción, postura, respuesta a la 

manipulación, movimientos tónicos y clónicos, presencia de estereotipos, entre otros. 

Las heces se observaron para detectar alteraciones en el aspecto y la consistencia. 

La medición semanal del peso corporal se determinó en una Balanza Sartorius PT-

1200 (capacidad de pesada 1210 g) de forma individual a todos los animales, antes 

de administrar la sustancia por primera vez y luego semanalmente.  

II.6.2.5  Consumo de agua y alimentos 

El agua y el alimento se suministraron diariamente a la misma hora. Las cantidades 

ofrecidas y las no consumidas se anotaron en el registro correspondiente. El consumo 

de alimento y agua se determinó una vez por semana hasta la conclusión del estudio 

para determinar si se produjeron variaciones en sus comportamientos.  

II.6.2.6  Hematología y bioquímica 

Se tomaron muestras de sangre para realizar los exámenes de hematología y de 

bioquímica sanguínea a todos los animales antes de comenzar el estudio, en la 

semana 13, y luego del periodo de recuperación (al finalizar el ensayo). La extracción 

se realizó a través del seno orbital de los animales, anestesiados con éter dietílico, y 

se utilizó para ello pipetas Pasteur. Los animales se sometieron a ayuno previo de 12 

horas. La sangre para hematología se colectó en viales que contenían EDTA (40 L 

por mL de sangre). Para la bioquímica sanguínea se tomaron viales de dos mL, 

donde se dejó coagular la sangre y posteriormente se centrifugó a 12 000 rpm en una 

centrífuga Eppendorf durante 10 minutos; los sueros obtenidos (conservados a -20°C) 

se utilizaron para las determinaciones.  

Se determinaron los parámetros hematológicos siguientes: hemoglobina (HB), 

hematocrito (HTC), eritrocitos (ETO) y constantes corpusculares (volumen 

corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM) y concentración de 

hemoglobina corpuscular media (CHCM), conteo de plaquetas (PLT) y conteo total 

(LEUC) y diferencial de leucocitos (neutrófilos (N), linfocitos (L), eosinófilos (E) y 

monocitos (M). Todos los parámetros se determinaron en un Contador de Células 
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MICROS ABX (Roche Diagnostic Systems), exceptuando las células diferenciadas 

que se observaron al microscopio. 

En bioquímica sanguínea se determinaron las proteínas totales (PT), alanino 

aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), gamma glutamil 

transpeptidasa, albúmina (ALB), fosfatasa alcalina (ALP), creatinina (CREA), 

bilirrubina total (Bil-T), colesterol (CHOL), triglicéridos (TG), ácido úrico (AU), urea 

nitrogenada (BUN), calcio(Ca), potasio (K), sodio (Na), fósforo (PHOS), glucosa 

(GLUC) e índice A/G en un Analizador Automático Hitachi-902 (Roche Diagnostic 

Systems). Se calcularon los valores del índice Albumina/globulina (A/G), mediante la 

fórmula A/G= (ALB/PT-ALB).  

II.6.2.7  Anatomía patológica 

Al concluir el periodo de administración se realizó un examen macroscópico y 

microscópico a tejidos y órganos de los animales tratados con la dosis máxima de 

vainillina, con el objetivo de evaluar cambios estructurales y patológicos tal y como es 

recomendado para estudios toxicológicos subcrónicos (Auletta, 2002).  

La eutanasia se efectuó mediante anestesia con éter dietílico, seguida de 

exsanguinación y dislocación cervical. Se realizó la necropsia completa  a todos los 

animales, incluyendo a los que murieron antes de la fecha de culminación de la fase 

experimental. En la necropsia se examinó la superficie externa del cuerpo, todos los 

orificios y las cavidades craneal, torácica y abdominal y sus contenidos. Se tomó el 

peso corporal post mortem e inmediatamente se pesaron los siguientes órganos: 

hígado, riñones, adrenales, corazón, pulmones, timo, bazo, encéfalo, testículo y 

ovarios para evitar su desecación. Además se determinó el peso relativo de los 

órganos (peso de órgano/peso post-mortem x 100).  

Los órganos y tejidos siguientes fueron preservados para examen histopatológico en 

formol neutro al 10 %: corazón, aorta, pulmón, bazo, timo, ganglios mesentérico y 

cervical, páncreas, esófago, tráquea, estómago, duodeno, yeyuno, íleon, vejiga 

urinaria, ciego, colon, recto, glándulas salivales, hígado, testículos, epidídimo, 
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ovarios, úteros, cervix, vagina, próstata, vesículas seminales, hipófisis, adrenales, 

tiroides, paratiroides, encéfalo (varias secciones), músculo estriado voluntario, nervio 

ciático, lengua, esternón con médula ósea (incluyendo tres articulaciones), glándula 

mamaria, ojos (retina, nervio óptico), riñones, incluyendo las lesiones macroscópicas 

observadas. Los órganos y tejidos fijados fueron seccionados adecuadamente e 

incluidos en parafina, cortados entre 4 y 6 micras y extendidos en láminas, luego de lo 

cual se procedió a la tinción con Hematoxilina-Eosina. Las láminas generadas fueron 

observadas al microscopio Carl Zeiss Standard 25. Las muestras fueron seccionadas 

y dispuestas siguiendo las normas establecidas para ratas, referidas en las directrices 

de la OECD (OECD ,1998). 

II.6.2.8  Análisis estadístico.  

Todos los datos obtenidos fueron introducidos en los modelos correspondientes y 

posteriormente en bases de datos, utilizando el paquete estadístico SPSS 11.5.1. A 

partir de los mismos se determinaron la media (X) y la desviación estándar (DE) para 

cada grupo por sexo. La normalidad se determinó por el test de Kolmogorov-Smirnov 

y la homogeneidad de varianzas por el Test de Levene. Cuando se cumplieron estas 

premisas, se realizó Análisis de Varianza (ANOVA) factorial simple teniendo en 

cuenta las variables grupo y tiempo, utilizando para definir las diferencias el test de 

LSD. Cuando no se cumplió la premisa de normalidad y/u homogeneidad de varianza, 

se utilizó el test de Kruskal-Wallis. Se trabajó para un nivel de significación de p<0,05. 

Para el análisis de las variables de Hematología y Química Sanguínea se utilizaron 

además los intervalos normales, establecidos a partir de todos los datos obtenidos en 

la primera extracción. El límite inferior del intervalo está constituido por el valor medio 

menos 1,5 veces la Desviación Estándar (X – 1,5 DE) y el límite superior por el valor 

medio más 1,5 veces la Desviación Estándar (X + 1,5 DE). Para las comparaciones 

estadísticas del muestreo final del estudio, se elaboró igualmente el rango antes 

mencionado, pero a partir de los datos obtenidos de los animales del grupo control. 



 54 

  CAPÍTULO III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

III.1 Determinación de los niveles plasmáticos de vainillina a partir de la 
selección del vehículo adecuado para los ensayos preclínicos 

En la figura 2 se observan las curvas correspondientes a los perfiles farmacocinéticos 

de la vainillina en las soluciones de CMC al 2% y 0,5%. Para la solución al 0,5% los 

valores de concentración plasmáticas fueron superiores con relación a la solución al  

2%, y se alcanzaron valores de concentración máxima (Cmáx) de 63,7µg/mL y 

13,45µg/mL respectivamente. El tiempo necesario para alcanzar estos valores (Tmáx) 

fue de 3 y 10 minutos respectivamente. 

Paralelamente, en la figura 3 se observan los perfiles de concentración plasmática de 

vainillina en las soluciones de CMC al 0,5% y solución hidroalcohólica (HA) al 15%. 

Para esta última, el valor de Cmáx fue de 110,7µg/mL con un Tmáx igual a los cinco 

minutos. Los valores de los parámetros farmacocinéticos que definen el nivel de 

exposición de la sustancia evaluada, tomando en consideración la magnitud y la 

velocidad de la absorción de la vainillina, se muestran en la tabla 6. 

En esta tabla se observa que con la suspensión de CMC al 0,5% se obtuvo una 

mayor área bajo la curva (AUCtotal) con relación a la de CMC al 2%; de igual forma los 

valores de Cmax alcanzados para la primera resultaron superiores. En los últimos dos 

puntos de la curva de CMC al 2% se observó una tendencia al aumento de la 

concentración al final del tiempo de muestreo, lo cual pudiera estar dado por una 

absorción de vainillina remanente dadas las características antes comentadas para 

esta solución. La vainillina para ejercer la acción penetra al interior de los eritrocitos y 

se une de forma estable mediante enlaces covalentes a la hemoglobina S, ocurriendo 

una disminución rápida de los niveles plasmáticos, producto de la simultaneidad de 

los procesos de distribución al interior de los eritrocitos y a su eliminación 

propiamente dicha del organismo (Abraham et al., 1991). Junto con esta disminución 

de los niveles plasmáticos se debe corresponder un aumento de los valores de 

concentración intraeritrocitarios. Al calcular la biodisponibilidad relativa (Frel) de 

ambas formulaciones tomando como referencia a la solución hidroalcohólica al 15% 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Perfiles de concentración plasmática en función del tiempo para las 
soluciones de vainillina en CMC al 0.5 % y 2 % a la dosis de 400 mg/Kg en 
ratas Wistar por vía oral (p˂ 0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Perfiles de concentración plasmática en función del tiempo para las 
soluciones de CMC al 0.5% y solución hidroalcohólica al 15% a la dosis de 
400 mg/Kg en ratas Wistar, por vía oral (p˂ 0.05). 
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se obtiene una biodisponibilidad mayor para la de CMC 0.5% (41 %) que para la de 

CMC al 2 % (32 %). 

Tabla 6. Parámetros farmacocinéticos de las soluciones hidroalcohólica al 15% y de 
CMC al 0,5% y 2% a la dosis de 400 mg/Kg en ratas Wistar por vía oral. 

Parámetros 
Farmacocinéticos 

Sol. HA 
15% 

Sol. CMC 
0,5% 

Sol. CMC 
2% 

AUC total  (μg_min/mL) 1965.25 801.25 623.45 
Cmax     ( μg/mL) 110.7 63.7 13.45 
Tmax      (min) 5 3 10 
Frel         (%) - 41 32 

AUC: área bajo la curva; Cmax: concentración máxima; Tmax: tiempo máximo; Ke: constante de 
eliminación; t1/2: tiempo de vida media; MRT: tiempo de residencia; Tlag: tiempo de latencia; Frel: 
biodisponibilidad relativa 

 

Los resultados obtenidos pudieran estar dados por las características físico–químicas 

de la suspensión resultante de la unión de la vainillina con la CMC. A la observación 

visual  la suspensión de CMC al 2% resulta ser una suspensión viscosa lo cual 

dificulta la disolución de la vainillina provocando que esta ocurra de forma no 

homogénea. Lo que conlleva que al administrar esta suspensión la dosis pudiera no 

corresponderse con la calculada de acuerdo al peso de cada animal. Esta 

característica pudiera contribuir a que el número de moléculas en contacto con la 

mucosa del epitelio gastrointestinal para ser absorbidas, así como la velocidad a la 

cual ocurre este proceso se dificulte. Sin embargo en la suspensión de CMC al 0,5%, 

se favorece la solubilidad de la vainillina, tal vez porque tiene menor viscosidad.  

 

En correspondencia con esto, el tiempo necesario para alcanzar la concentración 

máxima (Tmáx) es mayor para la suspensión de CMC al 2% que para la de CMC al 

0,5% (10 y 3 minutos respectivamente). Todo esto trae como resultado que los 

niveles de concentración plasmática alcanzados para la suspensión de CMC al 0,5% 

sean mayores (figura 2). A pesar de que los valores de concentración plasmática 

alcanzados para la suspensión de CMC al 0,5% fueron mayores que para la del 2%, 

la biodisponibilidad de la primera continúa siendo baja. Esto último puede estar dado 

por los factores siguientes: los posibles procesos de biotransformación de esta 
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sustancia tanto a nivel de la pared gastrointestinal así como a un efecto de primer 

paso hepático y los procesos de degradación de la vainillina en el tracto 

gastrointestinal. 

Un aspecto importante a considerar en el análisis de los resultados es que estos 

estudios cinéticos se han realizado en una especie roedora, la cual presenta un 

metabolismo más intenso que otras especies animales (Gad, 2007). Estudios 

cinéticos realizados en perros demostraron que en esta especie, la vainillina presenta 

una biodisponibilidad del 60 % (Gonzáles et al.,  2002). 

Estos resultados permiten definir que para los estudios toxicológicos, tanto a dosis 

única como repetida, el vehículo más adecuado a emplear es la suspensión de CMC 

al 0,5%. Para los estudios farmacocinéticos el vehículo a emplear es la solución HA al 

15 %. 

Resulta importante señalar que la elección de un adecuado vehículo en los estudios 

preclínicos, es fundamental a la hora de un buen diseño experimental. Este puede 

influir sobre la absorción sistémica, distribución, metabolismo y eliminación de las 

sustancias de ensayo (Kim et al., 2007). Por consiguiente, un detallado conocimiento 

de cómo los vehículos alteran estos procesos, es de primordial importancia al 

interpretar los resultados de los estudios toxicológicos orales (Harris et al., 2008).  

III.2 Estudio farmacocinético de la vainillina administrada por vía endovenosa 
en ratas Sprague – Dawley 

Con el propósito de determinar el perfil farmacocinético de la vainillina se realizó un 

estudio en ratas Sprague – Dawley (SD). Las medias de concentraciones plasmáticas 

se determinaron en una dosis única de vainillina de 100 mg/Kg de peso corporal.  

Los valores de concentración plasmática obtenidos para cada tiempo de muestreo y 

su desviación estándar se observan en el anexo 7. Como se puede apreciar los 

valores de concentración descienden en el tiempo, lo que guarda amplia 

correspondencia con la vía de administración utilizada. 
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Los niveles de vainillina en plasma desaparecen muy rápidamente de tal manera que 

ya a los 15 minutos es imposible detectarlos como se observa en la figura 4. Se 

distinguen dos fases en este proceso, la fase de distribución, que se extiende los 

primeros cinco minutos después de la administración de la dosis y una segunda fase, 

asociada a la eliminación plasmática. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Perfil de concentración vs tiempo de la vainillina administrada por vía 
intravenosa a ratas Sprague – Dawley a una dosis de 100 mg/kg de peso corporal. 
Cada valor es la media de tres determinaciones. 
 
A partir de las concentraciones plasmáticas, se determinaron los parámetros 

farmacocinéticos con el objetivo de caracterizar cinéticamente la vainillina (tabla 7). 

Tabla 7. Parámetros farmacocinéticos calculados tras la administración endovenosa 
de una dosis de 100 mg/kg de vainillina a ratas SD 

Parámetros 
farmacocinéticos 

Vía 
endovenosa 

t½ (min) 2,0 
vd (mL) 458,83 
Cl (mL/min) 159,18 
MRT (min) 2,83 
Cmax (µg/mL) 113,89 
AUC (µg-min/mL) 314,09 

t½: tiempo de vida media; MRT: tiempo de residencia media; 
CL: aclaramiento plasmático; Vd: volumen de distribución; 
Cmax: concentración máxima; AUC: área bajo la curva 
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Como se observa, de los datos experimentales obtenidos tras la administración 

endovenosa, el tiempo de vida media (t½) y el tiempo de residencia media (MRT) 

fueron de 2 y 2,83 minutos, respectivamente. La combinación de ambos parámetros 

indica el tiempo en el que se ha eliminado el 50 y 63,2% de vainillina 

respectivamente, de la circulación sistémica, el cual puede considerarse 

relativamente pequeño, si se compara con los resultados obtenidos en ratas con otras 

moléculas de diferente naturaleza química por ejemplo la warfarina (Zhu y Shin, 

2005). Sin embargo, los resultados de esta investigación se encuentran dentro del 

rango informado en otros estudios con esta misma molécula y de otros aldehídos 

(Zhang et al., 2004 y Andersen, 2006).  

El valor de aclaramiento plasmático (CL) de 159,18 mL/min, está en correspondencia 

con los valores de t½ y MRT, por lo que la vainillina se elimina rápidamente, esto 

sugiere que hay una eliminación plasmática rápida, debido a que la vainillina se 

distribuye en el compartimento vascular, al interior de los eritrocitos lo cual se 

confirma con un volumen de distribución (Vd) de 458,83 mL superior al volumen 

sanguíneo característico de la especie animal empleada.   

III.3 Estudio de linealidad cinética de la vainillina por vía endovenosa en perros 
Beagles 

Para establecer una comparación entre los parámetros farmacocinéticos de dos 

especies diferentes, se determinó el perfil de concentración de vainillina contra tiempo 

en una especie no roedora, en este caso perros Beagles. Del mismo modo se 

evaluaron varias dosis para determinar el efecto de estas sobre la linealidad cinética. 

En la tabla 8 se representan los datos de las concentraciones plasmáticas promedio 

obtenidos con posterioridad a la administración en forma de bolo endovenoso para las 

dosis de 15, 30, 60 y 120 mg/Kg. Los valores de concentración descendieron con un 

transcurso lógico en el tiempo, lo que guarda amplia correspondencia con la vía de 

administración utilizada. Con el aumento de la dosis, se obtuvieron valores de 

concentraciones superiores al límite de cuantificación a intervalos de tiempos más 
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prolongados, en la secuencia general de muestreo, es decir, para la dosis de 15 

mg/Kg solo se obtuvieron valores hasta los 15 minutos, para la dosis de 30 mg/Kg 

hasta los 30 minutos, para la dosis de 60 mg/Kg hasta los 60 minutos y para la dosis 

de 120 mg/Kg hasta los 75 minutos. En el anexo 8, se muestran las tablas con los 

datos de concentración plasmática individual de cada animal para cada nivel de dosis.  

