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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la toxicidad de tres chalconas sintéticas administradas por via intraperitoneal en ra-
tones BALB/c. Materiales y métodos: La dosis letal media (DL, ) se estim6 por el método Up-and-Down
de Dixon. La toxicidad subcrénica de las chalconas se evalué a 20 y 40 mg/kg por 21 dias. Se evalu6 el
efecto tdxico a nivel de comportamiento, fisioldgico, bioquimico e histolégico. Resultados: La chalcona
43 generé moco en las heces, dafio visceral (higado) y alteracion en el coeficiente de érganos (rifion,
p = 0,037 y cerebro, p = 0,008) en comparacion con el grupo control. Ademas, en el andlisis histoldgico
se observo que esta chalcona produjo edema, inflamacién y necrosis en los drganos evaluados, aunque
no hubo diferencia significativa con el control. Todos los parametros bioquimicos no difirieron significa-
tivamente entre los grupos de tratamiento a dosis de 40 mg/kg y el control. Conclusiones: La DL, para
las tres chalconas fue superior a 550 mg/kg de peso corporal. Las chalconas 40 y 42 son relativamente
no toxicas. Ambas pueden considerarse seguras para la aplicacion via intraperitoneal en ratones BALB/c
¥, en consecuencia, son posibles candidatas para ser usadas en el tratamiento contra las leishmaniosis.

Palabras clave: Chalcona; Desarrollo de Medicamentos; Ratones Endogamicos BALB C; Pruebas de
Toxicidad Subcronica; Dosificacion Letal Mediana (fuente: DeCS BIREME).

TOXICITY ASSESSMENT OF SYNTHETIC CHALCONES
WITH ANTILEISHMANIAL POTENTIAL IN BALB/C MICE

ABSTRACT

Objective: To evaluate the toxicity of three synthetic chalcones administered intraperitoneally to BALB/c
mice. Materials and methods: The median lethal dose (LD, ) was estimated by Dixons Up-and-Down
method. Subchronic toxicity of chalcones was evaluated at 20 and 40 mg/kg for 21 days. Behavioral, phy-
siological, biochemical, biochemical and histological toxic effects were evaluated. Results: Chalcone 43
produced mucus in feces, visceral damage (liver) and alterations in organ coeflicient (kidney, p = 0.037
and brain, p = 0.008) when compared to the control group. In addition, histological analysis showed that
this chalcone produced edema, inflammation and necrosis in the organs that were evaluated, although
there was no significant difference with the control. None of the biochemical parameters differed sig-
nificantly between the treatment groups at 40 mg/kg dose and the control. Conclusions: The LD, for
all three chalcones was greater than 550 mg/kg of body weight. Chalcones 40 and 42 were found to be
relatively non-toxic. Both can be considered safe for intraperitoneal application in BALB/c mice and,
consequently, are potential candidates for use in the treatment of leishmaniasis.

Keywords: Synthetic Chalcones; Drug Development; BALB/c Mice; Subchronic Toxicity; Median Lethal
Dose (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Las chalconas son abundantes en plantas comestibles, forman parte de la familia de los fla-
vonoides y cuentan con un amplio espectro de actividades farmacolégicas “?. En cuanto a
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su actividad antiparasitaria destaca su actividad contra pro-
tozoarios patdgenos de la familia Trypanosomatidae que in-
cluye los géneros Trypanosoma (causante de la enfermedad
de Chagas y de la tripanosomiasis humana africana) y Leish-
mania (causante de leishmaniosis) ®%. Varios estudios re-
portan la sintesis quimica y evaluacion de analogos de chal-
conas naturales con la finalidad de desarrollar compuestos
con una actividad selectiva antitripanosométida mejorada ©-,
entre ellos, derivados de chalconas con prometedora activi-
dad inhibitoria de la arginasa en Leishmania infantum ©. Es-
tos estudios muestran el esfuerzo constante de bisqueda de
nuevas alternativas terapéuticas contra las tripanosomiasis y
leishmaniosis, que afectan a millones de personas y animales
en todo el mundo ?, y para las cuales los pocos tratamientos
disponibles presentan limitaciones ®.

