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Supplementary Materials
Antioxidant efficacy and “in vivo” safety of a bentonite/vitamin C hybrid
Dayaris Hernández, Anaela Montalvo, Irela Pérez, Clarence Charnay, Rita Sánchez-Espejo, Pilar Cerezo, César Viseras, Serena Riela, Giuseppe Cinà, Aramis Rivera

(S1) LAA/smectites systems: critical revision

In two of the references cited near the end of the introduction of the manuscript [1,2], the authors basically discuss the use of natural montmorillonite (Mt) and acid treated Mt in the intercalation and stabilization of ascorbic acid (LAA) for potential uses (not defined). In the first study, despite that a new method is declared in the last part of the introduction, is not properly described later in the article. The data corresponding to LAA load on the clay is not reported either. The second article focuses on the stabilization of the activity of LAA in dissolution at different natural and modified Mt concentrations. The third reference cited in our manuscript [3], studies the employment of natural and cation modified smectites as supports for pollutants removal, where the LAA was chosen as model emergent contaminant. Although in this investigation different parameters ―pH, LAA initial concentration from and time― were optimized, the following elements were not considered: 1) No details are given on the type of smectite evaluated, 2) At the optimal values of pH = 5 and pH = 8, the LAA species (pka = 4.2) are negatively charged. Additionally, at basic pH the LAA degradation is favored damaging its stability and antioxidant capacity. 
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Se administré 0.1 g en el ojo derecho de los animales y aplicandolo en el fondo del
saco conjuntival de los animales que habian sido previamente revisados.

El ensayo tuvo una duracién de 5 dias, al cabo de los cuales fueron sacrificados los
animales siguiendo los procedimientos de la Toxicologia Alternativa

5. Resultados Analiticos

En la tabla #1 se pueden apreciar los resultados correspondientes a este ensayo.

Tabla #1. Resultados del estudio de Irritabilidad Oftalmica de la Bentonita

Z (Conjuntiva + Iris + Cornea)
Animal
1h 24 h 48 h 72 h
24 0 0 0
Conejo

Después de la aplicacién de la Bentonita se produjeron reacciones eritematosas,
edematosas, asi como secreciones en la conjuntiva, de los animales, solo para el
primer dia de ensayo. No se presentaron afectaciones en la cérnea ni en el iris

Se obtuvo un indice de lIrritacion igual 2.0 puntos lo que permite clasificar a la
Bentonita como NO IRRITANTE.

SIGNOS CLINICOS

En ninguno de los animales tratados, se presentaron signos clinicos.

6. Conclusiones

1. Se presentaron reacciones en la conjuntiva después de la primera hora de
aplicacion de la Bentonita.

2. No se observaron otros signos clinicos en los animales estudiados a los que se les
administré en la estructura ocular la Bentonita.

3. Con la aplicacién en la estructura ocular de la Bentonita procedente del Instituto de
Farmacia y Alimentos, se obtiene un Indice de Irritacién de 2.0 puntos con lo cual se
clasifica al mismo como NO IRRITANTE.
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7. Documentos aplicables

OECD Guideline for testing of chemical # 405. Acute Ocular Irritation. 2002.
PNT/TEC/0208. Ensayo de irritabilidad oftalmica. CIEB-IFAL-UH.1996.
PNT/ANI/O09. Pesaje de conejos.

PNT/ANI/000. Condiciones de alojamiento y alimentacién de los animales de
laboratorio.

PNT/ANI/005. Alimentacion de rutina.

PNT/ANI/006. Suministro de agua.

PNT/ANI/O11. Procedimiento de cuarentena.