Tabla 8. Concentraciones plasmáticas promedio (µg/mL) de vainillina para cada dosis 
a los diferentes intervalos de tiempo. 

Dosis 
(mg/Kg) 

Tiempo de muestreo (minutos) 

1 3 5 10 15 20 30 45 60 75 

15 38.14 ± 
21.92 

13.03 ± 
8.34 

6.18 ± 
3.80 

1.92 ± 
1.24 

0.74 ± 
0.58 

     

30 88.93 ± 
39.22 

33.41± 
21.81 

19.40 ± 
13.34 

8.51 ± 
2.76 

2.74 ± 
1.55 

0.85 ± 
0.53 

0.78± 
0,54 

   

60 114.7 ± 
24.43 

69.45 ± 
13.31 

41.55 ± 
18.57 

19.23 ± 
6.61 

10.08 ± 
2.42 

6.53± 
3.20 

1.66 ± 
0.87 

0.67 ± 
0.48 

0.39 ± 
0.29 

 

120 252.03 
± 40.80 

172.74± 
44.59 

135.26 ± 
34.24 

76.06 ± 
16.92 

44.81 ± 
12.88 

26.75 ± 
9.9 

17.16± 
9.33 

4.52 ± 
1.5 

1.40± 
0.47 

1.14 ± 
0.59 

 

Considerando que la vainillina penetra al eritrocito y se une a la Hb para ejercer su 

efecto antipolimerizante, este comportamiento estaría dado al hecho de que a medida 

que las dosis aumentan, la velocidad y magnitud de captación por el eritrocito cada 

vez se hace menor por lo que se puede cuantificar vainillina a mayores tiempos. A las 

dosis de 15 y 30 mg/Kg es más rápida la entrada al eritrocito, ya que existen sitios de 

unión de la vainillina a la Hb libres, los que disminuyen con el aumento de la dosis. 

Las medias de concentración plasmática a diferentes dosis administradas por vía 

intravenosa, determinadas en diferentes intervalos de tiempo, se representan en la 

figura 5.  
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Figura 5.  Perfiles concentración contra tiempo de diferentes dosis de vainillina 
administradas por vía  endovenosa a perros Beagles. Cada valor es la media de seis 
valores. 

Como se observa en la figura 5, las concentraciones plasmáticas disminuyen 

exponencialmente en el transcurso del tiempo. Se evidencia una disminución 

marcada en los primeros diez minutos, coincidiendo esta con la denominada fase de 

distribución de xenobióticos. En la segunda fase, más prolongada, se observó una 

disminución menos pronunciada de la concentración en el tiempo. Esto es típico de 

una eliminación, tal y como se ha reportado en otros estudios farmacocinéticos (Smith 

et al., 2001). 

Por otra parte, se observó que la disminución de las concentraciones era más 

pronunciada en las dosis más bajas (15 y 30 mg/Kg), detectándose más 

tempranamente la fase de eliminación. Este fenómeno pudiera deberse a la posible 

unión de la vainillina a todos los sitios disponibles en las moléculas de (Hb), 

precisamente por su baja concentración plasmática. Al aumentar la dosis a 60 y 120 

mg/kg, el número de sitios de unión ocupados en la molécula de Hb aumenta, 

retrasando la fase distributiva lo que posibilita que se detecten concentraciones 

plasmáticas de vainillina durante un periodo de tiempo mayor.  

Resultados similares fueron obtenidos por Guenette et al., 2006 con el eugenol, un 

compuesto aromático, el cual sigue un comportamiento cinético semejante, cuando es 
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administrado por vía oral en ratas. Las concentraciones plasmáticas de este 

compuesto decaen rápidamente luego de la primera hora de administración.  

También se ha observado que el tiempo de vida media del benzaldehído, una 

sustancia muy empleada en la fabricación de productos cosméticos, es de sólo 10 

minutos cuando es administrado a ratas por vía inhalatoria, similar a lo obtenido con 

la vainillina en este estudio (Andersen, 2006). Este comportamiento también está 

acorde a la vía de administración empleada, la cual se caracteriza por una 

disminución de las concentraciones plasmáticas en el tiempo al inocularse el 

compuesto en estudio directamente en el torrente sanguíneo (Smith et al., 2001). A 

partir de los valores de concentración plasmática, fueron determinados además, los 

parámetros farmacocinéticos, con el objetivo de caracterizar cinéticamente la 

molécula en estudio, (tabla 9). 

Tabla 9. Parámetros farmacocinéticos tras la administración de vainillina por vía 
intravenosa a dosis de 15, 30, 60 y 120 mg/Kg de peso corporal, a perros Beagles.  

Parámetros 
Farmacocinéticos 

Dosis (mg/kg) 

15 30 60 120 
Cmáx (µg/mL) 38,14 ± 21,91 88,99 ± 39,21 114,7 ± 24,43 252,02 ± 40,80 
AUC (µg-min/mL) 127,05 ± 1,82 341,4 ± 152, 8 699,38 ± 152,93 2318,36 ± 94,86 
Ke  (min-1) 0.3347 ±  0,11 0,22 ± 0,07 0,1220 ± 0,0688 0,0786 ± 0,00 
t½  (min) 2,24 ± 0,61 3,3 ± 1,0 7,47 ± 4.30 8,88 ± 0,80 
VD (mL) 476 ± 233 463,2 ± 192,9 931,3 ± 518,7 683,2 ± 148 
CL (mL/min) 150,5 ± 73 101,3 ± 38,1 89,7 ± 21,9 53,1 ± 9,3 
MRT (min) 3,17 ± 1,05 4,13 ± 0,76 7,76 ± 1,87 11,56 ± 1,88 

Cada valor es la media de seis determinaciones ± la desviación estándar. Cmáx: concentración máxima; AUC: 
área bajo la curva; Ke: constante de eliminación; t½: tiempo de vida media; VD: volumen de distribución; CL: 
aclaramiento; MRT: tiempo de residencia media. 

En el estudio, los valores de Cmax alcanzados aumentaron proporcionalmente al 

aumento de la dosis con valores de 38,14 ± 21,91; 88,99 ± 39,21; 114,7 ± 24,43 y 

252,03 ± 40,80 µg/mL respectivamente. En la figura 6 se observa una relación lineal 

entre estas dos variables El análisis de regresión lineal demostró que existe una alta 

correlación y una relación estadísticamente significativa (p < 0.05), cuyo coeficiente 

de determinación (R2) es 0.9769.  



 62 

120603015

R2 = 0.9769

0

50

100

150

200

250

300

Dosis (mg/kg)
Cm

ax
 (µ

g/
m

L) 

 

 

 
 
Figura 6. Determinación entre la Cmax y las dosis de 15, 30, 60 y 120 mg/Kg 
administrada en bolo ev a perros Beagles. 

Al normalizar la Cmax para sus respectivas dosis se obtuvieron valores de 2,54, 2,96, 

2,23 y 2,09 para las dosis de 15, 30, 60 y 120 mg/Kg respectivamente. El test no 

paramétrico de Kruskal-Wallis empleado para el análisis de los datos demostró que 

no existe diferencia estadísticamente significativa entre estos resultados (p= 0.4180), 

demostrando una linealidad de este parámetro dependiente de la dosis. 

El AUC0-∞ presentó un comportamiento similar a la Cmax. Al analizar la relación 

existente entre este parámetro y las diferentes dosis, observamos de manera similar, 

una relación lineal entre estas dos variables. El análisis de regresión lineal  demostró 

que existe una relación estadísticamente significativa (p < 0,05) cuyo coeficiente de 

determinación R2 es 0,9696. La figura 7 muestra esta relación.  

 

 

 

 

 

 
 
Figura 7. Determinación entre el área bajo la curva y las dosis de 15, 30, 60 y 120 
mg/Kg administrada en bolo ev a perros Beagles. 
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Sin embargo, al normalizar el AUC0-∞ con sus respectivas dosis se obtuvieron valores 

de 8,5; 11,4; 11,7 y 19,3 para las dosis de 15, 30, 60 y 120 mg/Kg respectivamente. 

El análisis de varianza (ANOVA) realizados a los valores del AUC0-∞ normalizados 

para sus respectivas dosis, demuestra que existen diferencias significativas entre los 

valores promedios (p = 0.0012). El Test de Rangos Múltiples indica que el valor de 

AUC0-∞ normalizada para la dosis de 120 mg/Kg, es el que difiere con las restantes 

tres dosis. 

Por su parte, al realizar el cálculo del cociente de los valores del AUC 0 - ∞ de las dosis 

de 30 y 60 mg/Kg en relación a la de 15 mg/Kg se cumple aproximadamente la 

relación esperada de 2 y 4. Sin embargo, para la dosis de 120 mg/Kg el valor 

observado es 18, muy superior al esperado de 8. Estos resultados demuestran que 

para la dosis de 120 mg/Kg, no existe un aumento proporcional en los valores de este 

parámetro con el incremento de la dosis (figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Valores de AUC normalizados contra sus respectivas dosis. Cada valor es la 
media de seis determinaciones ± desviación estándar. * p < 0,05 diferencias 
significativas. (ANOVA).  

Este valor de dosis representa un punto de inflexión de la cinética, lo que indica que 

el sistema comienza a tener un comportamiento no lineal lo que pudiera incidir en una 

respuesta toxicológica (Dixit y et al., 2003). Otro aspecto interesante, que pudiera 
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estar relacionado con el aumento desigual del AUC, es que durante la fase 

experimental se observó que una vez administrada la dosis de 120 mg/Kg, todas las 

muestras de plasma estaban hemolizadas. La hemólisis trae como consecuencia que 

una mayor cantidad de moléculas de vainillina permanezcan en el plasma, al 

disminuir la masa de eritrocitos circulantes, hacia los cuales se distribuirían estas 

moléculas. Esto pudiera ser otra causa que condiciona que, las concentraciones 

plasmáticas son superiores, lo que establece evidentemente, un aumento en el AUC 

observado para la dosis de 120 mg/Kg. Este incremento del AUC producto de la 

hemólisis trae como resultado un mayor número de moléculas de vainillina 

disponibles para ejercer un efecto tóxico deviniendo en un posible índice de 

manifestación de toxicidad. 

La hemólisis aquí detectada contrasta con resultados de dos estudios realizados in 

vitro. En estos se concluyó que la vainillina y sus isómeros químicos (ortovainillina e 

isovainillina), no tienen efectos hemolíticos sobre eritrocitos humanos (Del Toro et al., 

2002 y Alonso, 2005). Estas divergencias reafirman que los ensayos in vitro son un 

primer acercamiento al fenómeno en cuestión, pero la valoración final debe ensayarse 

en modelos in vivo, pues los equilibrios de difusión e incorporación son más potentes 

en los modelos animales (Dere et al., 2006; Evertsen y Johnsen; 2009). 

El fenómeno de hemólisis también puede incidir en el equilibrio distributivo de la 

molécula de vainillina. Al desaparecer los eritrocitos, se pierden centros de captación 

de esta sustancia en el organismo, contrario a lo que ocurre a las dosis inferiores, en 

las cuales se incrementa el volumen por fenómenos de enlazamiento a las células 

sanguíneas.  

La figura 9 muestra como los valores de tiempo de vida media (t½) aumentan 

gradualmente con el incremento de la dosis. Estos valores son muy pequeños, siendo 

solo de 2,24 minutos para la dosis de 15 mg/kg y aumentando gradualmente con el 

incremento de la dosis a 3,30, 7,48 y 8,88 min respectivamente. El análisis realizado 

demostró que existen diferencias estadísticamente significativas (p= 0.0007) entre 

estos valores. Como se evidencia, el aclaramiento (CL) en correspondencia con el 
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A B 

comportamiento del tiempo de vida media, resulta ser elevado para las dosis de 15 

mg/kg alcanzando un valor de 150,45±72,95 mL/min y disminuyendo progresivamente 

a 101,27±38,06, 89,27±21,87, 53,07±9,26 para las dosis de 30, 60, 120 mg/Kg, 

respectivamente. El análisis estadístico demostró que existen diferencias 

estadísticamente significativas entre los resultados (p= 0,0074).  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 9. Comportamiento del tiempo de vida media (A) y del aclaramiento (B), para 
las dosis de 15, 30, 60 y 120 mg/kg administrada en forma de bolo ev. en perros 
Beagles. 
 
La linealidad cinética presupone que parámetros característicos de la disposición 

cinética de un fármaco como el t½ y el CL permanezcan constantes en un rango de 

dosis determinado. Llama la atención, entonces, el hecho de que estos dos 

parámetros varían con el aumento de la dosis, lo cual hace pensar en un 

comportamiento no lineal de los mismos. 

Dada las características farmacodinámicas de este producto y bajo las condiciones 

experimentales, los datos obtenidos sugieren que el perfil farmacocinético observado 

pertenece a la fase distributiva. Por lo tanto, el comportamiento para estos dos 

parámetros resulta lógico. De esta forma, en vez del aclaramiento sistémico de este 

fármaco del organismo, observamos su aclaramiento plasmático, producto del 

proceso de distribución o internalización del mismo hacia su órgano diana 

(eritrocitos), y en correspondencia el tiempo de vida media con que ocurre este 

proceso.  
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Por lo tanto, a la menor dosis le corresponde el mayor valor de aclaramiento ya que 

como se plantea anteriormente, a esta dosis los eritrocitos son capaces de captar 

rápidamente las moléculas de vainillina presente en el plasma. Esta captación va 

disminuyendo con el aumento de la dosis lo cual se refleja en una disminución del 

aclaramiento.  

Como se puede constatar, el t½ de la vainillina para todas las dosis evaluadas es 

corto, teniendo en cuenta que las concentraciones plasmáticas disminuyen a la mitad 

antes de transcurrido los primeros 5 minutos. Estos resultados se corresponden con 

lo obtenido por Zhang et al., 2004, que observaron valores de t½ de 10,2 minutos para 

una dosis de 100 mg/Kg, comparable con una de las dosis ensayadas en este 

experimento (120 mg/Kg). Además, es conocido que los aldehídos por su naturaleza 

química reactiva son raramente acumulados en los organismos biológicos (Kutzman 

et al., 1980; Barghini et al., 2007). El MRT obtenido también fue corto, lo que confirma 

el t½, pues es una medida del tiempo en que la molécula permanece en circulación en 

el organismo. 

Los valores de aclaramiento también son una medida de la rápida eliminación 

plasmática que sufre esta molécula. Esto puede ser debido a la distribución de la 

vainillina hacia órganos muy irrigados o el compartimiento vascular. Lo anterior está 

relacionado con los volúmenes de distribución resultantes, los cuales indican que el 

producto en cuestión no se internaliza hacia tejidos periféricos permaneciendo en el 

sistema vascular. Ello está en consonancia con el mecanismo de acción de la 

vainillina debido a su alta afinidad por la Hb, proteína mayoritaria en el sistema 

vascular, lo cual posibilita su utilización como agente antidrepanocítico (Abraham et 

al., 1991; Del Toro et al., 2003). 

El volumen de distribución (Vd) con valores promedio de 476,38±232,99; 463,24± 

192,89; 931,30±518,65 y 683,23±148 mL para las dosis de 15, 30, 60 y 120 mg/Kg, 

muestran valores muy semejantes al volumen sanguíneo de la especie animal 

empleada (88 mL/Kg), se observa en la figura 10. A las dosis de 15 y 30 mg/Kg la 

vainillina no ocupa todos los sitios disponibles de la molécula de Hb, quedando Hb sin 
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unirse por lo que los Vd son similares. A la dosis de 60 mg/Kg hay mayor cantidad de 

moléculas de vainillina que se internalizan y el número de sitios ocupados aumenta, 

por lo que es lógico que el Vd aumente. A la dosis de 120 mg/Kg se observó hemolisis 

(no hubo problemas en la administración), la masa eritrocítica es menor, la vainillina 

que iba a penetrar no lo hace, por lo que el Vd en vez de aumentar disminuye. Este 

comportamiento es un indicador de que la vainillina se mantiene en el depósito 

vascular, sugiriendo una limitada distribución extravascular. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 10. Comportamiento del volumen de distribución para las dosis de 15, 30, 60 y 
120 mg/Kg  administrada en forma de bolo i.v. en perros Beagles. 
 

Este comportamiento es lógico si tenemos en cuenta, el mecanismo de acción de 

este compuesto donde juega un papel fundamental los eritrocitos para cumplir su 

acción como agente antidrepanocítico. Otros autores confirman que la no linealidad 

cinética puede deberse a la unión saturable de las moléculas en estudios a los 

eritrocitos, que puede afectar la farmacocinética. Se plantea que los glóbulos rojos 

representan la población más grande de los constituyentes de la sangre, tanto en 

número como en tamaño, siendo un reservorio para muchos compuestos que pueden 

distribuirse y unirse a sus componentes intracelulares. Se ha informado además que 

la distribución hacia éstos (si se refiere a componentes), varía de molécula a molécula 

y puede depender de factores tales como la temperatura y el pH. Se asevera que la 

interacción con los hematíes puede resultar en la formación de bases Shiff, las cuales 

son estructuras orgánicas muy estables (Hinderling, 1997; Van den Bongard et al., 

2003 y Shank et al., 2005). 
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En general los resultados de los estudios farmacocinéticos en plasma realizados en 

varios modelos animales y a varias dosis, sugieren que la vainillina sufre un rápido 

metabolismo en mamíferos. El tiempo de vida media, demuestra la rápida eliminación 

que manifiesta esta molécula del plasma; así como el volumen de distribución indica 

que la molécula se concentra en el compartimento vascular. 