En estudios previos con una nueva serie de chalconas
sintéticas, nuestro equipo evalud la actividad in vitro contra
especies de Leishmania responsables de leishmaniosis
cutanea y mucosa del Nuevo Mundo. Nueve chalconas
(entre ellas, 40, 42 y 43) presentaron actividad biolégica
y selectividad comparable a la anfotericina B, tanto sobre
amastigotes axénicos como amastigotes intracelulares en
infecciones de macroéfagos, con indices de selectividad de
10 a 80 ©. Se evaluaron cinco chalconas in vivo en ratones
BALB/c infectados por Leishmania amazonensis (empleando
el modelo clasico de inoculacién subcutdnea del parasito en
la almohadilla plantar). Dos de estos compuestos (42 y 43)
administrados por via intralesional mostraron una reduccién
de la carga parasitaria comparada con controles infectados
no tratados ©. Para dicha evaluacion se administraron los
compuestos en una dosis de 5 mg/kg/dia (dosis casi 7 veces
menor que el control positivo con glucantime, firmaco de
referenciade primeralinea,administradoa 33 mg/kg/dia). En
base a estos resultados y a fin de encaminar el desarrollo de un
potencial nuevo firmaco antileishmanial, se decidié evaluar
la toxicidad en modelos experimentales in vivo tomando en
cuenta la via de administracién de los compuestos, dosis
y esquema de tratamiento, similares a lo empleado en el
tratamiento clinico con farmacos de referencia. La presente
investigacion tuvo como objetivo determinar la dosis letal
mediay la posible toxicidad subcrénica de tres chalconas
sintéticas (40, 42 y 43) administradas por via intraperitoneal
en ratones BALB/c.

MATERIALES Y METODOS

Disefio

Se realiz6 un estudio experimental con las tres chalconas (40, 42
y 43) identificadas previamente por nuestro equipo. Para la de-
terminacion de la DL, se emplearon ratones hembra (n = 6) por
ser mas susceptibles a los compuestos segun la Organisation for
Economic Cooperation and Development (OECD) 19, Se estim6

la DL utilizando el método Up-and-Down ", Para determinar
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Motivacion para realizar el estudio: Las chalconas tienen
un amplio espectro de actividad antiparasitaria, por ello
fueron evaluadas como tratamiento intralesional contra la
leishmaniosis cutdnea en un estudio previo. Aun no se ha
descrito la toxicidad de estos compuestos aplicados por via
intraperitoneal en modelos in vivo.

Principales hallazgos: Las tres chalconas sintéticas evaluadas
tuvieron una dosis letal media (DL,) mayor a 550 mg/kg de
peso. La chalcona 43 produce dafio visceral y edema en los
drganos internos a diferencia de las chalconas 40 y 42.

Implicancias: Las chalconas 40 y 42, relativamente no txicas,
pueden formar parte de futuras estrategias terapéuticas contra
las leishmaniosis.

la toxicidad subcrénica, se distribuyeron los animales aleatoria-
mente en ocho grupos (6 ratones macho por grupo). Se eligieron
dos dosis por chalcona segun la literatura revisada “: 20 mg/kg
(dosis A) y 40 mg/kg (dosis B) de peso del animal. Cada dosis se
administrd segn el esquema de tratamiento: nueve administra-
ciones en 21 dias (tres por semana) en un volumen maximo de
100 pL por via intraperitoneal (IP). Se incluyeron el grupo con-
trol, al cual se le aplico los solventes empleados en la disolucién
de los compuestos, y el grupo Sham, que no recibié tratamiento
alguno. El disefio experimental para el registro de datos clinicos
(peso corporal, coeficiente de érganos, mortalidad, bioquimica
sanguinea e histopatologia) se describe en la Figura 1.

Procedimientos

Animales

Se obtuvieron ratones BALB/c (8 - 10 semanas de edad, 30 g
de peso y libres de patdgenos) del Instituto Nacional de Salud
de Perti. Se mantuvo el bioterio a 22 °C £ 2 °C y 60% + 10%
de humedad relativa con un ciclo de luz-oscuridad de 12 h.
Los animales recibieron alimento y agua ad libitum.