PNO/ANI/O009. Pesaje de conejos.
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Determinacion de la Toxicidad Aguda Dérmica
del producto Bentonita procedente del Instituto
de Farmacia y Alimentos (ITAL)

Protocolo 15/124
La Habana, Mayo del 2021

INSTITUTO | DE FARMACIA Y ALIMENTOS




image7.jpg
VNIVERSIDAD

DELAH

ABANA

Centro de Estudios para las Investigaciones y Evaluaciones Biolégicas =/E. ,IEB

INSTITUTO | DE FARMACIA Y ALIMENTOS
Ave. 23 # 21425 e 214 y 222, La Coronela, La Lisa. C.P. 13600, La Habana, Cuba. Tel (537) 72718534
E-mail: gpardo@ifal.uh.cu

Fecha: 12 de mayo del 2021

Informe de Resultado del Protocolo 15/124 Pagina 2 de 8
iNDICE

I =T oo =T 3
2. OBJBEIVO. ... e e e 3
3: Procedimients:usmammsmmmsmmasmayimass s i s s s e 3
4. Descripcion de la dosis, via de administracion y duracién del ensayo....................... 4
5. Resultados ANalitiCoS .........c.ooiiiiiiiiiie e 4
B. CONCIUSIONES ...ttt ettt 7
7. Documentos @plICAAOS ..........oouiiiiii it 8

INSTITUTO | DE FARMACIA Y ALIMENTOS





image8.jpg
/EIEB

Centro de Estudios para las Investigaciones y Evaluaciones Biolégicas -

£ 5
[ INsTiTuTo | DE FARMACIA Y ALIMENTOS

v kAve. 23 # 21425 e/ 214 y 222, La Coronela, La Lisa. C.P. 13600, La Habana, Cuba. Tel. (537) 72718534
E-mail: gpardo@ifal.uh.cu

Fecha: 12 de mayo del 2021
Informe de Resultado del Protocolo 15/124 Pagina 3de 8

1. Antecedentes

A solicitud del IFAL se realizd el presente trabajo con el fin de estudiar el posible
efecto téxico de la Bentonita y asi determinar el posible dafio que pudiese ocasionar
el mismo cuando sea empleado por los humanos.

Para su uso y comercializacién, la Bentonita suministrada por el IFAL debe
cumplimentar una serie de requisitos entre los que se encuentran que cuando se
administre no produzca dafios en los humanos.

De esta forma, se realizd el presente estudio que nos garantiza, dentro del margen de
error que siempre tiene aparejada la extrapolacién del animal al hombre, que los
productos que no resulten téxicos, no lo seran potencialmente en el hombre.

Se le realiza el ensayo de Toxicidad Aguda Dérmica a la Bentonita suministrada por
el IFAL con vistas a garantizar la seguridad cuando sea utilizada por las personas.

2. Objetivo

Determinar el posible efecto Téxico Agudo del producto Bentonita cuando se aplica
en la piel de los animales de experimentacion.

3. Procedimiento

Se desarrollé la metodologia descrita por la OECD TG 402 y establecida en el
CEIEB.

Condiciones de tenencia de los animales:

Se emplearon ratas albinas Wistar procedentes del Centro para la Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB) con su correspondiente certificado de salud y un
peso comprendido entre 200 y 270 g. Las condiciones de cuarentena y aclimatacién
fueron las del cuarto y se siguieron los procedimientos establecidos: Temperatura: 22
+ 3 °C, humedad Relativa: 30 - 70% (La variacién no debe ser mayor de + 5 %), ciclo
de luz/ oscuridad: 12/ 12 h. El agua y la comida fueron suministradas “ad libitum”.

DESARROLLO DEL ENSAYO

En el ensayo se confeccionaron 2 grupos tratados (HEMBRAS Y MACHOS)
compuestos de 5 animales cada uno. Al inicio del experimento todas las ratas fueron
pesadas, para de esta manera hacer una dosificacién exacta de acuerdo al peso de
las mismas.

MODO DE APLICACION:

La sustancia que se administré fue la Bentonita procedente del IFAL a una dosis de
2000 mg/kg.

Veinticuatro horas antes del inicio del ensayo las ratas fueron peladas en un area del
10% de la superficie corporal del dorso de las mismas. Posteriormente el sitio de
aplicaciéon se cubrié con una almohadilla de gasa atada de forma segura a la piel y
toda la regién fue cubierta con una banda de goma elastica hipoalergénica, enrollada
en la regién media del cuerpo para de esta manera evitar que el animal pudiera
lamerse la zona de aplicacién y por ende se falsearan los resultados.
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La sustancia en estudio se dejé en contacto con la piel por 24 horas, luego se removioé
la cubierta y el agente residual fue eliminado por lavado con solucién de Cloruro de
Sodio al 0.9% con la ayuda de una almohadilla de gasa estéril.