III.4  Estudios farmacocinéticos de la vainillina marcada con 125I por vía oral y 
endovenosa 

III.4.1 Resultados del marcaje y modelación aplicada 

El rendimiento del marcaje fue del 65,8% en el realizado para la administración 

intravenosa y del 61,5% en el realizado para la administración oral. En los dos casos 

la pureza radioquímica fue superior al 95%. 

Se evaluaron dos modelos el mono y el bicompartimental. En el caso de la 

administración intravenosa se aplicó una parametrización del modelo 

monocompartimental y dos parametrizaciones del modelo bicompartimental. En la 

administración oral se hicieron cuatro parametrizaciones en el modelo 

monocompartimental y dos parametrización en el bicompartimental. Los modelos 

aplicados a los datos derivados de la administración oral están dados por la 

dispersión de los datos. Los modelos aplicados se encuentran resumidos en la tabla 

10 y 11.  

Tabla 10. Modelos aplicados a los perfiles farmacocinéticos obtenidos después de la 

administración intravenosa. 

Modelo  Compartimentos Eliminación Parametrización 
1 1 1er orden V, k 

19 2 1er orden V, k, k12, k21 
20 2 1er orden Cl, V1, Q, V2 

V y V1: volumen de distribución del compartimento central (mL),k: constante de 
eliminación, k12 y k21: constantes intercompartimentales, Cl: aclaramiento (mL/h), V2: 
volumen de distribución del segundo compartimento (mL). 
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Tabla 11. Modelos aplicados a los perfiles farmacocinéticos obtenidos después de la 
administración oral. 

Modelo  Compartimentos Absorción Eliminación Parametrización 
7 1 1er orden 1er orden ka,V, k 
8 1 1er orden 1er orden ka,V, Cl 
13 1 orden 0 1er orden Tk0,V, k 
14 1 orden 0 1er orden Tk0,V, Cl 
29 2 1er orden 1er orden ka,V, k, k12, k21 
30 2 1er orden 1er orden ka, Cl, V1, Q, V2 

V y V1: volumen de distribución del compartimento central (mL), k: constante de eliminación, k12 y k21: 
constantes intercompartimentales, ka: constante de absorción, Cl: aclaramiento (mL/h), V2:volumen de 
distribución del segundo compartimento (mL), Tk0: duración de la absorción (h),Q: aclaramiento 
intercompartimental. 
 

La diversidad de modelos aplicados no está dirigida solamente a la selección del 

número de compartimentos, sino que permite también la obtención de diferentes 

parámetros por la parametrización directa que aporta cada modelo, cuestión que es 

posible gracias al sistema de cálculo utilizado. 

III.4.2  Incorporación en eritrocitos después de la administración endovenosa. 

En la figura 11, se observan los perfiles de concentración en sangre, plasma y 

eritrocitos hasta las 24 horas de administrado. Después de la administración 

endovenosa, las concentraciones de vainillina en el plasma disminuyeron 

rápidamente durante los primeros 15 minutos siguientes a la administración, no se 

llegan a observar valores altos de captación en eritrocitos. Como tendencia se aprecia 

que los perfiles de concentración en sangre de vainillina plasmática y eritrocitaria son 

muy similares y alcanzan una magnitud equivalente después de las dos horas de 

administrada.  

La fase que estamos observando es la fase de eliminación. La cinética de eliminación 

es mucho más rápida que la cinética de captación en el eritrocito.  
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Figura11. Concentraciones de vainillina en sangre, plasma y eritrocitos por mL de 
sangre. Se obvian las dispersiones para una mejor apreciación gráfica. 

La distribución de fármacos en eritrocitos varía: con algunos fármacos. En muchos 

fármacos la velocidad de distribución al eritrocito es rápida y se alcanza el equilibrio 

de segundos a minutos, estos casos son observados a través de procedimientos in 

vitro (en los que se puede determinar la velocidad de distribución) para obtener 

resultados significativos (Hinderling, 1997). 

En los métodos in vitro se utiliza un sistema cerrado, donde a medida que aumenta 

en el eritrocito disminuye en el plasma, por lo que las condiciones  del estado 

estacionario de equilibrio  pueden ser establecidos fácilmente. En los estudios in vivo 

los fármacos que penetran rápidamente al eritrocito alcanzan  el estado estacionario 

en las condiciones de equilibrio, aunque al ser un sistema abierto, se presentan otros 

acontecimientos cinéticos tales como la fase de eliminación, las que ocurren 

simultáneamente (Hinderling, 1984). Esto es lo que ocurre en el estudio por lo que 

solo se observa la fase de eliminación. 

III.4.3 Resultados de la modelación farmacocinética después de la 
administración endovenosa 

Dado que el análisis farmacocinético se realizó con el programa Monolix, con aplicar 

una parametrización se tiene el criterio suficiente para saber si aplicar uno u otro 
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modelo. Cada modelación da una parametrización diferente, en el estudio en aras de 

reportar la mayor cantidad de parámetros para una mejor caracterización del perfil 

farmacocinético se empleó más de un modelo en ocasiones, siempre del 

compartimento bicompartimental, el que mejor ajuste da tomando, los criterios de 

información AIC y BIC. 

La parametrización resultante de los modelos 19 y 20 con similares criterios de 

información aportaron un volumen de distribución del compartimento central entre 

10,4 mL (modelo 20) y 17,6 mL (modelo 19) que concuerda con el volumen de sangre 

de una rata de 236 g de masa corporal promedio 7,4% de la masa corporal (Brown, 

1997). En cambio, el volumen del compartimento periférico de 62,5 mL indica una 

predominante extravasación hacia el compartimento periférico con una constante k12 

cinco veces superior a la constante k21, de la misma forma el aclaramiento 

intercompartimental es 2,7 veces el aclaramiento del compartimento central (tabla 

12). 

Tabla 12. Estimados poblacionales de los parámetros farmacocinéticos y criterios de 
información aportados por los modelos del Monolix en la administración endovenosa. 

Parámetro Estimado DE CV 
V (mL) 17,6 3,3 22 

      CL(mL/min) 81,2 23 29 
   K(min-1) 6,18 1,6 25 

K12 17,3 5,5 31 
K21 7,22 1,7 23 

Q(mL/min) 221 59 27 
   V2(mL) 62,5 24 38 

AIC 507,05   
BIC 514.01   

V y V2: volumen de distribución y del segundo compartimento, CL: 
aclaramiento, K: constante de eliminación, K12 y K21:constantes 
intercompartimentales, Q: aclaramiento intercompartimental, AIC y BIC: 
criterios de información Akaike y Bayesiano, DE: desviación estándar, CV: 
coeficiente de variación. 
 

Se puede comentar que la aplicación de varios modelos con este sistema no está 

dirigida solo a la búsqueda del mejor ajuste, sino también a la obtención de los 

parámetros farmacocinéticos necesarios. Otros modelos contenidos en este sistema 

también pudieran resultar en un buen ajuste y parametrización. Se escogieron estos 



 72 

porque aportan datos acerca de la contribución de un segundo compartimento de 

interés (eritrocitos) en el caso de la acción farmacológica de la vainillina.  

III.4.4 Resultados de la biodistribución después de la administración 
endovenosa 

Los tejidos seleccionados representan órganos importantes en el proceso de 

absorción (estómago e intestino delgado) y órganos asociados con la eliminación 

(riñón, hígado e intestino grueso). Otros órganos (corazón, pulmón, bazo y cerebro) 

fueron seleccionados debido a su alta irrigación sanguínea, lo que puede provocar 

que gran cantidad del fármaco llegue a los mismos. El tejido adiposo se analizó 

tomando en consideración las características poco polares del producto bajo 

investigación, que puede tener una marcada acumulación en este tejido. 

Como se puede apreciar en la tabla 13, no existe captación de vainillina apreciable en 

ninguno de los órganos o tejidos muestreados. Únicamente se aprecia captación en 

intestino delgado debido presumiblemente al metabolismo hepático de la molécula. La 

poca captación en tiroides y estómago demuestra la elevada estabilidad radioquímica 

de la molécula puesto que son los sitios de más probable acumulación del iodo libre. 

La excreción es predominantemente renal, como se aprecia en el acumulado en 

orina. 
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Tabla 13. Resultados de biodistribución a diferentes tiempos después de la 

administración endovenosa. 

Muestra 1h 4h 12h 24h 
Media        D.E Media       D.E Media       D.E Media        D.E 

Hígado                  %D/g 0,15          0,02 0,07         0,02 0,04          0,01 0,04           0,02 
Bazo                     %D/g 0,06          0,01 0,03         0,01 0,04          0,01 0,04           0,02 
Riñones                %D/g 0,64          0,23 0,19         0,13 0,07          0,01 0,07           0,03 
Corazón                %D/g 0,07         0,02 0,03         0,01 0,02          0,01 0,03           0,02 
Pulmones             %D/g 0,09          0,03 0,06         0,04 0,03          0,01 0,05           0,03 
Cerebro                %D/g 0,01          0,00 0,00         0,00 0,00          0,00 0,00           0,00 
Músculo                %D/g 0,03          0,01 0,01          0,00 0,02          0,02 0,02           0,01 
Tejido adiposo      %D/g 0,11          0,03 0,05         0,01 0,04          0,02 0,05           0,03 
Estómago             %D/g 1,02            1,01 0,56         0,20 0,61          0,46 0,49           0,31 
Intestinodelgado   %D/g 10,73           4,85 4,88         2,84 1,05          0,68 0,97            0,54 
Intestino grueso    %D/g 0,26           0,08 1,81         2,57 0,91          1,02 0,62            0,58 
Tiroides                 %D/g 0,04           0,02 0,08         0,05 0,08          0,11 0,50            0,17 
Orina                     %D/g  19,57       12,30 13,57         7,02 8,15            8,10 
Orina acumulativa %D/g  19,57 33,13 41,29 
Heces fecales        %D/g   0,03          0,05 0,24             0,31 

 

III.4.5 Incorporación en eritrocitos después de la administración oral 

En la figura 12 se observan las concentraciones de vainillina en sangre, plasma y 

eritrocitos hasta las 24 horas en las cuales se pueden apreciar las diferencias 

fundamentales. El primer máximo ocurre a solo 5 minutos de la administración y 

puede estar ocasionado por una rápida absorción, consistente con el resultado de la 

biodistribución en el que se aprecia una radiactividad en estómago de solo 13,8 % al 

cabo de una hora. Los máximos de concentración posteriores pudieran deberse a un 

proceso de circulación enterohepática de la vainillina o algún producto de su 

metabolismo. En un estudio cinético realizado a la vainillina se sugirió que el segundo 

pico observado en los perfiles de concentración plasmática puede ser explicado por 

una posible recirculación enterohepática (Beaudry et al., 2010). Además, fue 

demostrado previamente que el resveratrol y otros  compuesto fenólicos tienen una 

recirculación enterohepática importante, debido a que experimentan conjugación con 

glucurónidos y sulfatos (Marier et al., 2002), al igual que la vainillina (Strand y 

Scheline, 1975). Se puede inferir que de acuerdo al perfil farmacocinético de la 
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vainillina, descrito en los modelos empleados, de las posibles rutas metabólicas, en 

las que si bien la mayoría de la vainillina se excreta como ácido vainillínico, también 

se ha detectado la presencia de glucurónidos y sulfatos de vainillina en la orina de 

ratas tratadas con dosis de 100 mg/Kg (Kirwin y Galvin, 1993 y Yu, 2005). Otros 

compuestos fenólicos como el eugenol presentan en estudios cinéticos perfiles de 

concentración plasmática muy similares a los observados en nuestro estudio, con 

máximos de concentración secundario (Guenette, 2007). 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura12. Concentraciones de vainillina en sangre, plasma y eritrocitos por mL de 
sangre después de la administración oral. Se obvian las dispersiones para una mejor 
apreciación gráfica.  
 

Los dobles picos observados en la farmacocinética son indicios de una posible 

recirculación entero hepática. La recirculación enterohepática es dependiente de 

varios factores asociados a la absorción del  tracto gastrointestinal, a la respuesta 

hepática, al metabolismo y a la excreción biliar. Cada uno de estos procesos es 

dependiente de la especie, edad, enfermedad, fármaco, genética, fisiología y 

coadministración de compuestos. Un efecto sobre estos procesos puede interrumpir o 

realzar el ciclo enterohepático. Por otra parte, es también posible que los picos 

secundarios en la concentración del plasma de un ciclo enterohepático pueden 

conducir o  podría dar lugar a toxicidad. Muchos de los determinantes que afectan 

estos procesos todavía se están definiendo (Roberts et al., 2002). 
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Los fármacos que experimentan circulación enterohepática se asocian a 

características farmacocinéticas típicas, tales como el fenómeno de múltiples picos en 

el perfil de concentración contra tiempo del plasma y la prolongación del tiempo de 

vida media de eliminación (Lehr et al., 2009). En este estudio se encontraron estos 

hallazgos, pero estos deben ser posteriormente evaluados en un estudio 

farmacocinético de la bilis, más específico.  

En comparación con la vía endovenosa se pueden apreciar valores de concentración 

inferiores tanto en sangre como en plasma y eritrocitos. También debemos tener en 

cuenta que la dosis oral fue el doble de la dosis intravenosa. No obstante, se puede 

afirmar que, proporcionalmente, se obtienen menores concentraciones en eritrocitos 

por vía oral (máximo de 42% a las dos horas y promedio de 19%) que por vía EV 

(máximo de 64% a las dos horas y promedio de 47%).  

III.4.6 Resultados de la modelación farmacocinética después de la 
administración oral 

Al igual que para la administración endovenosa en aras de reportar la mayor cantidad 

de parámetros para poder caracterizar el perfil farmacocinético se empleó más de un 

modelo resultando, siempre el modelo bicompartimental, el que mejor ajuste da, 

tomando en consideración, los criterios de información AIC y BIC. De los seis 

modelos evaluados estos criterios son menores en los modelos bicompartimentales, 

indicativo de un mejor ajuste a los datos experimentales y por consiguiente se 

tomaron los valores  de los modelos 29 y 30. 

Como se observa en la tabla 14, la calidad de los datos obtenidos después de la 

administración oral se destaca por su dispersión, de aquí que el procesamiento haya 

sido más complejo. De todas formas se conserva la tendencia al mejor ajuste con los 

modelos bicompartimentales y aunque las magnitudes varían sucede lo mismo que 

en la vía endovenosa, un volumen del compartimento periférico de 1620 mL mayor 

que el volumen del compartimento central, una constante k12 de 9.01 superior a la k21 

que fue de 0.697 y un aclaramiento intercompartimental de 1150 mL/min mayor que el 



 76 

del compartimento central. El comportamiento por la vía oral es similar al de la vía 

endovenosa se mantiene el mismo comportamiento cinético una vez que la molécula 

es absorbida. 

Tabla 14. Estimados poblacionales de los parámetros farmacocinéticos y criterios de 
información aportados por los modelos del Monolix en la administración oral. 

 
Parámetro Estimado DE CV (%) 

Ka 9.46 2.4 26 
V(mL) 128 29 23 

CL(mL/min) 43 22 52 
K(min-1) 0.342 0.15 45 

K12 9.01 2.3 25 
K21 0.697 0.13 18 

Q(mL/min) 1150 140 12 
V2(mL) 1620 250 15 
AIC 665.97 

 
BIC 671.31 

V: volumen de distribución del compartimento central, k: constante de 
eliminación, k12 y k21: constantes intercompartimentales, ka: constante de 
absorción, V2: volumen de distribución del segundo compartimento, Q: 
aclaramiento intercompartimental,  AIC y BIC: criterios de información de Akaike 
y bayesiano, DE: desviación estándar, CV: coeficiente de variación. 

 

III.4.7 Resultados de la biodistribución después de la administración oral 

Como sucede en el caso de la administración intravenosa no existe acumulación 

apreciable en ninguno de los órganos o tejidos muestreados tabla 17. De la misma 

forma que en la vía intravenosa no existe captación apreciable en tiroides, indicador 

de la estabilidad radioquímica de la vainillina radio marcada. Al cabo de una hora 

queda un residuo del 13.85 % de la administración en el estomago, al intestino pasa 

un 5.38 % a las cuatro horas, resultados que son lógicos ya que la administración fue 

por vía oral. No aparece en heces fecales por lo que, al igual que en la administración 

intravenosa la vainillina se reabsorbe para finalmente excretarse en la orina. 

Como se observa en la tabla 15 la mayor parte de la radioactividad fue eliminada por 

la orina, y se produce fundamentalmente  durante las primeras cuatro horas. 
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Tabla 15. Resultados de la biodistribución a diferentes tiempos después de la 
administración oral. 