Quimicos

La sintesis de novo de la chalcona 40 (C,,H,,0,) se realizé
siguiendo las metodologias descritas por Aponte et al. @ a
partir de la 2)4,6-trihidroxiacetofenona, mientras que la
chalcona 42 (C, H,,0,) v la chalcona 43 (C,,H,,0,) se sinte-
tizaron por una via similar, descrita por Du et al. (2.

La identidad y la pureza de los compuestos se verificaron
por espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)
(Figura 2). Los espectros se grabaron en el servicio de RMN
de la Pontificia Universidad Catdlica del Perd. Para la aplica-
cion por via IP en los ratones, se disolvieron los compuestos
en dimetilsulféxido (DMSO) al 5% y Tween 20 al 4% en tam-
pon fosfato salino (PBS) 0,01 M.
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Figura 1. Disefio experimental del estudio de toxicidad subcrénica.

Estimacion de la DL, usando el método Up-and-Down de Dixon
El primer animal recibe una dosis por debajo de la mejor
estimacién preliminar de la DL, por via oral *V. Si el animal
sobrevive, el segundo animal recibe una dosis mads alta. Si el
primer animal muere o aparece moribundo, el segundo ani-
mal recibe una dosis mas baja. La dosis recomendada a uti-
lizar cuando no existe conocimiento precedente es 175 mg/

Chalcona 40

(2E)-1-(2,4-Dihydroxy-6-methoxyphenyl)-3-(2-fura
nyl)-2-propen-1-one
Férmula molecular: C,,H,,O,
Peso molecular: 260,24 g/mol

Chalcona 43

kg de peso. Se inicid el experimento con esta dosis y luego se
emplearon 550 mg/kg de peso. Se evalu6 al animal 48 horas
luego de cada dosis. Durante ese periodo (a los 15 minutos,
30 minutos, 24 horas y 48 horas) se aplico el test de Irwin
modificado 1. Para el examen macroscopico del higado,
bazo y rifdn, se eutanasiaron los animales seis dias después
de la administracién de las dosis.

Chalcona 42

O

(2E)-3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-1-(2,4-dimethoxymet

hyl-6-methoxyphenyl)-2-propen-1-one
Férmula molecular: C, H,,O,
Peso molecular: 402,39 g/mol

(2E)-1-(2-Hydroxy-4-methoxymethyl-6-methoxyphenyl)-3
-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-2-propen-1-one
Férmula molecular: C, H, O,

Peso molecular: 404,41 g/mol

Figura 2. Estructura quimica de las chalconas 40, 42 y 43
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Estudio de toxicidad subcrénica

Se observaron los animales individualmente al menos una
vez durante los primeros 30 minutos después de la admin-
istracion por via IP, periédicamente durante las primeras
24 horas y luego diariamente durante 13 dias después de la
ultima administracion (hasta el dia 34), excepto cuando se
requiri6 que sean retirados del estudio por razones de biene-
star animal o se encontrasen muertos.

Peso corporal y coeficiente de drganos

Se eutanasiaron los animales de acuerdo con el protocolo de
eutanasia del Comité Institucional de Etica para Uso de Ani-
males (CIEA) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
Se extirparon y pesaron el higado, el bazo, los rifiones y el
cerebro. Ademads, se incluyeron secciones del intestino. Se
determino el peso del 6rgano en relacion con el peso corpo-
ral (coeficiente de 6rgano).

Determinacion de pardmetros bioquimicos

Antes de ser eutanasiados, se trasladé a los animales a jaulas,
sin alimento por seis horas, antes de la toma de muestras de
sangre por puncion cardiaca. El suero se obtuvo por centrifu-
gacion a 3000 g durante 10 min. Los pardametros medidos in-
cluyeron los niveles de dos enzimas indicadoras de los efec-
tos hepatocelulares: aspartato aminotransferasa (AST/GOT)
y alanina aminotransferasa (ALT/GPT); creatinina, proteina
C reactiva y glucosa. Se determinaron estos parametros bio-
quimicos utilizando kits comerciales (Wiener lab., Argenti-
na). Estos kits comerciales no precisan valores de referencia
para animales. El analisis se realiz6 comparando los grupos
tratados con el grupo control.