Después de la administracién se realizaron las observaciones, y se registraron
sistematicamente en el registro individual para cada animal, varias veces durante el
primer dia y al menos una vez al dia para los 13 restantes.

Las pesadas de las ratas se realizaron en los tiempos siguientes: 1, 7 y 14 dias.

Al final del ensayo se procedié a sacrificar los animales empleando para ello una
sobredosis de tiopental sédico, siguiendo los procedimientos de Refinamiento que se
emplean actualmente en la Toxicologia Experimental.

En las observaciones que se realizaron de los érganos (pulmones, corazén, bazo,
rifones y estémago u otro que durante los dias de observaciéon se manifesté mediante
los signos clinicos) si se encontraba alguna afectacion, entonces se tomaban muestras
para su procesamiento histopatolégico.

CALCULOS DE LOS RESULTADOS:

Las pesadas de las ratas en sus diferentes tiempos se procesaron estadisticamente
para obtener la media y la desviacién estandar y se empleé el analisis de varianza de
una via de clasificaciéon con la posterior aplicacién de la prueba de Student Newman
Keuls (p<0.05).

4. Descripcion de la dosis, via de administracion y duracion del ensayo
Las muestras fueron administradas directamente del frasco que contiene la

Bentonita. Se colocé en cada parche el volumen que correspondia a la dosis de 2000
mg/kg.

La via de administracién fue tépica.
El ensayo tuvo una duracién de 19 dias (5 de aclimatacién y 14 de ensayo).
5. Resultados Analiticos

En las tablas #1 y 2 se muestran los resultados de las observaciones diarias durante
los 14 dias de duracién del ensayo.

INSTITUTO | DE FARMACIA Y ALIMENTOS





image10.jpg
/FIEB

Centro de Estudios para las Investigaciones y Evaluaciones Biolégicas -

-
[ INsTiTuTo | DE FARMACIA Y ALIMENTOS -

v kAve. 23 # 21425 e/ 214 y 222, La Coronela, La Lisa. C.P. 13600, La Habana, Cuba. Tel. (537) 72718534
E-mail: gpardo@ifal.uh.cu

Fecha: 12 de mayo del 2021

Informe de Resultado del Protocolo 15/124 Pagina 5de 8
TABLA 1 . SIGNOS CLINICOS ENSAYO: Toxicidad Aguda Dérmica
PRODUCTO: Bentonita. PROCEDENCIA: IFAL DOSIS: 2000 mg/kg
SEXO: Hembras FECHA DE INICIO: 12/05/2021 FECHA DE TERMINO: 26/05/2021
SIGNOS CLINICOS DIAS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 [12 (13 |14

0JOS - - - - - - - - - - - - - -
MUCOSAS - - - - - - - - - - - - - -

SIST. RESPIRATOR. |- - - - - - — - - - - - |- -

CIRCULATORIO - - - - - — — - - - - - |- -

AUTONOMO - - - - - = - = = - - = = -

NERYV. CENTRAL - - - - - - - - - - - - - -

MUDANZA DE PELO (- - - - - — — — - - - - - -

TEMBLORES - - - - = = = = = - - - |- -

CONVULSIONES - - - - - - = = = = = T -

SALIVACION - - - - - - - - - - - - |- -

PIEL - - - - - — — — — - - - |- -

SEDACION - - - - - = = = = - - = = -

SOMNOLENCIA = - - - - = = = - = = T -

MUERTE - - - - - - - - - - - - = -

OTROS -1~ 1~ 1-1-1%-1+-1+-- 1 [ 1- |- I- I-

En el cuadro se muestran los animales que presentaron afectaciones.