Muestra 1h 4h 12h 24h 
Media        D.E Media       D.E Media       D.E Media        D.E 

Hígado                  %D/g 0,05         0,011 0,044       0,015 0,028      0,007 0,023        0,012 
Bazo                     %D/g 0,03         0,02 0,02         0,01 0,02        0,00 0,01          0,01 
Riñones                %D/g 0,31         0,15 0,21         0,18 0,08        0,06 0,06          0,06 
Corazón                %D/g 0,02         0,01 0,02         0,00 0,02        0,01 0,01          0,01 
Pulmones             %D/g 0,23         0,19 0,06         0,04 0,06        0,06 0,03          0,02 
Cerebro                %D/g 0,00         0,00 0,00         0,00 0,00        0,00 0,00          0,00 
Músculo                %D/g 0,01         0,00 0,01         0,00 0,01        0,00 0,01          0,01 
Tejido adiposo      %D/g 0,50         0,92 0,03         0,03 0,03        0,01 0,02          0,01 
Estómago             %D/g 13,85       7,38 7,60         5,58 9,09        9,61 2,91          2,42 
Intestinodelgado   %D/g 2,46         1,28 5,38         1,97 3,30        1,26 3,60          5,25 
Intestino grueso    %D/g 2,46         3,57 1,77         2,96 1,02        0,50 0,32          0,04 
Tiroides                 %D/g 0,09         0,13 0,07         0,02 0,15        0,01 0,21          0,04 
Orina                     %D/g  40,54       11,02 13,48      5,10 14,78        7,61 
Orina acumulativa %D/g  40,54 54,02 68,80 
Heces fecales        %D/g   0,03        0,08 0,35          0,69 

 

Los resultados del presente trabajo sugieren que el fenómeno farmacocinético se 

describe de manera similar tanto para los estudios por vía endovenosa como por vía 

oral. Ambos presentan una cinética bicompartimental, donde hay una distribución 

rápida del compartimento central al periférico con una constante K12 mucho mayor 

que la K21. Con un volumen del compartimento central menor que el volumen en 

estado estacionario. Existe una distribución hacia lugares más profundos, en este 

caso los eritrocitos. 

Es destacable que los estudios farmacocinéticos intraeritrocitarios y de biodistribución 

confirman que la vainillina entra al eritrocito donde realiza su acción y no se distribuye 

en ningún órgano, por lo que se encuentra confinada al compartimento vascular, 

favoreciendo su uso como agente antidrepanocítico. 

III.4.8 Biodisponibilidad de la vainillina 

Para el cálculo de la biodisponibilidad se utilizaron los valores de concentración 

plasmática  promedio obtenidos, por la determinación de los niveles en sangre con el 

contador automático (Berthold, LB 2104, Alemania), del estudio de la vainillina 
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marcada. En la tabla 16 se muestran los valores de los parámetros farmacocinéticos 

analizados a través de un análisis no compartimental, utilizando el programa de 

farmacocinética WinNonlin profesional, versión 5.1 A; Pharsight Co., 2005, tanto para 

la vía oral y endovenosa.  

Tabla 16. Parámetros calculados por el análisis no compartimental para la 

administración oral y endovenosa. 

Parámetros Vía Oral Vía 
Endovenosa 

AUC0-t (µg-h/mL) 15.54 42.75 

AUC0-∞ (µg-h/mL) 28.01 52.07 

Ke  (h-1) 0.02 0.10 

t1/2 (h) 28.01 6.46 

Vd/F (mL) 3553.82 422.46 

Vss (mL) - 631.06 

CL (mL/h) 87.92 45.31 

MRT (h) 38.66 13.92 

F (%) 51 - 
 AUC0-t: área bajo la curva de 0 al tiempo T; AUC 0-∞: área bajo la curva   de 0 al 
infinito;t1/2: tiempo de vida media; Ke: constante de eliminación; Vd: volumen de 
distribución del compartimento central; Vss: volumen de distribución estacionario; 
CL: aclaramiento; MRT: tiempo de residencia media; F: biodisponibilidad. 
 

La biodisponibilidad se considera uno de los parámetros farmacocinéticos más 

importantes de cualquier fármaco desarrollado para la administración extravascular. 

La biodisponibilidad oral es un término relativo usado para describir el índice y el 

grado de la absorción después de la administración oral de un fármaco comparada 

con otra vía de administración de referencia, por lo general la vía endovenosa. La 

biodisponibilidad calculada de la vainillina fue de un 51 %. Este valor  puede estar 

dado por los posibles procesos de biotransformación de esta sustancia tanto a nivel 

de la pared gastrointestinal así como a un efecto de primer paso hepático. También a 

los procesos de degradación de la vainillina en el tracto gastrointestinal o a los dobles 

picos encontrados en la curvas de concentración contra tiempo. 
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Los demás parámetros farmacocinéticos a pesar de ser calculados a través de un 

modelo no compartimental guardan una correspondencia lógica con el estudio de la 

vainillina marcada. 

III.5 Estudios toxicológicos  

Después de caracterizar el perfil farmacocinético de la vainillina, se puede obtener 

una garantía de que los resultados de los estudios toxicológicos son robustos y se 

corresponden con el comportamiento de esta molécula como futuro candidato 

terapéutico ya que los resultados anteriores de toxicidad lo evalúan para su uso como 

aditivo alimenticio. 

La evaluación toxicológica preclínica en el desarrollo de un fármaco comprende la 

realización de una serie de estudios que van desde los estudios a corto plazo hasta 

los especiales. Los estudios preclínicos incluyen entre otros a los estudios de 

toxicidad aguda, los que indican los efectos probables de una sobredosificación 

aguda en el hombre, son útiles para el diseño de estudios más específicos (segunda 

barrera), determinan las especies más susceptibles y los órganos más afectados. 

III.5.1 Evaluación de la toxicidad aguda oral. Método de clase tóxica aguda 
(CTA)  

Aunque durante el estudio no se produjo la muerte de ningún animal, durante el 

ensayo se presentaron los signos y síntomas tóxicos siguientes: 

Observación del primer día 

Los resultados obtenidos inmediatamente, a la hora y a las tres horas después de la 

administración se muestran en la tabla 17.  

Seis horas después de la administración los animales recuperaron totalmente sus 

hábitos y conductas normales aunque persisten algunos síntomas como el 

acicalamiento. 
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Tabla 17. Signos clínicos observados en las ratas inmediatamente, a la hora y a las 
tres horas después de la administración.  

Signos y síntomas clínicos inmediatamente después de la administración 
Grupos experimentales Observaciones 
Grupo tratado hembras Sedación, disnea,  decremento de la actividad motora 

espontánea, tren posterior caído, disminución del 
reflejo pupilar y la capacidad de incorporarse, no hay 
respuesta a estímulos del sobresalto, piloerección y 
lagrimeo. 

Grupo tratado machos Sedación, disnea, decremento de la actividad motora 
espontánea, tren posterior caído, disminución del 
reflejo pupilar, no hay respuesta a estímulos del 
sobresalto, piloerección. 

Grupo control hembras Quietud. 
Grupo control machos Quietud. 

Signos y síntomas clínicos una hora después de la administración 
Grupo tratado hembras Ligero aumento de la actividad motora con 

desplazamientos lentos tambaleantes.  
Grupo tratado machos Ligero aumento de la actividad motora con 

desplazamientos lentos tambaleantes, inquietud, 
comienzo de signos de recuperación. 

Grupo control hembras Comportamiento normal 
Grupo control machos Comportamiento normal 

Signos y síntomas clínicos tres horas después de la administración 
Grupo tratado hembras Incremento de la actividad motora, respuesta a 

estímulos exteriores, acicalamiento, presentan signos 
de recuperación. 

Grupo tratado machos Incremento de la actividad motora, respuesta a 
estímulos exteriores, acicalamiento, presentan signos 
de recuperación. 

Grupo control hembras Comportamiento normal 
Grupo control machos Comportamiento normal 

 
Segundo día (Observaciones) 

En las tres observaciones realizadas en el segundo día los animales presentaron 

tendencia al comportamiento normal. 

Desde el tercer día hasta el último. (Observaciones) 

A partir del tercer día, no se apreciaron signos ni síntomas de toxicidad. La respuesta 

a estímulos exteriores, actividad motora espontánea, hábitos de aseo y avidez por el 

agua y la comida, se comportaron de forma normal. En los días posteriores, hasta el 
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día final del estudio, los animales continuaron mostrando las mismas características 

normales en su comportamiento y hábitos de vida. 

Entre los signos y síntomas observados se encuentran la sedación, la cual se atribuyó 

a la vainillina debido a sus características depresoras del sistema nervioso central. Es 

conocido que esta sustancia mimetiza los efectos de tranquilizantes convencionales, 

como los de la familia de las benzodiacepinas. La acción tranquilizante ocurre por 

relajación de los músculos esqueléticos y acción directa en el cerebro al ser 

administrada a mamíferos, pero no provoca los efectos adversos de las 

benzodiacepinas (Abraham et al., 1997). Otros signos encontrados como la 

disminución de la actividad motora espontánea, el tren posterior caído y la  

disminución de los reflejos, pueden estar justificados también por la acción depresora 

del sistema nervioso central. La piloerección encontrada evidencia la estimulación del 

sistema nervioso autónomo, las terminaciones nerviosas simpáticas secretan 

norepinefrina, y esta produce una excitación de los receptores α, y una de las 

funciones de estos receptores es la contracción de los músculos piloerectores 

(Guyton et al., 2010). Se puede resumir que los signos y síntomas aparecidos 

después de la administración del producto están relacionados con la toxicidad 

inherente a la sustancia. Sin embargo, la pronta recuperación observada en los 

grupos experimentales y la no aparición de muerte demuestran que el efecto lesivo 

asociado a la sustancia es bajo.  

En el grupo control no se observó ninguno de los síntomas y signos clínicos 

observados en los animales tratados, solo un estado de quietud después de 

administrado el vehículo (CMC) siendo esto debido a la manipulación y la cantidad de 

sustancia administrada. 

Estimación de las variaciones de peso 

El peso de los animales durante el estudio mantuvo una tendencia ascendente como 

se muestra en la figura 13, este comportamiento resulta normal para los animales en 

estas edades. Los machos tuvieron un crecimiento superior al de las hembras durante 

todos los días del experimento. 
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Figura 13. Comportamiento promedio del peso de las ratas Wistar, los días 0, 7 y 14 
del estudio. Cada valor es la media de 3. 
 

En el análisis estadístico de estos resultados, donde se comparan los pesos de los 

animales del grupo tratado con respecto a los intervalos de siete días en el estudio y 

los valores para el grupo control, se observó un incremento significativo del peso con 

respecto a los días en todos los casos, menos en las hembras del grupo tratado en el 

intervalo de 7 a 14 días. 

De los resultados relacionados con el peso se infirió, que la vainillina no provocó 

afectaciones del metabolismo de los alimentos como es normal en estos animales en 

correspondencia con su edad.  

En la figura 14 se muestra que no existen diferencias significativas de las medias del 

peso en las ratas de los grupos tratados (G1) y el control (G2) durante los días del 

experimento. En uno y otro grupo se observó un similar  incremento significativo de 

los pesos de las ratas. 
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Figura 14. Resultados estadísticos de la Comparación de Medias del peso de las 
ratas Wistar en los Diferentes Grupos y Días. Dócima de Tukey p < 0.01. 

 
El resultado del análisis de la comparación de medias del peso de las ratas, por sexo 

en uno y otro grupo (tratado y control) con respecto a los días del experimento, se 

muestra en la figura 15. En los días del pesaje de los animales, los machos 

presentaron incrementos significativos, mientras que en las hembras no hubo 

incrementos significativos entre los días 7 y 14. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Comparación de medias del peso de las ratas Wistar con respecto al sexo 
y los días del experimento. Dócima de Tukey p < 0.01. M: machos, H: hembras 
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Determinación de parámetros de hematología clínica 

Los valores promedios de las diferentes variables hematológicas, así como la 

desviación estándar de los mismos del grupo tratado y el control al inicio y al final del 

estudio se presentan en la tabla 18. 

Tabla 18. Valores de las diferentes variables hematológicas del grupo tratado y el 
control.  

 
Grupo 

 
Sexo 

Parámetro/día 
Hb (g/dL) HTC (%) ETO (106/mm3) 

0 14 0 14 0 14 
Tratado M 14.71±0.50 15.17±0.81 46.83±0.76 47.66±0.57 5.56±2.97 3.88±4.02 

 H 13.68±0.35 14.91±1.48 45.50±0.50 46.50±1.32 5.79±6.71 2.81±9.50 
Control M 14.67±0.49 16.88±0.60 46.50±0.50 48.20±0.91 6.29±2.48 3.94±0.81 

 H 13.70±0.30 15.55±0.22 45.90±0.36 46.43±0.51 6.47±3.26 4.43±1.39 
 

Grupo 
 

Sexo 
Parámetro/día 

LEUC (106/mm3) N (%) L(%) 
0 14 0 14 0 14 

Tratado M 4.26±1.12 8.66±1.70* 34.33±3.51 40.67±9.07 65.00±2.64 59.33±9.07 
 H 3.46±3.75 1.20±6.12 36.33±7.505 33.33±7.505 63.33±8.02 66.00±8.54 

Control M 4.92±1.00 8.62±0.12 21.76±1.25 29.46±0.83 59.20±1.15 71.56±1.97 
 H 6.72±2.00 9.65±1.09 17.93±1.90 25.50±0.65 69.36±1.30 78.46±0.70 

Hb: hemoglobina, HTC: hematocrito, ETO: eritrocitos, LEUC: leucocitos, N: neutrófilos, L: linfocitos;  

p< 0.05 * 

Al comparar los valores medios de la hemoglobina y hematocrito con los del grupo 

control (tabla 18) y el rango de valores normales para la colonia, y la Iffa Credo 

(Anexo 9) puede apreciarse que en el grupo experimental independientemente del 

sexo, se observó un comportamiento normal en el valor de dichos parámetros (Iffa 

Credo, 1980 y Tillan, 1994). 

En el análisis estadístico se encontró que el valor de los leucocitos de los machos del 

último día resultó significativamente mayor que el del día 0 lo cual puede estar dado a 

consecuencia de la dilatación de los túbulos renales y los focos de nefrosis 

encontrados en el análisis histopatológico (Tabla 20). 
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Determinación de parámetros de bioquímica clínica 

Los valores promedios de las diferentes variables de bioquímica clínica, así como la 

desviación estándar de los mismos en el grupo tratado y el control al inicio y al final 

del estudio, se presentan en la tabla 19. 

Tabla 19. Valores de las diferentes variables bioquímicas del grupo tratado y el 
control.  

 
Grupo 

 
Sexo 

Parámetro/día 
ALT(U/L) AST(U/L) GLUC(mmol/L) CHOL(mmol/L) BUN(mmol/L) 
0 14 0 14 0 14 0 14 0 14 

Tratado M 18.14± 
8.19 

22.96± 
5.45 

31.97± 
1.47 

29.25± 
24.14 

1.39± 
0.12 

7.07± 
1.16 

2.07± 
0.52 

1.96± 
0.54 

12.00± 
0.63 

15.32± 
3.13 

 H 18.63± 
7.81 

26.28± 
13.39 

34.19± 
9.47 

33.45± 
9.86 

2.28± 
0.77 

8.47± 
1.64 

3.06± 
1.06 

1.87± 
0.66 

10.33± 
5.11 

17.34± 
2.28 

Control M 24.55± 
1.45 

28.52± 
0.64 

29.38± 
1.30 

27.81± 
1.01 

2.63± 
0.36 

6.08± 
0.10 

2.23± 
.10 

1.92± 
0.06 

12.27± 
0.34 

15.07± 
0.22 

 H 23.32± 
1.56 

29.66± 
0.66 

31.31± 
1.01 

31.49± 
1.61 

2.74± 
0.38 

6.45± 
0.42 

2.61± 
0.29 

1.63± 
0.04 

13.59± 
0.50 

17.48± 
0.36 

ALT: alanina amino transferasa AST: Aspartato amino transferasa GLUC: glucosa CHOL: colesterol BUN: urea. 
Cada valor es la media de 3 ± la desviación estándar  

Los valores de las variables bioquímicas, durante los días del experimento, se 

comportaron dentro del rango normal respecto a los valores del grupo control y a los 

reportados en la colonia, y la Iffa Credo (Anexo 9). No obstante, los valores de ALT y 

AST manifestaron una tendencia al límite inferior de los valores reportados como 

normales para los animales de la colonia, aunque no se encontraron diferencias 

significativas con respecto al grupo control, esto puede estar dado a que en muchas 

especies, (ratas y perros) la proporción de ALT en el tejido hepático es mayor que en 

cualquier otro órgano. La ALT está presente en muchos tejidos de ciertas especies 

incluyendo la rata. Existen varios ejemplos donde los niveles de ALT y AST están 

disminuidos en el plasma después de la administración de xenobióticos debido a los 

efectos sobre el fosfato de piridoxal, que es un cofactor necesario para la acción de 

los aminotransferasas AST y ALT (Rhodes et al., 1987; Waner et al.,1990; Waner y 

Nyska 1991), y puede alterar las diferencias estadísticas observadas en medio de 

grupos de tratamiento en estudios de la rata (Evans, 2009). Ambos grupos 

presentaron un aumento en los niveles de glucosa, en la mayoría de las especies la 
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concentración de glucosa es uno de los parámetros más sensibles a las variaciones 

en el manejo y colección de muestras (Gad, 2007). Este aumento pudo estar dado a 

la excitación y el estrés ocasionado en los animales después de la manipulación 

experimental, que pueden haber acentuado los efectos sobre los datos de laboratorio. 

La excitación está asociada con la  liberación endógena de catecolaminas y el estrés 

con la de corticoesteroides, liberados en los procesos de  glicolisis y  glucogénesis, 

los cuales provocan cambios que afectan la concentración de glucosa y leucocitos 

(Evans, 2009).  

Resultados histopatológicos 

En la observación macroscópica no se evidenció ningún signo de toxicidad, sin 

embargo, si algunas alteraciones histopatológicas que se observan en la tabla 20 por 

órgano afectado. 

En los animales del grupo control no se observaron daños en órganos. Las 

alteraciones más evidentes que se presentaron tanto en las hembras como en los 

machos del grupo experimental, fueron ligeras hiperqueratosis de las regiones no 

glandulares del estómago, (figura 16). Estas se encuentran relacionadas con agentes 

irritantes al igual que algunas erosiones e hiperplasia del epitelio (pliegue o plica) que 

divide el estómago en glandular y no glandular.  