Histopatologia

Se embebieron los 6rganos en parafina; luego, se tifieron
secciones de 4 pm con hematoxilina-eosina utilizando técni-
cas estdndares. El andlisis de cada muestra por microscopia
oOptica se realizo en cinco campos a un aumento de 20x. El
patologo que realizé la histopatologia desconocia la identi-
dad de las muestras. Los campos se seleccionaron de forma
aleatoria y continua. La evaluacién de dicho material se realizé
de forma cualitativa @, donde: ausente = 0, leve = +, modera-
do = ++ y severo = +++. Se registraron las siguientes carac-
teristicas histopatologicas: edema, inflamacion y necrosis.

Analisis estadistico

Para determinar la distribucién normal de los datos se em-
pled el grafico de probabilidad normal (QQ plot). Dado este
cumplimiento, la comparacién de los datos (peso, coefi-
ciente de drganos y valores bioquimicos) entre los grupos
de estudio se realizé con ANOVA. Para identificar el valor
de significancia entre los grupos se aplicd la comparacién

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2021.383.6937

multiple de medias de acuerdo con el criterio de Tukey. Para
las comparaciones de los hallazgos histologicos (edema, in-
flamacidn y necrosis) entre los grupos se aplicaron las prue-
bas de Chi cuadrado y de Fisher. Se utilizé el programa R
version 3.3.2 para Windows. Se considerd un nivel de signifi-
cancia de 0,05.

Criterios éticos

Los procedimientos fueron aprobados por el Comité Insti-
tucional de Etica para Uso de Animales (CIEA) de la Univer-
sidad Peruana Cayetano Heredia (aprobacién N.° 0350119,
mayo de 2019 y renovada en mayo de 2021, constancia
N.°0130521).

RESULTADOS

DL, segun el método Dixon’s Up-and-Down

Para determinar la DL_ se emple6 un animal por dosis y
por chalcona. Se inici6 la administracién oral de chalconas
(40, 42 y 43) a una dosis de 175 mg/kg de peso a un animal.
Durante las primeras 48 horas de evaluaciones cualitati-
vas del comportamiento, caracteristicas neurologicas y au-
tonomicas, no se observd letalidad, convulsiones, sedacién,
excitacion, incoordinaciéon motora, agresividad, marcha
anormal, saltos, retorcimientos abdominales, piloereccion
ni estereotipias (olfateo, masticacién o movimientos de la
cabeza). Los animales sobrevivieron luego del periodo de
observacidn; por lo tanto, se procedié a administrar la siguiente
dosis de 550 mg/kg de peso.

De igual manera que en la anterior dosis, los animales
tratados (chalconas 40, 42 y 43) no mostraron evidencia de
alteracion en el comportamiento, caracteristicas neurologi-
cas y autonomicas durante los seis dias de observacion. En
la necropsia se observo: chalcona 40, esplenomegalia; chal-
cona 42, érganos sin alteraciones; chalcona 43, alteraciones
anatomicas como sufrimiento visceral y edema (en intestino
e higado), formacion de fibrina en higado, fusién de higado
con diafragma y formacién de ligamentos entre las paredes
externas del intestino. Estas alteraciones por efecto de la
chalcona 43 se observaron en los animales que recibieron
ambas dosis (175 mg/kg y 550 mg/kg de peso).

Estudio de toxicidad subcronica

Todos los animales luego de la segunda administracién pre-
sentaron un breve letargo (30 minutos) y dolor en la zona
abdominal. Pasado ese periodo, los animales retomaron su
actividad regular. Ademas, fue posible evidenciar cambios
en el comportamiento de los ratones (agresividad) desde fi-
nalizada la aplicacién del tratamiento (dia 21) con la chal-
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cona 43 (20 mg/kg y 40 mg/kg) hasta la culminacién del
experimento (dia 34). La agresividad no fue evidente en los
animales tratados con las chalconas 40 y 42 a las dos dosis
administradas hasta el final del experimento. En todos los
grupos tratados con las chalconas no se evidencié cambio
aparente en el pelo ni cambios en los ojos.