INSTITUTO | DE FARMACIA Y ALIMENTOS




image11.jpg
Centro de Estudios para las Investigaciones y Evaluaciones Biol6gicas =/EI-EB
O [ INSTITUTO | DE FARMACIA Y ALIMENTOS | -~

Ave. 23 # 21425 e 214 y 222, La Coronela, La Lisa. C.P. 13600, La Habana, Cuba. Tel (537) 72718534
E-mail: gpardo@ifal.uh.cu

Fecha: 12 de mayo del 2021

Informe de Resultado del Protocolo 15/124 Pagina 6de 8
TABLA 2. SIGNOS CLINICOS ENSAYO: Toxicidad Aguda Dérmica
Producto: Bentonita. Procedencia: IFAL Dosis: 2000 mg/kg
SEXO: Machos FECHA DE INICIO: 12/05/2021 FECHA DE TERMINO: 26/05/2021
SIGNOS CLINICOS DIAS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 |12 |13 14

0Jos = - |- |- |- - |- |- - - - 1- |- 1I-
MUCOSAS - - |- |- |- - |- |- - - - 1- 1- 1I-

SIST. RESPIRATOR. |- - - - - — — - - - - - |- -

CIRCULATORIO - - - - - = - = = - - = || =

AUTONOMO - - - - - = = = = = = = |= -

NERYV. CENTRAL - - - - - — - — - - - - - -

MUDANZA DE PELO (- - - - - = = = = - - = - -

TEMBLORES - - - - = = = = - = = T -

CONVULSIONES - - - - - - - - - - - - |- -

SALIVACION - - - - - — — — — - - - |- -

PIEL - - - - = = = = = - - = = -

SEDACION - - - - - = = = = = = T [ -

SOMNOLENCIA - - - - - - - - - - - - = -

MUERTE - - - - - — - — - - - - |- -

OTROS - - - - - = - = = - - = || =

En el cuadro se indica el animal con afectaciones

Como se puede observar en las tablas 1 y 2 tanto en las hembras como en los
machos NO se presentaron afectaciones en la piel u otro signo clinico indicativo de
efecto toxico.

En la tabla #3 se muestran los resultados obtenidos para el peso corporal (en valores
medio y desviacién estandar) para los dias 1, 7, y 14 de la experiencia.
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TABLA # 3. Variacion en el peso corporal (gramos) de los animales en el ensayo
de Toxicidad Aguda Dérmica de la Bentonita.

TIEMPO (Dias)
GRUPO
1 7 14
HEMBRAS 205.6+6.54a 2428 +20.72b 257.8+2157b
MACHOS 266.0+9.71 ¢ 276.0 +7.69 cd 279.0+1.92d

Letras diferentes indican significacién estadistica p< 0.05

PESO CORPORAL

Como se puede apreciar en la tabla #3, los animales tratados con la Bentonita
tuvieron ganancia en peso durante todas las pesadas efectuadas, y se presentaron
diferencias estadisticas entre las diferentes pesadas como lo indican las letras
diferentes tanto para las hembras como para los machos.

HISTOPATOLOGIA

Las muestras tomadas de los érganos seleccionados no presentaron afectaciones
desde el punto de vista macroscépico, por lo que el patélogo decidié no efectuar la
toma de las mismas para su estudio histopatolégico.

6. Conclusiones:

1- NO se observaron signos clinicos de toxicidad en la piel de los animales tanto para
los machos como las hembras sometidos a ensayo.

2- Desde el punto de vista de las necropsias efectuadas a los animales no se
presentaron afectaciones en los 6rganos seleccionados.

3- El producto estudiado no afecta la ganancia en peso de los animales en prueba.

4- Cuando se administra de forma aguda en la piel la Bentonita NO se producen
muertes en ninguno de los dos sexos estudiados.

CONCLUSIONES GENERALES.

Cuando se realiza el ensayo de Toxicidad Aguda Dérmica de la Bentonita
procedente del Instituto de Farmacia y Alimentos, a partir del ensayo descrito por
la OECD TG 402, a una dosis de 2000 mg/kg. No se presentaron afectaciones a este
nivel de dosis clasificandose como “Sin clasificar”, segun la Unién Europea, por lo que
no resulta necesario estudiar a la misma con dosis superiores.
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7. Documentos aplicados

1.