La hiperplasia escamosa difusa o focal es muy común en la administración de 

químicos por ¨gavage¨ aunque puede observarse también cuando se administra el 

producto en el alimento y el agua. La hiperplasia focal se caracteriza por un 

hinchamiento de la capa del epitelio que a menudo forma una lesión con marcada 

hiperqueratosis e infiltración, o células inflamatorias. Las lesiones de hiperplasia focal 

a menudo se desarrollan con una lesión crateriforme con un foco central de células 

inflamatorias. Cuando la hiperplasia consiste en un hinchamiento difuso del epitelio, la 

hiperqueratosis es a menudo un componente de la lesión (Roger, 1990). Ambas 

formas de hiperplasia se desarrollan con frecuencia directamente antes de la plica, 

que divide las partes no glandular y glandular del estómago. La hiperplasia es 

inducible y hay formas que se encuentran relacionadas con ciertas combinaciones. La 



Tabla 20. Daños en  órganos observados en el análisis histopatológico realizado a los 
animales del grupo tratado. 

Órgano Observaciones Animales 
Hembras Machos 

Riñón Dilatación de los túbulos renales. 2,3 1,2 
Focos de nefrosis. 3 1,3 

Estómago Región glandular: pequeña erosión en la 
mucosa. 

1  

Región  no glandular: ligera 
hiperqueratosis. 

1,2,3 1,3 

Región glandular: erosiones e hiperplasia 
del epitelio. 

 3 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Ligera hiperqueratosis observada en el estómago de las ratas del grupo 
experimental. Hematoxilina-eosina, 100x 
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hiperplasia escamosa en roedores se manifiesta a través de efectos toxicológicos y 

no es rara (Weber, 1998). 

En un estudio de toxicidad oral en ratas realizado al acetaldehído y al formaldehído se 

observó hiperqueratosis en estómago no glandular por el acetaldehído a la dosis de 

675 mg/Kg y en el formaldehído a la dosis de 125 mg/Kg, presentando este último 

otros daños en estómago como gastritis focal en estómago glandular (Woutersen, 

1988). Otros estudios en ratas, donde se administró formaldehído en el agua de 

tomar por dos años, se observaron, en los animales del grupo de dosis alta, cambios 

gástricos relacionados con el tratamiento, como hiperplasia epitelial acompañada de 

queratosis, ulceración focal en estómago no glandular y en estómago glandular, 

gastritis atrófica crónica focal ocasionalmente acompañada por ulceración y/o 

hiperplasia glandular (Til et al., 1989). En un estudio crónico en ratas Wistar con 

formaldehído fueron evidentes las erosiones y úlceras en estómago glandular y no 

glandular. En el no glandular se observó hiperplasia escamosa celular con o sin 

queratosis y un crecimiento descendente de las células basales (Tobe et al., 1989). 

El daño observado en el estómago de las ratas en esta investigación con vainillina, se 

corresponde con las observaciones realizadas en los reportes anteriores, cuando 

utilizaron compuestos que tenían en su molécula el grupo aldehído, esto sugiere que 

este grupo puede ser el responsable de estos daños.  

Las lesiones inflamatorias (aguda y crónica) inducidas en el riñón de las ratas en 

estudios de toxicidad y carcinogénesis pueden ser secundarias al daño primario en 

túbulos o papilas. Si la concentración de un químico en el filtrado excede su 

solubilidad, puede precipitar como cristales. Estos cristales obstruyen los túbulos 

mecánicamente conduciendo a la dilatación y el aumento de la presión intraluminal. 

Esto puede disminuir la proporción de filtración glomerular y el flujo de sangre renal y 

puede llevar a isquemia y pérdida subsecuente de tejido renal. Los cristales 

precipitados pueden provocar una respuesta inflamatoria típica granulomatosa y 

fibrosis. Se han visto tales efectos con sulfonamidas, oxalatos y otros químicos 

(Montgomery y Curtis, 1990). 
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En este ensayo se observaron además dilataciones de los túbulos renales que 

pudieran estar asociadas a un efecto tóxico. Las características de baja solubilidad de 

la vainillina en soluciones acuosas y la fácil formación de cristales, pueden ser la 

causa de la dilatación de los túbulos renales encontrados en este estudio. 

III.5.2 Evaluación de la toxicidad a dosis repetida 90 días. 

Se realizó un estudio de toxicidad subcrónico de la vainillina con el fin de garantizar la 

seguridad de esta sustancia como candidato farmacéutico, puesto que se propone un 

régimen de administración diaria para el humano. Se suministraron dosis de vainillina 

por vía oral de 160, 400 y 800 mg/kg de peso corporal a ratas Sprague-Dawley, 

durante 13 semanas.  

La administración de las diferentes dosis de vainillina no afectó la vitalidad de los 

animales de experimentación. Las alteraciones clínicas más representativas durante 

el ensayo fueron: somnolencia, sedación, respuesta disminuida al estímulo del 

sobresalto, acicalamiento, caída del pelo. Se detectaron heces de consistencia blanda 

en los tres grupos de dosis siendo superior en la dosis alta.  

La sedación se atribuyó a la vainillina debido a las características depresoras sobre el 

sistema nervioso central (Abraham et al., 1997). Este síntoma, el cual también fue 

observado en el estudio de toxicidad agudo, reafirma los resultados, de la acción 

tranquilizante de la vainillina, manifestada por la relajación de los músculos 

esqueléticos y la acción directa sobre el cerebro. Aunque también pudiera estar en la 

relación estructura actividad que se presenta, pues es conocido que el núcleo 

aromático confiere potentes propiedades narcóticas (http://www. 

Pharmaportal.dom.ar). Se puede considerar en nuestro caso un grupo toxóforo 

responsable del evento tóxico (sedación marcada), evidenciada en los niveles de 

dosis alta. Existe un estudio de toxicidad donde se observó  períodos cortos de  

inconsciencia en ratas administradas con vainillina (Ketli Ho et al., 2011). La 

somnolencia, signo en el cual se ve afectado el centro del sueño del sistema 

nervioso, puede ser referido a la molécula en estudio, debido a la acción directa en el 

cerebro comentada anteriormente. 



 89 

Las heces blandas también se relacionó con la sustancia administrada pues se ha 

reportado la acción irritante de la vainillina al tracto gastrointestinal (Yu, 2005), la cual 

puede estimular la porción inferior de los intestinos provocando la evacuación por vía 

rectal de heces blandas o diarrea (Repetto, 2002). 

El ensayo culminó con una supervivencia del 97,1 %, tomando como total los 

animales pertenecientes a los grupos Control, Dosis Baja, Dosis Media y Dosis Alta. 

Los tres animales que murieron pertenecían al grupo Dosis Alta, una hembra y dos 

machos.  

Las circunstancias de la muerte de los animales y el análisis anátomo-patológico de 

estos permiten asegurar que estas no guardan relación con efectos ocasionados por 

la sustancia de ensayo. Se comprobó que las muertes fueron causadas por el 

depósito accidental de la sustancia de ensayo fuera del sitio de aplicación.  

En el anexo 10 se describen las observaciones clínico-patológicas de los animales 

muertos antes de finalizar el estudio. El resto de los tejidos, órganos y sistemas no 

mostraron efectos tóxicos relacionados con la sustancia de ensayo. En los animales 

muertos antes de finalizar el estudio se pudo, comprobar microscópicamente lesiones 

a diferentes niveles de la tráquea y músculos del cuello y tórax de carácter 

inflamatorio y necrótico (anexo11). 

La administración por gavage es un método preciso de administración de sustancias 

usado ampliamente en la farmacología, toxicología, y otros estudios relacionados. No 

obstante, varios reportes documentan casos en animales y humanos de perforación 

gástrica y esofágica (Hecker et al., 1990; Schauer et al., 1996), fístulas traqueo-

esofágicas (Pelc et al., 2001), neumonía por aspiración (LeFrock et al., 1979), 

necrosis nasal (Lai et al., 2001), incremento del estrés (Brown et al., 2000), y muerte 

debido a colocación incorrecta de la cánula de administración (Germann y Ockert, 

1994; Murphy et al., 2001; Roberts et al., 1995). Debe tenerse además en cuenta el 

tamaño de los animales, pues las muertes, ocurridas entre los días 64 y 74, 

ocurrieron en animales con elevado peso, lo cual se conoce implica dificultades para 

una restricción efectiva por parte del técnico para administrar el animal (Wheatley, 
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2002). Las posibilidades de fallo en la administración también aumentan en casos 

como los de este ensayo, de administraciones reiteradas a grandes grupos de 

animales durante tres meses dos veces por día (Huang-Brown y Guhad, 2002). 

Se determinaron los cambios en el peso corporal de las ratas H y M durante las 

semanas de experimentación mostrándose los resultados en la figura 17, A y B 

respectivamente. Durante el estudio, los animales de ambos sexos tuvieron un 

crecimiento ascendente característico de la especie y no se encontró diferencias 

entre los tratados y los controles. La diferencia entre las curvas de peso de hembras y 

machos es característica de la especie. Estos resultados sugieren la no toxicidad de 

la vainillina a las dosis evaluadas, los cambios en el peso corporal son indicadores 

sensibles de toxicidad general o específica, pues los animales consumen menos 

alimentos después de la exposición a un compuesto tóxico (Timbrell, 2000). La 

estimación adecuada de las variaciones del peso corporal en animales de 

experimentación aporta información valiosa sobre la influencia de este, en el 

crecimiento del animal, que debe estar ajustado a la curva de crecimiento reportada 

por las agencias productoras de animales. Siendo el peso corporal un indicador de 

gran sensibilidad y valor diagnóstico en el estudio de compuestos de baja toxicidad 

(Clayton, 1993). 

Paralelo a la determinación del peso corporal se controló el consumo de agua tablas 

21 y 22 y de alimentos cuyos valores se relacionan en las tablas 23 y 24.  

Los datos relacionados con el peso corporal, así como el consumo de agua y 

alimentos son de gran importancia, ya que posibilitan estimar una serie de cambios 

orgánicos en los individuos, por ello, una variación significativa en el comportamiento 

de alguno de ellos, sugiere la presencia de alteraciones que atentan contra el normal 

funcionamiento del organismo. 

Como muestran los resultados, al finalizar el estudio se halló que existieron 

diferencias significativas en el consumo de agua, entre grupos en algunas semanas 

para ambos sexos, sin un patrón definido asociado a algún grupo, por lo que no 

parece existir una relación dosis respuesta. Los valores obtenidos se hayan dentro de 
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Figura 17. Comportamiento del peso corporal de ratas Sprague-Dawley 
administradas con tres dosis de vainillina por vía oral durante 13 semanas. Cada 
valor es la media de 12 determinaciones ± desviación estándar. A: ratas hembras. 
B: ratas machos. Control: ratas tratadas solamente con el vehículo.  
 

 
 



Tabla 21. Comportamiento del consumo de agua (mL) de las ratas hembras durante el 

ensayo de 90 días. 

Consumo de agua (hembras) Dosis (mg/Kg) 

Semanas Control 160 400 800 
1 39.29 ± 4.05 36.07±5.27 32.50±8.96 35.27±5.29 
2 40.63 ±5.12a 32.86±2.40b 28.21±8.41b 31.25±5.57b 
3 26.56±6.50 31.07±2.71 34.29±7.72 29.02±5.29 
4 30.80 ±4.75 28.93±0.80 30.71±8.69 38.17±9.25 
5 31.92±4.10 31.79±2.65 37.86±7.82 36.16±7.56 
6 41.96±1.65a 30.71±3.87b 38.57±6.26a 37.95±8.36a 
7 35.04±5.80 30.36±5.21 32.14±7.68 34.60±7.63 
8 34.15±4.42 32.14±4.89 34.64±9.07 38.84±10.58 
9 32.81±5.31 37.14±7.62 41.43±8.87 41.29±9.03 
10 38.08±2.66a 32.71±3.15a 38.36±6.53a 40.89±9.13b 
11 38.08±3.12 32.86±4.48 38.43±6.79 36.25±9.13 
12 35.36±3.32 33.07±4.50 37.50±9.02 38.17±10.12 
13 35.67±5.21 26.50±2.35 35.71±5.05 35.27±8.79 

                   Cada valor indica la media ± la desviación estándar. Letras iguales: no hay diferencias; letras 
diferentes: diferencias significativas p< 0.05  

Tabla 22. Comportamiento del consumo de agua (mL) de las ratas machos durante el 

ensayo de 90 días. 

Consumo de agua (machos) Dosis (mg/Kg) 

Semanas Control 160 400 800 
1 47.1± 4.86 45.36±9.16 40.0±2.04 41.52±11.28 
2 42.86±3.70 32.5±9.65 37.5±5.65 38.17±11.69 
3 40.85 ±5.76a,c 35.36±3.19a 43.21±6.36c 27.9±3.16b 
4 39.33±3.36 36.43±6.51 38.21±5.14 42.86±6.19 
5 41.52±5.71 42.14±5.30 43.93±10.30 43.97±8.10 
6 40.18±3.31 41.07±7.99 43.21±8.60 39.29±7.87 
7 33.93±7.33 36.79±4.48 41.79±8.53 38.84±6.73 
8 40.18±6.11 42.86±7.68 33.93±7.99 43.97±7.81 
9 41.74±7.81 37.5±4.89 36.79±8.34 35.71±6.40 

10 38.75±2.65 43.57±2.99 35.14±8.51 46.92±14.71 
11 41.52±5.01 35.93±3.03 37.14±7.30 35.85±5.77 
12 37.81±6.99 40.29±1.56 40.71±6.36 39.51±11.07 
13 38.39±4.64 31.57±2.12 35.36±5.84 36.83±5.56 

                         Cada valor indica la media ± la desviación estándar. Letras iguales: no hay diferencias; 
letras diferentes: diferencias significativas p< 0.05 

 



Tabla 23.  Comportamiento del consumo de alimento (g) de las hembras durante el 
ensayo de 90  días. 

Consumo de alimentos (g) (hembras) Dosis (mg/Kg) 
Semanas Control 160 400 800 

1 23.30± 3.91 22.17±1.78 22.36±1.31 20.63±0.98 
2 21.89±2.50a 20.72±0.77a,b 20.15±0.51a,b 18.86±1.97b 
3 21.21±2.25 20.21±0.38 21.23±1.09 20.09±2.66 
4 22.07±2.43 19.40±0.96 19.55±2.71 20.14±3.73 
5 21.33±1.16 21.81±0.34 22.20±0.24 21.76±2.95 
6 23.43±1.65 22.42±1.63 22.10±0.54 22.18±2.15 
7 23.34±2.87 23.32±1.49 22.77±0.81 23.18±2.47 
8 24.14±2.24a 24.98±1.24a 20.32±0.23b 23.46±1.38a 
9 25.29±1.82a,c 26.28±1.27a 29.25±1.06b 24.44±1.42c 

10 25.39±2.16 25.07±1.71 25.44±0.26 25.31±2.21 
11 26.56±2.94a 25.20±1.32a 24.68±0.96a 22.04±1.98b 
12 23.06±1.80 22.92±1.32 22.65±0.82 21.86±1.75 
13 22.32±2.07 21.38±1.26 20.57±0.94 19.79±2.05 

                    Cada valor indica la media ± la desviación estándar. Letras iguales: no hay diferencias; letras 
diferentes: diferencias significativas p< 0.05  

Tabla 24.  Comportamiento del consumo de alimento (g) de los machos durante el 
ensayo de 90 días. 

Consumo de alimentos (machos) Dosis (mg/Kg) 
Semanas Control 160 400 800 

1    31.04± 8.33 35.86±1.78 30.85±3.18 34.84±3.88 
2 34.50±4.02a 29.60±0.77b,c 27.14±3.16b 31.18±2.06a,c 
3 28.36±3.40 28.26±0.38 27.83±2.14 29.60±2.68 
4 28.90±2.48a 25.62±0.96b 26.79±2.40a,b 29.61±2.43a 
5 29.03±2.54 29.07±0.34 29.23±2.15 31.10±2.55 
6 30.29±1.64 29.70±1.63 29.44±2.15 32.22±2.33 
7 29.17±4.70 31.38±1.49 31.40±4.00 33.57±2.57 
8 31.96±3.28a 30.09±1.24a,b 26.15±3.27b 33.45±2.55a 
9 31.96±2.34 31.53±1.27 34.69±1.47 31.69±3.13 

10 31.76±2.67 30.97±1.71 31.92±3.58 35.14±3.48 
11 33.59±3.20 31.46±1.32 31.30±4.55 33.73±3.56 
12 32.54±3.20 31.82±1.32 31.60±3.77 35.66±6.12 
13 29.36±2.84 28.66±1.26 23.72±2.71 33.48±6.11 

 Cada valor indica la media ± la desviación estándar. Letras iguales: no hay diferencias; letras   
diferentes: diferencias significativas p< 0.05  
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lo reportado para esta especie, siendo ligeramente superior en los machos, en 

correspondencia con su más rápido crecimiento en comparación a las hembras 

(ICLAS, 1998). 

La disminución o aumento significativo en el consumo de agua para las dosis 

ensayadas; se refleja en los valores de las medias, de este parámetro. Esto puede 

estar vinculado a factores relativos a la exposición con la sustancia de ensayo como: 

dosis, vía de administración propuesta (oral), la duración y frecuencia de la 

administración, que pueden generar condiciones de estrés que repercutan sobre el 

consumo de agua por los animales de este grupo. Lo anterior ha sido observado en 

otros estudios toxicológicos preclínicos, siendo una posible explicación al resultado 

obtenido (Casaret y Doulls, 2008). 