A las 24 horas de administrada la primera dosis en el
grupo tratado con la chalcona 43 (40 mg/kg), los animales
presentaron mucosidad en las heces. Esta manifestacion
continud hasta el dia 34. Por otro lado, en los grupos tratados
con la chalcona 42 y con la chalcona 40 (20 mg/kg y 40 mg/
kg), la mucosidad se presenté entre la aplicacion 4 (dia 8) y
la 6 (dia 11). Para el término del tratamiento, los animales
del grupo control presentaron el mismo signo. No se evi-
denciaron signos de colitis en los ratones con mucosidad en
las heces. En la Figura 3 se observan los resultados del peso
ganado en los animales al final del tratamiento con respecto
al dfa 1 (inicio del tratamiento). Los grupos tratados con la
chalcona 42 (40 mg/kg) o la chalcona 43 (20 mg/kg y 40 mg/
kg) no presentaron un aumento de peso al dia 21 de experi-
mentacién en comparacion con el grupo control (p > 0,05).
Sin embargo, si existié una diferencia estadisticamente sig-
nificativa en el aumento de peso en los grupos 42 (40 mg/kg)
(p =0,037) y 43 (20 mg/kg) (p = 0,033) en comparacién con
el grupo Sham. Dos semanas después de finalizado el trata-

miento (dia 34), todos los grupos tratados presentaron un
modesto aumento de peso, a excepcion de los grupos 40 y
42, ambos a la dosis de 40 mg/kg.

Los resultados del coeficiente de drganos (Figura 4)
mostraron que las chalconas afectaron los drganos internos
evaluados. La chalcona 42 ala dosis de 20 mg/kg (42A) redu-
jo el coeficiente del bazo (p = 0,034), mientras que la chalco-
na 43, ala dosis de 40 mg/kg (43B), incrementd el coeficiente
del rifién (p = 0,037) y el coeficiente del cerebro (p = 0,008).
No se observaron diferencias significativas en el higado.

Se evidenci6 una disminucién de creatinina por efecto
del tratamiento con las chalconas 42 y 43, ambas adminis-
tradas a la dosis de 20 mg/kg, en comparacion con el gru-
po control (promedio + desviacién estandar: 2,20 + 1,31;
p = 0,026 y 2,50 + 0,74; p = 0,033 contra 16,30 + 2,09 mg/L,
respectivamente). No se encontraron variaciones significati-
vas en los niveles de transaminasas GOT y GPT influencia-
das por el tratamiento (Figura 5). No se detectd proteina C
reactiva en ninguna muestra.

Todos los grupos presentaron un érgano de, al menos,
un ratén con una alteracion histoldgica evaluada (nivel leve/
moderado en los grupos control y Sham; moderado/severo
en los grupos tratados). No se evidencié en todos los grupos
(incluido el control) necrosis en higado, bazo, rifién y cere-
bro; tampoco inflamacién en higado ni bazo (Figura 6). Cabe
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Figura 3. Aumento de peso de animales controles versus tratados con chalconas sintéticas 40, 42 y 43 (donde A: 20 mg/kg y B:
40 mg/kg) al término del tratamiento con respecto al dia 1 (inicio del tratamiento). A: dia 21. B: dia 34. (n = 6 por grupo). Los

datos se expresan como promedio y desviacion estandar.
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Coeficiente de 6rganos
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Figura 4. Coeficiente de drganos procedentes de ratones BALB/c tratados con chalconas sintéticas 40, 42 y 43 (donde A: 20 mg/kg
y B: 40 mg/kg). A: bazo, B: cerebro, C: higado, D: rifién. Control: diluyente de chalconas. Sham: animales sin tratamiento. Los datos
se expresan como promedio y desviacién estandar (6 por grupo). *p < 0,05 comparado con el grupo control, utilizando ANOVA.
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Figura 5. Andlisis de pardmetros bioquimicos en suero de ratones BALB/c machos tratados con chalconas sintéticas 40, 42 y 43
(donde A: 20 mg/kg y B: 40 mg/kg). Control: diluyente de chalconas. Sham: animales sin tratamiento. A: creatinina, B: glucosa, C:
GOT, D: GPT. Los datos se expresan como promedio y desviacién estandar (6 por grupo). *p < 0,05 comparado con el grupo control,
utilizando ANOVA.
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430 | https://doi.org/10.17843/rpmesp.2021.383.6937



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2021;3838(3):424-33.