2.
3.
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Hayes W. Principles and Methods of Toxicology. Principles and Methods for
Acute Toxicity and Eye Irritancy Ed. Raven Press, Ltd. N.Y., 169-220, 1989.
ibid, Statistic for toxicologist. 435-483, 1984.

Organizacion para la Cooperacion Econdémica y el Desarrollo. (OECD)
Guidelines for testing of chemical. Paris. 402, 2017.

Garcia G. Los estudios toxicolégicos de primera barrera y la toxicologia
Alternativa. Tesis para optar por el grado académico de Maestro en Ciencias.
La Habana, junio del 2000.

PNT/ANI/0O08 Peso Corporal de las ratas CIEB-IFAL.

PNT/ANI/O00 Guia para el cuidado de los animales de Laboratorio CIEB-IFAL
PNT/ANI/O10 Cuarentena CIEB-IFAL.

PNT/ANI/006 Suministro de Agua manual de rutina CIEB-IFAL.

PNT/ANI/O05 Alimentacion de rutina CIEB-IFAL.

10. PNT/ANI/007 Asignacion aleatoria de las especies roedoras CIEB-IFAL.
11. PNT/ANI/0O10 Eutanasia CIEB-IFAL.
12. PNT/TEC/0600-0622. Técnicas de Anatomia Patolégica CIEB-IFAL.
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Ensayo de Irritabilidad Oftdlmica del producto
Bentonita procedente del Instituto de
Farmacia y Alimentos
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1. Antecedentes

A solicitud del Instituto de Farmacia y Alimentos, se realizé el presente trabajo con el
fin de estudiar el posible efecto irritante sobre la estructura ocular del humano, cuando
incidentalmente la Bentonita tuviera contacto con la misma.

Para su uso y comercializacion, la Bentonita, procedente del Instituto de Farmacia y
Alimentos debe cumplimentar una serie de requisitos entre los que se encuentran que
cuando sea utilizado por los humanos se tomen las precauciones para si entra en
contacto con la estructura ocular, se apliquen las medidas necesarias.

A la Bentonita, se le realizé el presente estudio que nos garantiza dentro del margen
de error que siempre tiene aparejada la extrapolacion del animal al hombre, que los
productos que no resulten toéxicos, no lo seran potencialmente en éste.

Se le realiza el ensayo de Irritabilidad Oftalmica a la Bentonita con vistas a garantizar
la seguridad para la estructura ocular cuando se utiliza por las personas e
incidentalmente toma contacto con la misma.

2. Objetivo

Determinar el posible efecto Irritante de la Bentonita cuando se coloca en la
estructura ocular de los animales de experimentacion.

3. Procedimiento

Se desarrollé la metodologia descrita en el PNT/TEC/0208 establecido en el CEIEB.

El estudio fue realizado en conejos albinos de la linea Nueva Zelandia, machos,
procedentes del CENPALAB con su correspondiente certificado de calidad, y
mantenidos en el Bioterio del Centro de Estudios para la Investigaciones y
Evaluaciones Biolégicas del IFAL, peso corporal de 1.8 a 2.0 kg segun PNT/ANI/009,
condiciones de alojamiento y alimentacién segun PNT/ANI/O00; PNT/ANI/005,
PNT/ANI/006, PNT/ANI/009 y PNT/ANI/011 del CEIEB.

Se confeccioné un grupo de 3 animales.

A los conejos del estudio se les realizé un examen exhaustivo de la estructura ocular
antes de iniciar el ensayo, posteriormente se les administré6 0.1 mL del producto en
estudio en el fondo del saco conjuntival del ojo derecho; el ojo izquierdo sirvié de
control. Una hora después comenzaron las evaluaciones de las siguientes estructuras:
la conjuntiva, el iris y la cornea. Las lecturas fueron realizadas a las 1; 24; 48y 72
horas, segun la escala de Draize para este ensayo. Los datos fueron recogidos en los
modelos habilitados al efecto.

4. Descripcion de la dosis, via de administracion y duracion del ensayo

Las muestras fueron administradas directamente del frasco que contiene el producto.

INSTITUTO | DE FARMACIA Y ALIMENTOS




image14.png
pharmaceutics




image15.png