En el consumo de alimento se halló que existieron diferencias significativas entre 

grupos en algunas semanas para ambos sexos, sin un patrón definido asociado a 

algún grupo, por lo que no parece existir una relación dosis-respuesta. La oscilación 

entre los 20 a 30 g/animal/día para las hembras, y entre los 30 a 35 g para los 

machos, coincide en general con lo reportado por la literatura (10g/100g/día) 

(Hubrecht y Kirkwood, 2010), teniendo en cuenta el comportamiento del peso 

corporal. El consumo relativamente mayor de los machos se corresponde con su más 

rápido crecimiento en comparación a las hembras. La curva de consumo también se 

ajusta a la bibliografía consultada, según la cual en las primeras semanas de vida de 

las ratas el consumo aumenta hasta llegar a estabilizarse. La ligera disminución a 

partir de semana 15 del ensayo puede ser explicada porque el requerimiento de 

alimento para el mantenimiento en relación al peso corporal del animal declina según 

el animal se introduce en la madurez (Gettys et al., 1988). 

Este resultado es lógico si se tiene en cuenta la duración del  estudio y la variabilidad 

que supone desde el punto de vista del metabolismo de los alimentos, la 

administración repetida de un xenobiótico por vía oral y considerando los posibles 

efectos irritantes sobre la mucosa gastrointestinal. 
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Estas diferencias estadísticas no deben tener consecuencia biológica pues los 

valores se encuentran dentro del rango normal de los consumos de agua y de 

alimentos reportados para esta especie (Derelanko y Hollinge, 2002). Por tanto, estos 

resultados tampoco muestran ningún indicio de toxicidad de la molécula en estudio. 

Posteriormente se realizó el análisis hematológico y bioquímico clínico de todos los 

animales involucrados en el estudio. Los resultados de las determinaciones 

hematológicas se exponen en la tabla 25. 

En sentido general, se pudo observar que ningún parámetro hematológico mostró un 

comportamiento que pudiera corresponderse con efectos causados por la sustancia 

de ensayo, reflejando las diferencias significativas en su mayoría variaciones dentro 

del rango normal establecido a partir de los controles.  

En los machos de todos los grupos se produjo una disminución del primer al segundo 

muestreo del volumen corpuscular medio (VCM), este es el volumen calculado del 

eritrocito promedio, producto de la relación entre el conteo de eritrocitos y el 

hematocrito. Esta disminución podría explicarse por evidencia científica que plantea 

que los animales jóvenes tienen niveles más altos dado a la inmadurez de los 

eritrocitos, que los nuevos eritrocitos aún no han asumido el prototipo de forma 

bicóncava, y debido también a la presencia de hemoglobina fetal y de otros tipos en la 

célula (Suber, 1989). En cambio, las hembras no mostraron esta tendencia del primer 

al segundo muestreo, y solo comenzaron a disminuir a partir de terminadas las 13 

semanas de administraciones repetidas de las sustancias.  

Los datos originales de los parámetros bioquímicos se encuentran reflejados en la 

tabla 26 y 27. Las alteraciones bioquímicas encontradas estuvieron en su mayoría 

dentro del rango de referencia establecido a partir de los controles, con excepción del 

índice A/G en las hembras del grupo dosis alta, la creatinina en los machos del grupo 

de dosis alta en el muestreo II y la fosfatasa alcalina (ALP) de las hembras donde 

hubo diferencias entre muestreos y en los machos de dosis alta no hubo diferencias 

pero el valor está por encima de lo reportado para el rango histórico del CENPALAB. 



Tabla 25. Principales parámetros hematológicos del segundo muestreo (13 semanas), 
de ratas administradas con diferentes dosis de vainillina por vía oral. 

Parámetro 
Dosis de Vainillina 

Control Dosis baja  Dosis media Dosis alta Rango histórico  
CENPALAB 

Hembras 

Hb  (g/dL) 10.86±2.04 10.20±1.67 10.23±1.63 10.97 ± 1.61 10,9-15,9 

ETO (106/µL) 6.31± 1.08 5.96 ± 0,96 5.98 ± 0.90 6.32±  0.92 5,8-8,1 

HTC (%) 37.42 ± 6.69 35.30 ± 5.71 35.31±5.76 38.51 ± 5.64 29,6-47,1 

VCM (fL) 59.12 ±1.17 59.33 ± 1.12 58.90 ± 2.08 60.03 ± 1.75 51,9-60,3 

HCM (pg) 17.15±0.48 17.13 ± 0.39 17.10 ± 0.43 17.37 ± 0.46 16,2-22,0 

CHCM (g/dL) 28.97±0.62 28,92± 0.41 28.98±0.55 28.50±0.34  

PLT (103 /µL) 295.35±85.63 336.44±101.69 349.10 ± 86.90 304.87 ± 83.21 362-939 

LEUC (103/µL) 4.58±1.34 4.68 ± 1,17 3.98 ± 1.11 4.06± 1.06 2,7-11,3 

N % 9.88±5.68 9.44±4.53 10.70±4.97 9.00±3.74  

L % 89.76±5.62 89.78±4.44 89.10±5.02 90.53±3.80  

M % 0.29±0.59 0.67±0.71 0.10±0.32 0.40±0.63  

E % 0.06±0.24 0.11±0.33 0.10±0.32 0.07±0.26  

Machos 

Hb (g/dL) 12.40±1.26 11.29 ± 1.89 11.21 ± 1.23 11.74 ± 1.49 11,22-16,15 

ETO (x106/µL) 7.57±0.64 7.02 ± 1.14 6.72 ± 0.63 7.17 ± 0.84 5,70-8,49 

HTC (%) 43.49±4.22 39.74 ± 6.10 39.19 ± 4.25 41.09 ± 5.00 30,61-49,01 

VCM (fL) 57.27±1.22 56.60 ± 1.17 58.30 ± 1.83 57.21 ± 1.76 51,0-64,08 

HCM (pg) 16.31±0.41 16.11±0.31 16.67± 0.56 16.33 ± 0.47 16,2-22,2 

CHCM (g/dL) 28.50±0.35 28.37±0.58 28.64±0.50 28.52±0.41  

PLT (103/µL) 255.87±93.23 303.30±120.98 406.60 ± 65.00  228.64 ± 49.15 377-934 

LEUC  (103/µL) 6.23±1.75 5.63 ± 1.63 5.75±1.84 6.07 ± 0.99 3,55-13,73 

N % 13.20±5.03 12.50±5.58 15.70±6.02 13.50±4.91  

L % 85.87±5.18 87.10±5.70 83.60±5.99 85.79±4.81  

M % 0.67±0.72 0.40±0.52 0.40±0.52 0.57±0.65  

E % 0.27±0.46 0.00±0.00 0.30±0.48 0.14±0.36  
Los valores representan la media de 12 determinaciones ± desviación estándar.  Letras iguales: no hay diferencias; letras diferentes: 
diferencias significativas p<0,05;  Hb: hemoglobina; ETO: conteo de eritrocitos; HTC: hematocrito; VCM: volumen corpuscular medio; 
HCM:hemoglobina corpuscular media; CHCM: concentración hemoglobina corpuscular media PLT: conteo de plaquetas; LEUC: conteo 
diferencial de leucocitos, N: neutrófilos, L: linfocitos, M: monocitos, E: eosinófilos  

 



 

Tabla 26. Principales parámetros bioquímicos al cabo de 13 semanas, de ratas 
(hembras) administradas con diferentes dosis de vainillina por vía oral. 

Parámetro 
 

Dosis de Vainillina 

Control Dosis baja Dosis media Dosis alta 
Rango 

histórico 
CENPALAB 

Hembras 

ALP (U/L) 370.06±143.50* 358.60±120.04* 360.0± 72.81* 431.80 ± 131.70* 32-310 

AST (U/L) 141.03 ±18.95 141.18 ± 18.53 141.98 ± 19.62 142.44 ± 15.84 43-276 

ALT (U/L) 36.27 ±7.26 37.50 ± 10.86 33.81 ± 6.99 37.93 ± 7.12 16-83 

ALB (g/L) 39.78±3.79 40.60±2.34 39.72±1.77 41.76±3.24  

PT (g/L) 68.49 ±6.93 69.18 ± 5.79 66.89 ± 4.27 65.89 ± 5.60  

Bil-T (µmol/L) 4.90±1.40 4.38±0.96 4.69±1.12 5.35±1.04  

GLUC (mg/dL) 6.50 ±1.25 6.19 ± 1.36 5.46 ± 1.06 6.09 ± 1.09  

BUN (mmol/L) 6.35±1.16 6.08±0.97 6.49±0.78 6.09±0.80  

AU (mg/dL) 119.19 ± 29.47 118.10± 27.08 102.40 ± 23.71 118.13 ± 16.35  

CHOL-T (mmol/L) 2.05±0.34 2.40 ± 0.28 2.02 ± 0.17 2.25 ± 0.27  

GGT (U/L) 1.56±0.63 1.60±0.70 1.20±0.63 1.47±0.64  

TG (mmol/L) 0.49 ± 0.38 0.80 ± 0.24 0.62 ± 0.30 0.56 ± 0.27  

CREA (umol/L) 30.63 ± 5.57 33.70 ± 4.92 30.80 ± 3.77 34.73 ± 6.08  

PHOS (mmol/L) 4.78±0.54 4.53±0.51 4.00±0.29 4.70±0.49  

Ca (mmol/L) 2.42±0.38 2.30±0.33 2.30±0.27 2.36±0.28  

Na (mmol/L) 148.75±3.55 149.8±3.28 149.83±5.58 151.66±9.41  

K (mmol/L) 6.37±0.73 6.52±0.64 5.99±0.43 6.31±0.71  

A/G 1.42±0.26a* 1.44±0.16a 1.49±0.24a 1.95±0.81b  

 
Los valores representan la media de 18 determinaciones ± desviación estándar. * p<0,05: diferencias significativas entre muestreo. 

Letras iguales: no hay diferencias; letras diferentes: diferencias significativas p<0,05; ALP: fosfatasa alcalina; AST: aspartato 

aminotransferasa; ALT; alanino aminotransferasa , ALB: albúmina; PT: proteínas totales; GLUC: glucosa; CHOL-T: colesterol total; 

TG: triglicéridos; Bil-T: bilirrubina total; AU: ácido úrico; BUN: urea nitrogenada; CREA: creatinina; Ca: calcio; K: potasio; Na: sodio; 

PHOS: fósforo; índice A/G  

 

 

 

 

 



 

Tabla 27. Principales parámetros bioquímicos al cabo de 13 semanas, de ratas 
(machos) administrados con diferentes dosis de vainillina por vía oral. 

Parámetro 
 

Dosis de Vainillina 

Control Dosis baja Dosis media Dosis alta 
Rango 

histórico 
CENPALAB 

Machos 

ALP (U/L) 371.25 ±161.83 338.60 ±86.89 367.50±136.57 403.71 ± 160.67 66-382 

AST (U/L) 137.73±20.73 142.38 ±39.33 155.96±23.82 139.40±21.70 39-283 

ALT (U/L) 37.55 ± 6.95 28.04 ± 5.63 40.52 ± 6.16 44.84 ±3.79 21-84 

ALB (g/L) 41.78±4.38 40.61±0.96 42.07±3.70 39.57±3.56  

PT (g/L) 69.88 ± 6.90 67.01 ± 3.12 69.94 ± 2.32 69.20 ± 3.68  

Bil-T (µmol/L) 5.32±1.26 4.63±0.94 4.41±0.56 5.54±0.70  

GLUC (mmol/L) 6.41 ± 1.55 5.46 ± 1.31 5.28 ± 1.12 5.87 ± 0.95  

BUN (mmol/L) 5.54±0.82 6.03±0.80 6.66±1.01 6.13±0.40  

AU (mg/dL) 140.0 ± 34.28 119.50 ±24.65 107.40±22.1 131.36±20.03  

CHOL-T (mmol/L) 2.12 ± 0.35 1.96 ± 0.45 2.12± 0.23 2.14 ± 0.16  

GGT (U/L) 1.31±0.70 0.70±0.82 1.40±0.70 1.14±0.66  

TG (mmol/L) 0.46 ± 0.25 0.41 ± 0.15 0.58 ± 0.23 0.60 ± 0.27  

CREA (umol/L) 31.0 ± 4.69 29.90 ± 5.74 29.50 ± 4.03 35.21 ±5.70*  

PHOS (mmol/L) 4.68±0.54 4.27±0.34 4.05±0.27 4.62±0.63  

Ca (mmol/L) 2.41±0.34 2.17±0.28 2.34±0.31 2.42±0.37  

Na (mmol/L) 149.89±4.74 153.29±20.89 148.95±5.75 152.41±13.67  

K (mmol/L) 6.52±0.69 6.58±0.97 6.63±0.81 6.53±0.65  

A/G 1.61±0.62 1.55±0.11 1.54±0.31 1.39±0.35  

 

Los valores representan la media de 18 determinaciones ± desviación estándar. * p<0,05: diferencias significativas respecto al 

grupo control. ALP: fosfatasa alcalina; AST: aspartato aminotransferasa; ALT; alanino aminotransferasa , ALB: albúmina; PT: 

proteínas totales; GLUC: glucosa; CHOL-T: colesterol total; TG: triglicéridos; Bil-T: bilirrubina total; AU: ácido úrico; BUN: urea 

nitrogenada; CREA: creatinina; Ca: calcio; K: potasio; Na: sodio; PHOS: fósforo; índice A/G  
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La albúmina es la proteína más abundante en sangre y es responsable de buena 

parte del mantenimiento de la presión osmótica intravascular. Esta sirve como 

reservorio de almacenamiento de aminoácidos y como transportador de proteínas 

para los constituyentes del plasma. Las globulinas son una población heterogénea de 

las proteínas que incluyen la proteína específica del transporte (lipoproteínas para 

lípidos, haptoglobinas para Hb, etc) mediadores de inflamación, proteínas en fase 

aguda, enzimas e inmunoglobulinas (Wallace, 2008). El índice de A/G incrementado 

más un ligero aumento en los valores de ALB para los machos y las hembras del 

grupo de dosis alta podría tener alguna significación biológica. 

En estudios toxicológicos la razón más frecuente para que la concentración de 

proteínas totales aumente es una baja hidratación de los animales tratados con 

respecto a los controles. El estado de hidratación se debe considerar para la 

interpretación apropiada de cambios en concentraciones de la proteína en el plasma 

(Wallace, 2008). 

Las concentraciones de albúminas y globulinas aumentan proporcionalmente cuando 

ocurre una simple deshidratación, esto puede confirmarse con un aumento de la 

hemoglobina y el hematocrito (Evans, 2009). El efecto del estado de hidratación en 

los animales tratados puede o no, ser detectable como deshidratación clínica. 

Posibles correlaciones clínicas incluye pérdida de fluidos gastrointestinal (vómito, 

diarrea, excesiva salivación), poliuria y reducción del consumo de agua. El consumo 

de agua en roedores está estrechamente asociado con el consumo de alimentos, 

cualquier causa de disminución del consumo de alimentos en roedores es una 

potencial causa de deshidratación (Wallace, 2008). En el estudio se encontraron 

heces blandas, diferencias significativas en el consumo de agua y alimentos en varias 

semanas y el incremento de estas variables bioquímicas comentadas, que nos llevan 

a pensar que estos hallazgos pudieran estar relacionados con la vainillina. 

La determinación de la concentración en sangre de CREA y BUN junto con las 

mediciones de concentración y volumen de orina, son los ensayos más comunes para 

evaluar la función renal de un producto, (Wallace, 2008) en el estudio, los valores de 

CREA están aumentados con respecto a los controles, esto puede estar relacionado 
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con la sustancia de ensayo, ya que valores de CREA elevado en plasma es un 

indicador confiable de alteraciones en la filtración glomerular y de un deterioro en el 

flujo de sangre renal, también un aumento de CREA puede estar influenciado por la 

disfunción tubular severa (Evans, 2009). Esto se corresponde con los resultados del 

estudio de toxicidad aguda donde se observó dilatación de los túbulos renales y focos 

de nefrosis.  

La fosfatasa alcalina (ALP) es de las enzimas que reflejan reducciones patológicas en 

el flujo biliar. En la rata, esta enzima se encuentra en el hígado y el intestino. La 

fosfatasa alcalina ejerce un papel en la regulación de las actividades secretoras del 

epitelio biliar intrahepático. El nivel normal de ALP en el suero en la rata es 

excepcionalmente alto, independiente del crecimiento, y es inusualmente susceptible 

a las variaciones en la dieta (Wallace, 2008). Por lo que los valores aumentados de 

ALP no tienen significación biológica en el estudio. 

Estos resultados se corresponden con lo encontrado en la literatura científica con 

ratas administradas con dosis de vainillina de 500 mg/kg de peso corporal/día, 

mezclada en los alimentos durante 16 semanas, las cuales no manifestaron efectos 

sobre los parámetros hematológicos. La administración durante un año de esta 

sustancia en la dieta de ratas, a dosis de 1000 y 2500 mg/kg/día; y durante dos años 

de dosis de 250, 500 y 1000 mg/kg diarios, tampoco arrojaron resultados adversos en 

los parámetros hematológicos y bioquímicos de los animales ensayados (Kirwin y 

Galvin, 1993). 

La tabla 28 describe los cambios macroscópicos que se observaron en el momento 

de la necropsia para todos los grupos y las lesiones microscópicas descritas al 

finalizar las observaciones después del periodo de recuperación se encuentran en la 

tabla 29. 