Cancino Ket al.

DISCUSION

En el presente estudio se evalud la toxicidad in vivo sub-
cronica por via IP de las chalconas sintéticas 40, 42 y 43 sigui-
endo el esquema de tratamiento referencial para las leishma-

niosis; asi como la DL, , por via oral. Las tres chalconas, a la

50”
dosis de 40 mg/kg, no alteraron los parametros bioquimicos
en suero. De otro lado, algunas de las caracteristicas anato-
mo-histopatoldgicas de los drganos principales, coeficientes
de érganos y signos del comportamiento en los animales re-
sultaron alterados, principalmente en aquellos tratados con
la chalcona 43.

Pocos estudios han reportado el analisis de la toxicidad
in vivo de chalconas y su proceso ADME (absorcion, distri-
bucién, metabolismo y excrecién) en el organismo, a pesar
de su estructura quimica sencilla y promisorios efectos a
nivel de la actividad bioldgica. Estos estudios han evaluado
principalmente la actividad bioldgica en diferentes modelos
patoldgicos @+¢1415 Sobre la base de los resultados del pre-
sente estudio, se sugiere abordar los procesos ADME princi-
palmente con las chalconas 40 y 42 en futuros estudios.

Segun el modelo in vivo de leishmaniosis, la via de ad-
ministracion, el esquema del tratamiento y el efecto biologi-
co pueden diferir. De Mello et al. determinaron la no toxici-
dad de dos chalconas sintéticas (por via intralesional y por
via IP) evaluadas hasta una dosis de 10 mg/kg de peso cor-
poral administradas tres veces por semana durante cuatro
semanas y la actividad antiparasitaria de las mismas contra
Leishmania braziliensis en hamsteres dorados 9. Aponte et al.
observaron una alta actividad in vivo de las chalconas 42 y
43 (administradas por via intralesional) en el modelo muri-
no infectado por Leishmania amazonensis en la almohadilla
plantar ©. Tomando en consideracién lo anterior, se valida
la importancia de la seleccién de la mejor via de adminis-
tracion cuando los compuestos estin concebidos para ser
aplicados como tratamiento, de tal forma que se favorezca
la biodisponibilidad y se maximice su actividad biologica.

La administracion por via IP de firmacos se emplea
ampliamente en roedores porque facilita la velocidad de
absorcion en comparacion con las vias intramuscular y
subcutdnea (7'®. La principal limitacién de la via IP es el
efecto del metabolismo inicial; sin embargo, se considera
que los firmacos de bajo peso molecular (como las
chalconas) administrados por via IP conducen a una menor
exposicion sistémica 7. Otras limitaciones son la esterilidad
y la irritabilidad que podrian generar “”. Los compuestos
irritantes pueden causar ileo e inflamacion peritoneal, lo que
podria favorecer el desarrollo de adherencias, caracteristicas
que fueron evidentes en la necropsia de los animales tratados
con la chalcona 43. A pesar de que la via de administracién
difiere (via oral, 1000 mg/kg/dia) de la empleada en este
estudio, se ha informado que otras chalconas pueden
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afectar algunos parametros fisioldgicos, como el peso de
los rifiones, alterando el coeficiente del drgano, y generar
cambios macroscdpicos minimos en el higado 1, tal como
se ha registrado en los animales del grupo chalcona 43B
(40 mg/kg) en este estudio. En contraste, otros autores no
han reportado cambios histolégicos en rifidén o en higado,
ni la alteracion de parametros bioquimicos generados por
chalconas administradas por via intralesional ).

La absorcién de los firmacos que se aplican en la cavidad
peritoneal se debe a la difusion a los tejidos circundantes (en-
tre ellos el intestino) ”'®). En el presente estudio, proponemos
que la administracion IP y la difusion intestinal de las chalconas
pueden generar el aumento de moco en las heces, como barrera
bioldgica, principalmente en los animales tratados con la chalco-
na 43, siendo esto confirmado a nivel histopatoldgico. En cuan-
to a la relevancia toxicoldgica de la interaccién entre el moco
en las heces y los compuestos xenobidticos para el huésped, la
informacion es limitada. Los estudios sefialan que la cantidad
de moco intestinal puede aumentar o disminuir segin el com-
puesto quimico administrado o por la dieta ?*?). Ain es poco
conocido cémo los quimicos ambientales (plaguicidas, entre
otros) pueden interactuar con el moco intestinal y las bacterias
«mucofilicas» de la microbiota .