La afección de la mucosa del estómago descrita fue relacionada con estados de 

gastritis catarral, hemorrágica y fibrinosa que en algunos casos se hicieron 

acompañar de erosiones, histológicamente las erosiones se clasificaron como 

superficiales (Anexo 12). Estas erosiones se enmascararon entre la descamación 



Tabla 28. Alteraciones macroscópicas descritas durante la necropsia a los 90 días y a los 

animales del grupo de recuperación. 

Sistemas, tejidos y órganos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ 

Sistema Digestivo 
Estómago glandular         
Mucosa hiperémica, depósito de sangre digerida, 
enteritis catarral, exudado fibrinoso y erosiones 

  1    1   1   3   4   1   2    3 
 

Pelos y erosión de la mucosa     1     1   
Sistema respiratorio 
Tráquea         
Edema           1    1 
Sistema renal 
Riñones         
Hidronefrosis bilateral         1    1 
         
♀: Machos; ♂: Hembras 

 

Tabla 29. Lesiones microscópicas descritas a los  90 días y al finalizar las 

observaciones del grupo de recuperación. 

Sistemas, tejidos y órganos 
Grupo 1 Grupo 4 

♀ ♂ ♀ ♂ 

Tráquea  

Hemorragia, congestión de la mucosa y 
submucosa   1 1 

Estómagos   

Descamación epitelial, hemorragia, infiltrada la 
submucosa de linfocitos, neutrófilos y 
eosinófilos  en la unión del estómago no 
glandular y glandular 

1 
 

1 
 

5 
 

3 
 

Erosión superficial en el estómago glandular   3 1 

Hiperplasia glandular  1 1 2 

Riñones  

Nefrocalcinosis 1 1 2 1 

Hidronefrosis bilateral    1 

♀: Machos; ♂: Hembras 
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epitelial de la mucosa gástrica al parecer causadas por los efectos de la sustancia de 

ensayo (Anexo 13). En adición a estos cambios hubo una cantidad limitada de células 

inflamatorias en la mucosa y submucosa de los estómagos. 

Los cambios anatomopatológicos macroscópicos y microscópicos observados en el 

estómago de las ratas parecen estar relacionados con las características físico- 

químicas de la sustancia de ensayo y las condiciones de temperatura empleada para 

lograr su disolución. No es el primer estudio con vainillina donde se encuentran daños 

en el estómago lo que nos lleva a pensar que la vainillina puede tener efecto en el 

sistema digestivo por su acción irritante (Yu, 2005), y en el estudio de toxicidad aguda 

se observó ligera hiperqueratosis en la región no glandular y erosión en la mucosa 

con hiperplasia del epitelio en la región glandular, corroborando los hallazgos 

encontrados.  

Otro hallazgo encontrado fue lo relacionado con la hidronefrosis bilateral y la 

nefrocalcinosis, los cuales pudieran ser consecuencia de la administración de 

vainillina. Esto se corresponde con los valores de CREA aumentados en el II 

muestreo en los machos de dosis alta y la dilatación de los túbulos renales y focos de 

nefrosis observado en el estudio de toxicidad aguda. 

Las lesiones restantes descritas en sistemas y órganos se asumieron como hallazgos 

de necropsia y no como efectos relacionados con la sustancia de ensayo. 

En las tablas 30 y 31 se recogen los pesos relativos de órganos, la media (X) y 

desviación estándar (DE) por grupos para las hembras y los machos 

respectivamente. En las hembras como los machos no se observó diferencias 

significativas ni del peso absoluto ni relativo de órganos. 

En las figuras 18 y 19 se observa el comportamiento del peso corporal para las ratas 

hembras y machos respectivamente, durante la etapa del estudio y después de 

transcurrido el período de recuperación (17 semanas). 

La disminución en los grupos Control y Dosis Alta entre las semanas 13 y 14, 

observada en la figura 19, es sólo aparente, pues la media del peso corporal de la 

semana 14 se calculó solo a partir de los animales con los que se conformó el periodo 



Tabla 30. Resultados del peso relativo de los órganos de las hembras (g). 

Grupos 
 

Bazo Adrenales Riñones Hígado Ovarios Timo Corazón Pulmón Encéfalo 

Control 
X ± DE 

0.19 
± 

0.03 

0.021 
± 

0.004 

0.62 
± 

0.03 

2.83 
± 

0.14 

0.040 
± 

0.004 

0.08 
± 

0.03 

0.33 
± 

0.03 

0.38 
± 

0.03 

0.63 
± 

0.06 

Dosis 
baja 

X ± DE 

0.18 
± 

0.03 

0.021 
± 

0.002 

0.62 
± 

0.03 

2.81 
± 

0.19 

0.041 
± 

0.007 

0.07 
± 

0.02 

0.33 
± 

0.04 

0.38 
± 

0.04 

0.64 
± 

0. 06 

Dosis 
media 
X ± DE 

0.18 
± 

0.02 

0.020 
± 

0.003 

0.63 
± 

0.03 

2.84 
± 

0.22 

0.045 
± 

0.007 

0.08 
± 

0.02 

0.33 
± 

0.02 

0.38 
± 

0.04 

0.65 
± 

0.06 

Dosis 
alta 

X ± DE 

0.18 
± 

0.03 

0.023 
± 

0.005 

0.66 
± 

0.08 

2.89 
± 

0.32 

0.044 
± 

0.006 

0.06 
± 

0.02 

0.34 
± 

0.03 

0.42 
± 

0.04 

0.69 
± 

0.06 

Letras iguales: no hay diferencias Letras diferentes: diferencias significativas p < 0.05 

Tabla 31. Resultados del peso relativo de los órganos de los machos (g). 

Animal Bazo Adrenales Riñones Hígado Testículo Timo Corazón Pulmón Encéfalo 

Control 
X ± DE 

0.16 
± 

0.03 

0.012 
± 

0.002 

0.66 
± 

0.04 

2.81 
± 

0.22 

0.34 
± 

0.04 

0.05 
± 

0.02 

0.32 
± 

0.04 

0.31 
± 

0.02 

0.45 
± 

0.05 

Dosis 
baja 

X ± DE 

0.16 
± 

0.02 

0.011 
± 

0.002 

0.65 
± 

0.05 

2.79 
± 

0.19 

0.33 
± 

0.03 

0.04 
± 

0.01 

0.34 
± 

0.05 

0.33 
± 

0.04 

0.46 
± 

0.05 

Dosis 
media 
X ± DE 

0.17 
± 

0.02 

0.012 
± 

0.001 

0.64 
± 

0.04 

2.79 
± 

0.11 

0.34 
± 

0.04 

0.05 
± 

0.02 

0.31 
± 

0.03 

0.33 
± 

0.03 

0.46 
± 

0.06 

Dosis 
alta 

X ± DE 

0.16 
± 

0.02 

0.011 
± 

0.001 

0.67 
± 

0.06 

2.86 
± 

0.17 

0.31 
± 

0.04 

0.05 
± 

0.01 

0.31 
± 

0.04 

0.34 
± 

0.08 

0.43 
± 

0.05 

Letras iguales: no hay diferencias Letras diferentes: diferencias significativas p <0.05 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 18. Comportamiento del peso corporal durante 17 semanas de 
ratas hembras Sprague-Dawley, pertenecientes al grupo satélite. Cada 
valor es la media de 10 determinaciones ± desviación estándar.   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Comportamiento del peso corporal durante 17 semanas de 
ratas machos Sprague-Dawley, pertenecientes al grupo satélite. Cada 
valor es la media de 10 determinaciones ± desviación estándar.   
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de recuperación, siendo superior a la mostrada por estos mismos animales en la 

semana 13 (471.23 para el grupo Control, 476.85 para el grupo Dosis Alta). Como se 

constata en las figuras, los animales tuvieron un crecimiento característico de la 

especie durante todo el estudio. Además, no se observaron diferencias significativas 

con respecto al grupo control. Este resultado sugiere que no hubo ningún efecto 

toxicológico retardado que afectara el peso corporal después del tratamiento con 

vainillina por vía oral. 

El consumo de agua y de alimentos entre el grupo satélite y el grupo control, fueron 

similares durante el estudio así como durante el período de recuperación (tabla 32). 

Como muestran los resultados, al finalizar la etapa de recuperación los animales de 

uno y otro sexo no tuvieron diferencias significativas en cuanto al consumo de agua y 

de alimento. Además, estos valores se corresponden con los reportados durante el 

estudio para la dosis máxima. Las diferencias entre los animales hembras y machos 

son normales para la especie animal, pues es conocido que las ratas machos 

consumen más alimentos que las ratas hembras (Auletta, 2002). 

Tabla 32. Consumo de agua y alimentos de ratas pertenecientes al grupo satélite 
tratadas por vía oral con 800 mg/kg de vainillina al cabo del periodo de recuperación. 

 
 
 

 
 
 
 
 

Los valores representan la media de 10 determinaciones ± la desviación estándar.     

Con respecto a los principales parámetros hematológicos del grupo satélite y del 

grupo control al finalizar el periodo de recuperación, no se detectaron diferencias 

significativas entre ambos grupos y en todos los casos se mantuvieron dentro del 

rango establecido por el CENPALAB para la especie animal. Estos resultados 

señalan que el periodo post tratamiento de vainillina no produjo cambios en los 

parámetros hematológicos de los animales de experimentación; lo que también da 

Parámetro SEXO 
Hembras Machos 

 Control Satélite Control Satélite 
Consumo de agua 
(mL/día) 33,48 ± 3,81 36,24 ± 4,15 44,76 ± 2,58 46,43 ± 5,04 

Consumo de alimentos 
(g/día) 18,37 ± 1,26 17,29 ± 0,67 26,74 ± 1,56 24,62 ± 1,73 
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indicio de no efectos toxicológicos asociados al período de recuperación después del 

tratamiento con vainillina. 

La CREA, AU y TG de los animales machos analizados luego del período de 

recuperación, en el grupo de Dosis Alta tomó valores por encima del límite superior 

del rango establecido a partir de los controles. Se considera que estas variaciones no 

tienen significación biológica, al no estar asociadas aparentemente a efectos de la 

sustancia, luego de tres semanas de terminada la administración de la vainillina. 

Aunque se debe prestar especial atención al aumento de CREA observado, dado que 

este parámetro es específico de daño renal. A pesar de no encontrarse lesiones 

renales que justifiquen este aumento, este resultado es interesante por lo que es 

necesario desarrollar un estudio de nefrotoxicidad para asegurar si la vainillina es 

causante de daño renal. 

Terminado el periodo de recuperación, se sometió a eutanasia a los animales de 

ambos grupos con el objetivo de observar cambios estructurales en los diferentes 

órganos y tejidos. No se encontraron alteraciones macroscópicas relacionadas con la 

administración de la sustancia de ensayo. La comparación de los pesos relativos de 

los órganos de los animales del grupo satélite y el grupo control también dan indicio 

de la no toxicidad encontrada en la etapa post tratamiento. No se observaron 

diferencias significativas entre los  grupos experimentales al igual que lo referido para 

los órganos de las dosis experimentales. En el ensayo no se detectaron cambios 

estructurales ni desarrollo de tumoraciones en los animales de experimentación.  

Los estudios toxicológicos de la vainillina demuestran que esta molécula presenta 

algunos signos y síntomas como la somnolencia y la sedación los cuales son 

importantes porque hay que referir que fueron encontrados en todos los animales que 

fueron expuesto a la vainillina, lo que confirma su actividad depresora del sistema 

nervioso central (Abraham, et al.,1997) por lo que recomendamos realizar un estudio 

de neurotoxicidad. Además de presentar daños en el sistema digestivo por su 

actividad irritante demostrada en otros estudios (Yu, 2005) y corroborada por 

nosotros. 
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Los hallazgos encontrados en las determinaciones hematológicas y bioquímicas en 

ambos ensayos no son efectos tóxicos significativos asociados a la administración de 

la sustancia; no obstante las ligeras fluctuaciones que aparecen en los resultados 

pudieran asociarla a la vainillina. Considerándose efectos reversibles, ya que en el 

estudio subcrónico no hay muerte asociada a la sustancia.  

Esta investigación constituye un aporte para ratificar las cualidades de la vainillina 

como candidato farmacéutico. La estructura química y la farmacocinética de la 

vainillina son aspectos importantes que contribuyen a su inocuidad y por tanto, la 

hacen interesante como candidato farmacéutico, para un tratamiento de una patología 

que en la actualidad no tiene tratamiento farmacológico efectivo. 

Los resultados del presente estudio indican el comportamiento farmacocinético y 

toxicológico de la vainillina, de la cual se necesita una gran cantidad, para interactuar 

con el elevado número de moléculas de Hb presentes en el organismo (Mehanna, 

2001). Desde el punto de vista biofarmacéutico el diseño de una formulación 

constituye un reto. Esto obliga a seguir profundizando en futuras investigaciones 

sobre dicha molécula en relación a la vía de administración que se propone para 

estudiar su efecto clínico. No existe antagonismo, más bien una complementación de 

enfoques alternativos para dominar el uso racional de esta molécula. Ello debe 

además correlacionarse con la conducta observada en clínica en futuros estudios 

fase I. 
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CONCLUSIONES 

 

1. Se demostró que la suspensión de CMC al 0,5 % garantiza el nivel de 

exposición adecuado para realizar los estudios toxicológicos, mientras que 

la solución hidroalcohólica al 15 % resultó la más efectiva para los estudios 

farmacocinéticos. 

2. Los resultados farmacocinéticos demostraron una rápida distribución de la 

vainillina a los eritrocitos dada por una k12 mayor que la k21, un volumen de 

distribución compatible con su biodistribución fundamentalmente al 

compartimento vascular, un tiempo de vida media relativamente pequeño 

con un rápido aclaramiento.  

3. La absorción de la vainillina resulta escasa lo cual se corresponde con la 

biodisponibilidad obtenida de un 51 %. 

4. La vainillina se distribuye en el eritrocito y permanece en el sistema 

vascular, lo cual denota una escasa internalización a tejidos periféricos. 

5. A la dosis única de 2000 mg/Kg la vainillina no provocó muerte en ratas, y 

según la clasificación establecida por la OECD se considera “sustancia 
sin clasificar”. Aunque se observaron lesiones en estómago y riñón, la 

pronta recuperación y la ausencia de muertes sugieren que el efecto puede 

ser reversible a la dosis ensayada.  

6. La administración oral repetida de vainillina durante 13 semanas, no 

produjo cambios significativos en los pesos, consumo de agua y de 

alimentos, ni indujo cambios en las variables bioquímicas y hematológicas 

evaluadas de los animales tratados. Evidenciando que la vainillina es 

segura en administración subcrónica, en las condiciones experimentales. 
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RECOMENDACIONES 

 

1. Profundizar en los estudios farmacocinéticos con vistas a confirmar si se 

produce recirculación enterohepática de la molécula de vainillina en modelos 

ensayados.  

2. Establecer posibles correlaciones entre las concentraciones plasmáticas de 

vainillina  y los posibles efectos tóxicos. 

3. Realizar los ensayos toxicológicos de segunda barrera que permitan contar 

con la evaluación completa de la molécula. 

4. Realizar un estudio de neurotoxicidad in vivo por la acción depresora del 

sistema nervioso que presenta la vainillina. 

5. Realizar un estudio de nefrotoxicidad in vivo para comprobar los daños 

observados en los estudios de toxicidad. 

6. Completar con los estudios clínicos para que se apruebe el registro e 

introducción de la vainillina como fármaco antidrepanocítico en el Sistema 

Nacional de Salud.   
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AD                                   Anemia drepanocítica 
ADME                            Absorción, distribución, 

metabolismo, y excreción 
A/G Índice A/G 
ALB Albúmina 
ALP Fosfatasa alcalina 
ALT                                Alanina amino transferasa 
AOX                                Aldehído oxidasa 
AST                                 Aspartato amino 

transferasa 
AU Ácido úrico 
AUC                                  Área bajo la curva 
Bil-T Bilirrubina total 
BUN Urea nitrogenada 
CCl4                                             Tetracloruro de carbono 
CENATOX                      Centro Nacional de 

Toxicología 
CENPALAB
                

Centro Nacional para la 
Producción de Animales 
de Laboratorio 

CETEX
  

Centro de Toxicología 
Experimental 

CHCM              
 

Concentración de 
hemoglobina corpuscular 
media 

CHOL-T Colesterol total 
CIDEM             Centro de Investigación y 

Desarrollo de 
Medicamentos 

Cmáx                  Concentración máxima 
CMC  Carboximetilcelulosa  
CREA Creatinina 
CTA                 Clases tóxica aguda 
CVO                 Crisis vasoclusivas 
DE  Desviación estándar 
dHbS                  Desoxihemoglobina S 
EDTA 
  

Acido etilendiamino 
tetraacético 

EE.UU              Estados unidos 
ETO                  Eritrocitos 
ERO                   Especies reactivas de 

oxígeno 
E Eosinófilos 

EV Endovenosa 
FAD Dinucleotido de flavina-

adenina 
FEMA Asociación manufacturera 

de extractos y sabores 
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Administración de 
Fármacos y Alimentos 
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N Neutrófilo 
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Anexo 2 Características de la sustancia de prueba  

 Nombre producto: Vainillina 

 Nombre químico: 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehído 

 Firma: SIGMA 

 Número CAS: 121-33-5 

 Lote: 027K0129 

 Fórmula molecular: 4-(OH)C6H3-3-(OCH3)CHO 

 Peso molecular: 152.15 

 Especificaciones organolépticas: polvo blanco 

                                                      olor característico 

 Solubilidad: 50 mg/mL en etanol 

 Pureza: 100% 

Metales pesados (en Pb), no más de 10 ppm 

Perdida por desecación, no más de 0.5% 

Residuo de ignición, no más de 0.05% 

Intervalo de fusión 81-83 ° C 

 

 

 

 

 



Anexo 3. Resultados de la validación del método analítico para la determinación de 
vainillina en plasma por HPLC. 
 

Los resultados obtenidos en la validación del método analítico muestran: 
 
 

Coeficiente de determinación (r2) igual a 0,999, demostrando una alta linealidad en el rango de 

concentración estudiado. De igual forma los coeficientes de variación para la repetibilidad (3,82 

a 7,97 %) y la reproducibilidad (6,18 a 9,35 %) se encuentran dentro del rango establecido (≤15 

%). El recobrado del método fue alto con un 96,00 y 97,65 % para las concentraciones inferior y 

superior respectivamente. El límite de cuantificación obtenido fue de 0,08 µg/mL lo que 

garantiza una buena sensibilidad del método (Olivera, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexo 4 Datos originales del peso corporal de los animales del estudio de toxicidad 
aguda. 

Datos originales del peso corporal grupo tratado. 

Grupo tratado 
Animales 

No 
Día 0 

Peso (g) 
Día 7 

Peso (g) 
Día 14 

Peso (g) Sexo 

 
1 

 
173.4 237.0 278.0 

 
M 

 
2 174.8 243.0 287.2 

 
M 

 
3 174.4 251.0 297.3 

 
M 

 
1 151.0 189.0 206.0 

 
H 

 
2 169.0 211.0 223.0 

 
H 

 
3 149.0 204.0 233.0 

 
H 

 

 Datos originales del peso corporal del grupo control 

Grupo control 
Animales 

No 
Día 0 

Peso (g) 
Día 7 

Peso (g) 
Día 14 

Peso (g) Sexo 

 
1 

 
172.4 231.0 268.0 

 
M 

 
2 172. 4 230.0 268.0 

 
M 

 
3 171. 0 229.0 270.0 

 
M 

 
1 149.4 179.0 198.9 

 
H 

 
2 148.8 178.8 200.0 

 
H 

 
3 150.0 178.3 201.2 

 
H 

 

 

 

 

 

 



Anexo 5. Signos y síntomas clínicos más representativos (Wallace, 2008). 

Órganos, tejidos, sistemas o 
alteraciones más directamente 

involucradas. 
Signos clínicos 

Autónomo Salivación, descarga nasal, diarrea, urinación, 
piloerección, exoftalmo, membranas nictitantes relajadas, 
rinorrea. 

Comportamiento Sedación, cabeza caída, posición sentada con cabeza 
erguida, depresión severa, confusión, inquietud, 
acicalamiento excesivo, hostilidad excesiva, irritabilidad, 
actividad bizarra, fiereza. 

Sensorial Reflejo derecho, sensibilidad al dolor, reflejo al dolor, 
reflejo corneal, reflejo de los miembros posteriores, 
sensibilidad al sonido y al tacto. 

Neuromuscular Actividad disminuida o incrementada, fasciculaciones, 
temores, debilidad, reflejo de los miembros posteriores, 
ataxia, convulsiones, postración, debilidad de los 
miembros posteriores. 

Cardiovascular Alteración de la frecuencia cardíaca, vasoconstricción, 
vasodilatación, hemorragia. 

Ocular Lagrimeo, ptosis, nistagmo, midriasis, miosis, cicloplejía, 
reflejo pupilar luminoso. 

Gastrointestinal Salivación, náuseas, diarrea, emesis, defecación, 
evacuaciones sanguinolentas, constipación. 

Cutáneas Piloerección, alopecia, sacudidas, eritemas, edemas, 
hinchazón, necrosis. 

(Wallace, 2008) 

 
 

 

 



Anexo 6 Procedimiento para la preparación de la sustancia de ensayo para el estudio 

de dosis repetida. 
Dosis Baja: 160 mg/Kg de peso corporal 

Para la administración de esta dosis se partirá de una solución de 8 mg de vainillina/mL de 

solución de Carboximetilcelulosa (CMC) al 0.5 %.  

Tomando como peso promedio de los animales al inicio del ensayo 200 g, y según la fórmula  

Volumen = Peso ∗ Dosis / Concentración, el volumen a administrar sería el siguiente: 

Volumen = 0.2 Kg * 160 mg/Kg / 8 mg/mL = 4 mL 
Dosis Media: 400 mg/Kg de peso corporal 

Para la administración de esta dosis se partirá de una solución de 20 mg de vainillina/mL de 

solución de Carboximetilcelulosa (CMC) al 0.5 %.  

Tomando como peso promedio de los animales al inicio del ensayo 200 g, y según la fórmula  

Volumen = Peso * Dosis / Concentración, el volumen a administrar sería el siguiente: 

Volumen = 0.2 Kg * 400 mg/Kg / 20 mg/mL = 4 mL 

Dosis Alta: 800 mg/Kg de peso corporal 

Para la administración de esta dosis se partirá de una solución de 40 mg de vainillina/mL de 

solución de Carboximetilcelulosa (CMC) al 0.5 %.  

Tomando como peso promedio de los animales al inicio del ensayo 200 g, y según la fórmula  

Volumen = Peso * Dosis / Concentración, el volumen a administrar sería el siguiente: 

Volumen = 0.2 Kg * 800 mg/Kg / 40 mg/mL = 4 mL 

 

En todos los casos se logra uniformidad de volumen, y dentro del margen establecido (1 

mL/100 g de peso corporal), ya que la dosis total se administrará fraccionada en dos 

administraciones, una en la mañana y la otra en la tarde (en este ejemplo, 2 mL en la mañana y 

2 mL en la tarde). En los diferentes niveles de dosis, para el cálculo del volumen a administrar, 

este se ajustará según el peso promedio del grupo de animales, según la fórmula antes 

mencionada (Volumen = Peso * Dosis / Concentración). 

 

 

 

 



Anexo 7. Valores de concentración plasmática a los diferentes tiempos después de la 
administración endovenosa en ratas. 

 
 

Niveles plasmáticos a los diferentes tiempos post-administración endovenosa en ratas; dosis 100 mg/kg. 
 

Tiempo (min) Conc. (µg/ml) DE 

0 0 0 

1 113.89 34.67 

3 40.02 21.17 

5 10.88 8.26 

10 4.67 3.43 

15 0 0 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexo 8 Datos de concentración plasmática individual de cada animal para cada nivel 
de dosis del estudio de linealidad cinética. 

Parámetros farmacocinéticos de  vainillina, en perros Beagle, administración en   bolo endovenoso a 
una dosis de 15 mg /Kg. Análisis no compartimental. 

Animal R2 Cmax 
(µg/ml) 

Cmax 
D 

AUC0-∞ 
(µg-min/mL) 

t1/2 
(min) 

CL 
(ml/min) 

Vz 
(ml) 

Vss 
(ml) 

MRT 
(min) 

AUC 
D 

1 0.9755 50.73 3.38 191.02 2.35 78.52 266.52 281.68 3.58 12.7 
2 0.9434 77.2 5.14 238.77 1.76 62.82 160.38 136.05 2.16 15.9 
3 0.9944 24.82 1.65 61.38 1.27 244.34 450.13 545.34 2.23 4.1 
4 0.9897 23.28 1.58 110.67 2.73 135.52 535.25 571.57 4.21 7.4 
5 0.9889 31.12 2.07 68.85 2.39 217.86 752.62 518.13 2.37 4.6 
6 0.958 21.71 1.44 91.63 2.93 163.69 693.35 734.70 4.48 6.1 

Media 0.975 38.14 2.54 127.05 2.24 150.46 476.38 464.58 3.17 8.5 
SD 0.0204 21.91 1.45 71.82 0.61 72.95 232.99 216.88 1.05 4.8 

CV % 2.0887 57.45 57.27 56.53 27.58 48.48 48.90 46.68 33.07 56.53 
 

Parámetros farmacocinéticos de  vainillina, en perros Beagle, administración en  bolo endovenoso a 
una dosis de 30 mg /Kg. Análisis no compartimental. 

Animal R2 Cmax 
(µg/ml) 

Cmax 
D 

AUC0-∞ 
(µg-min/mL) 

t1/2 
(min) 

CL 
(ml/min) 

Vz 
(ml) 

Vss 
(ml) 

MRT 
(min) 

AUC 
D 

1 0.9885 73.52 2.45 230.67 2.86 130.05 538.36 463.02 3.56 7.7 
2 0.9969 68.08 2.26 198.47 2.01 151.15 439.93 548.36 3.62 6.6 
3 0.9986 102.12 3.40 376.46 2.50 79.68 288.43 287.71 3.61 12.5 
4 0.9779 60.96 2.03 374.14 3.75 80.18 434.03 429.47 5.35 12.5 
5 0.9652 65.96 2.19 254.90 4.71 117.69 800.94 677.75 5.75 8.5 
6 0.9029 163.32 5.44 613.88 3.93 48.86 277.77 225.09 4.60 20.5 

Media 0.9717 88.99 2.96 341.42 3.30 101.27 463.24 438.57 4.41 11.4 
SD 0.0359 39.21 1.30 152.78 1.00 38.06 192.89 166.29 0.97 5.10 

CV % 3.6978 44.06 44.15 44.75 30.53 41.63 37.58 37..91 21.99 44.75 
 

 



Cont. 

                  Parámetros farmacocinéticos de  vainillina, en perros Beagle, administración en  bolo endovenoso a 
una dosis de 60 mg /Kg. Análisis no compartimental. 

Animal R2 Cmax 
(µg/ml) 

Cmax 
D 

AUC0-∞ 
(µg-min/mL) 

t1/2 
(min) 

CL 
(ml/min) 

Vz 
(ml) 

Vss 
(ml) 

MRT 
(min) 

AUC 
D 

1 0.9999 102.6 1.71 603.27 11.39 99.46 1633.82 804.57 8.09 10.1 
2 0.9995 156.2 2.60 794.7 14.07 75.5 1532.68 691.21 9.16 13.2 
3 1 113.44 1.89 469.6 2.88 127.77 531.42 600.55 4.7 7.8 
4 0.9916 116.6 3.88 905.1 5.17 66.29 494.66 500.71 7.55 15.1 
5 0.9758 117.84 1.96 751.78 4.99 79.81 575.09 557.67 6.99 12.5 
6 0.855 81.52 1.35 671.85 6.37 89.31 820.17 903.07 10.11 11.2 

Media 0.9703 114.7 2.23 699.38 7.48 89.69 931.30 676.3 7.77 11.7 
SD 0.06 24.43 0.90 152.93 4.3 21.87 518.65 154.11 1.88 2.54 

CV % 5.90 21.3 40.54 21.87 57.54 24.39 55.69 22.79 24.15 21.87 
 

Parámetros farmacocinéticos de  vainillina, en perros Beagle, administración en  bolo endovenoso a 
una dosis de 120 mg /Kg. Análisis no compartimental 

Animal R2 Cmax 
(µg/ml) 

Cmax 
D 

AUC0-∞ 
(µg-min/mL) 

t1/2 
(min) 

CL 
(ml/min) 

Vz 
(ml) 

Vss 
(ml) 

MRT 
(min) 

AUC 
D 

1 0.9033 295.67 2.46 2059.68 9.34 58.26 784.78 610.25 10.47 17.2 
2 0.9922 223.6 1.86 2489.49 8.37 48.2 581.73 594.11 12.33 20.7 
3 0.9760 240.3 2 2802.69 9.48 42.82 585.82 587.75 13.73 23.4 
4 0.9720 273.2 2.27 1798.45 8.81 66.72 848.15 715.7 10.73 15.0 
5 0.9974 288.3 2.4 2672.3 7.59 44.91 491.44 395.76 8.81 22.3 
6 0.9974 191.1 1.59 2087.61 9.74 57.48 807.46 764.41 13.3 17.4 

Media 0.9731 252.03 2.09 2318.37 8.89 53.07 683.23 611.33 11.56 19.3 
SD 0.04 40.81 0.33 394.87 0.81 9.26 148 127.79 1.88 3.29 

CV% 3.68 16.19 16.19 17.03 9.08 17.44 21.66 20.9 16.29 17.03 
 

 

 

 

 

 

 



Anexo 9 Rango de valores normales para el Lab. Control biológico del CIDEM e IFFA 
CREDO 

Intervalo de valores normales de los indicadores hematológicos. 
 

MACHOS HEMOGLOBINA 
(g /dL) 

HEMATOCRITO 
(%) 

LINFOCITO
S 

(%) 

NEUTRÓFILO
S 

(%) 

EOSINÓFILO
S 

(%) 

MONOCITOS 
(%) 

Grupo control 
Lab. C. Biológico 
(x ± 1.3 DS)  

 
13.7 – 16.8 

 
45 – 48 

 
70 – 83 

 
19 – 30 

 
0.2 – 3.0 

 
0.1 – 2.0 

       
Intervalo normal 
reportado por Iffa 
Credo. 

 
14.4 – 16.2 

 
45 – 48 

 
72 – 86 

 
13 – 28 

 
0  - 2 

 
0 – 1 

Hembras Hemoglobina 
(g/dL) 

Hematocrito 
(%) 

Linfocitos 
(%) 

Neutrófilos 
(%) 

Eosinófilos 
(%) 

Monocitos 
(%) 

Grupo control 
Lab. C. Biológico 
(x ± 1.3 DS)  

 
13.3 – 16.5 

 
42 – 48 

 
72 – 88 

 
18 – 29 

 
0.2 – 2.7 

 
0.1 – 1.7 

       
Intervalo normal 
reportado por Iffa Credo 
. 

 
14.5 – 16.8 

 
48 – 52 

 
67 – 89 

 
11 – 32 

 
0 – 3 

 
0 – 1 

 

Intervalo de valores normales de los indicadores bioquímicos. 
 

Machos Glucosa 
(mmol/L) 

ALAT 
(U/L) 

ASAT 
(U/L) 

Urea 
(mmol/L) 

Colesterol 
(mmol/L) 

Grupo control 
Lab. C. Biológico 
(x ± 1.3 DS)  

 
3.6 – 5.8 

 
35 – 96 

 
55 – 199 

 
6.0 - 9.1  

 
1.1 – 2.1 

      
Intervalo normal 
reportado por Iffa 
Credo.   

 
5.0 – 7.4 

 

 
38 – 61 

 
128 – 216 

 
4.6 – 6.6 

 
2.2 – 2.8 

Hembras Glucosa 
(mmol/L) 

ALAT 
(U/L) 

ASAT 
(U/L) 

Urea 
(mmol/L) 

Colesterol 
(mmol/L) 

Grupo control 
Lab. C. Biológico 
(x ± 1.3 DS)  

 
3.3 – 5.6 

 
24 – 65 

 
46 – 78 

 
5.0 – 9.3 

 
1.1 – 1.9 

      
Intervalo normal 
reportado por Iffa Credo   

 
5.7 – 6.8 

 
33 – 60 

 
124 – 174 

 
7.1 – 9.6 

 
1.7 – 2.8 

 

 

 



Anexo 10 Observaciones clínico-patológicas de los animales muertos antes de 
finalizar el estudio de dosis repetida (90 días) 

Grupo No del 
animal 

Fecha de la muerte/ 

Día del ensayo 
Observaciones clínico patológicas 

Dosis alta 0704 
29/11/2008 

Día 64  

Muere inmediatamente después de la administración  de la 
sustancia de ensayo, presentando convulsiones y expulsión de 
líquido espumoso blanquecino por los ollares y la boca. Al 
cortar los pulmones resumieron abundante líquido espumoso. 
Edema y enfisema. Hígado: degeneración turbia. Riñones: 
hemorragias, necrosis de los túbulos proximales. Causa de 
muerte: Bronco-aspiración de la sustancia de ensayo.  

Dosis alta 0803 
28/11/2008 

Día 61  

Animal hallado muerto. Perforación de la faringe. Depósito de 
la sustancia de ensayo en tejido celular subcutáneo desde la 
región axilar hasta la 5ta costilla con necrosis. Inflamación 
hemorrágica y necrosis en la muscular de la tráquea. 
Pulmones: necrosis y vasos trombosados. Hígado: 
tumefacción turbia, degeneración vacuolar y hematopoyesis 
extramedular esplénica. Bazo: congestión aguda de la pulpa 
roja. Riñón: degeneración turbia. Causa de muerte: Depósito 
de la sustancia de ensayo fuera del sistema digestivo causante 
de inflamación, necrosis y proceso septicémico. 

Dosis alta 0814 
9/12/2008 

Día 74  

Animal hallado muerto. Perforación de la pared del esófago, 
reacción inflamatoria de carácter crónico. Pulmón hemorrágico, 
bronquios mayores con exceso de células descamadas. 
Estómago distendido con contenido hemorrágico descamación 
epitelial e infiltrado focal a linfocitos. Hígado: degeneración 
turbia. Riñones: degeneración turbia y necrosis de los túbulos 
proximales.  Causa de muerte: Depósito de la sustancia de 
ensayo fuera del sistema digestivo. 

 

 

 

 

 

 

 



Anexo 11. Lesiones traumáticas causadas por la sonda esofágica a los animales 
muertos en el estudio. Hematoxilina-Eosina, 5X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) Inflamación y necrosis en la tráquea a nivel de la muscular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) Inflamación localizada en la muscular del esófago. 

 

 

A 
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Anexo 12. Erosiones observadas en los animales del grupo de dosis alta Hematoxilina-
Eosina, 5X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Anexo 13. Descamación epitelial de la mucosa gástrica. Hematoxilina-Eosina, 5X. 
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