Es de esperar que, a pesar de los factores ambientales, los
coeficientes de drganos para una misma cepa de ratdn sean
semejantes. Los coeficientes de 6rganos del grupo control
determinados en el presente estudio para la cepa BALB/c son
semejantes a los previamente reportados por Shi et al. para su
grupo control ®. Comunmente, las alteraciones anormales
del peso corporal en estudios de toxicidad se consideran
indicadores criticos de los efectos adversos. Los compuestos
administrados y el dolor abdominal pueden influir en el apetito
de los animales y por consecuencia en el peso. Sin embargo,
en el presente estudio no existi6 una diferencia significativa en
el peso ganado entre el grupo control y los grupos tratados al
finalizar el tratamiento (dia 21). El aumento de peso registrado
en nuestro estudio es semejante a lo reportado en ratones por
Zhao et al.® y Shi et al.®.

La determinacién de la toxicidad subcroénica en el presente
estudio evidencié cambios en el comportamiento de los ani-
males tratados con la chalcona 43 (40 mg/kg). A pesar de que
modulaciones en el comportamiento (sistema nervioso) debi-
das a derivados de chalconas se reportaron previamente ®%; en
nuestro estudio, la agresividad de los animales no se valid6 con
los andlisis histopatoldgicos efectuados.

Teniendo en cuenta que las condiciones de laboratorio, tales
como alimentacion, horarios de exposicion a la luz, disposicion
de alimento y agua, varfan entre las instituciones, asi como los
métodos que se emplean en la cuantificacién de los pardmetros
bioquimicos, se hace compleja la generalizacion de los valores
de referencia. Mazzaccara et al. sugieren que se empleen
parametros hematoldgicos dependientes del sexo y la edad para
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cada cepa de raton, ya que estos varfan de una cepa a otra ®.
Aunque hay articulos en la literatura que discuten los parametros
hematologicos y bioquimicos para ratones BALB/c sanos, pocos
abordan la evaluacion de estos pardmetros en situaciones
patologicas @9 ademds, estos han sido obtenidos empleando
diferentes metodologias. Segtin laliteratura, se sugiere compararlos
pardmetros bioquimicos entre los grupos tratados y los grupos sin
tratamiento. Considerando los acercamientos por obtener valores
referenciales de parametros hematoldgicos en ratones machos
BALB/c,los valores de GPTy GOT hallados en el presente estudio
son comparables a los establecidos por Lima ef al.® y Fernandes
et al. ®. No obstante, los valores reportados para creatinina en
ambos estudios no son comparables. Los resultados de creatinina
en el presente estudio se encuentran por debajo de los reportados
por Lima et al. ( 0,58 + 0,24 mg/dL) . Por otro lado, Silva-
Santana et al. reportan valores referenciales no detectables para
creatinina (<0,2 mg/dL), determinados con el espectrofotometro
automatico VITROS® 350 (Ortho Clinical Diagnostics) ®. Para un
tamizaje de mayor sensibilidad se sugiere incluir otros parametros
(fosfatasa alcalina, triglicéridos, nitrogeno ureico en sangre, entre
otros), que puedan complementar la deteccion de alteraciones en
el metabolismo de los animales.

Segun el método de Dixon, se recomienda continuar el
ensayo con dosis superiores a 550 mg/kg de peso. Dada la
disponibilidad limitada de los compuestos sintéticos en este
estudio, esto no fue posible. Cabe sefialar que la dosis maxima
administrada de las chalconas (550 mg/kg de peso, por via
oral) fue 100 veces mas alta que la dosis que probo ser efectiva
(5 mg/kg/dia, 8 inoculaciones por via intralesional) en la
reduccion significativa de la carga parasitaria en el modelo de
rat6n infectado por L. amazonensis en la almohadilla plantar ©.
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