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I. RESUMEN

La hipertension arterial es el principal factor de riesgo de enfermedad coronaria, que a su vez constituye
la primera causa de muerte a escala mundial, en México es causa del 16.43% de mortalidad, es por ello
que en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan C-1 el grupo de Quimica Medicinal a cargo del
Dr. Enrique Angeles obtuvo una serie de 17 compuestos de exploracion, derivados de la Changrolina,
algunos de los cuales poseen actividad hipotensora de acuerdo al modelo de presion arterial invasiva en
rata normotensa que ha sido demostrada por la Dra. Luisa Martinez y colaboradores, entre dichos
compuestos el tiomorfolinico LQM 319 mostré tener mejor actividad en la reduccién de la Presion
Arterial Media, Sistélica y Diastélica. Toda vez que se ha identificado al LQM 319 como cabeza de setie
es posible iniciar con las etapas de investigacion preclinicas entre las que se encuentra el estudio de su
toxicidad.

La presente investigacién tuvo como objetivo principal evaluar la capacidad genotéxica del LOQM 319 y
comparatlo contra Captopril, por medio del ensayo de electroforesis unicelular en gel (SCGE) 7 vivo
(en ratones macho cepa CD-1), este método determina el grado de dafio al DNA en células individuales
y ademas permite el seguimiento de reparacién del DNA por lo que es posible cuantificar la
genotoxicidad de diversos compuestos como inductores de dafio oxidativo, agentes alquilantes, etc.

Inicialmente se determiné la DLsy para el LQM 319 y Captopril por el método de Lorke y por el de
Probit, en el primer caso la dosis fue igual para ambos; 471.17mg/Kg, mientras que con el método de
Probit la DLsopara el LQM 319 fue de 352.27mg/Kg y para Captopril de 371.32mg/Kg.

Posteriormente se distribuyeron 19 lotes de 5 ratones cada uno, los cuales fueron tratados de la
siguiente manera: se administraron intraperitonealmente las dosis de 3, 30 y 290 mg/Kg del compuesto
LQM 319, las dosis de 0.00062 y 306 mg/Kg de Captopril (la primera dosis corresponde a la dosis
efectiva y la ultima al 80% de la DLsy), un lote control negativo y la dosis de 80 mg/Kg de
Metilmetano-sulfonato como control positivo, transcurridas 3, 8 o 18 horas se extrajeron higado,
corazon y rifién; la técnica del SCGE consistio en realizar una suspension celular que fue mezclada con
agarosa de bajo punto de fusién para colocarse como capa sobre un portaobjetos con agarosa de punto
normal de fusién, después se sumergieron en solucién de lisis fria (1hr), posteriormente el DNA celular
se someti6 a desenrrollamiento (pH 13, 30 min) y se realizé la electroforesis (25 volts, 300mA, 20 min),
las laminillas se neutralizaron y fijaron en metanol absoluto, y se tifieron con bromuro de etidio pata su
analisis. La evaluacion de dafio se realizé en el microscopio de fluorescencia Imager Al Axiomat 10 de
Zeiss con analizador de imagenes del programa Comet Imager version 2.1 determinando el momentum
de la cauda en 50 células para cada raton de todos los tratamientos, los datos fueron analizados con el
programa estadistico INSTAT2 Version 2.03.

Los resultados obtenidos indican que el MMS fue un buen control positivo debido a que el mayor dafio
al DNA se encontr6 a las 3 horas siendo el promedio del momentum de la cauda de 135.32 para
higado, 121.92 en corazén y 67.85 en rifién. En relacion al compuesto LQM 319 la dosis efectiva no
mostr6 efecto significativo bajo ningin tratamiento, con la dosis intermedia el érgano mas afectado fue
corazon a las 3 y 8 horas, mientras el mayor momentum de la cauda se produjo a las 18 hrs en: higado
28.95, corazén 34.31, rifion 19.60 todos con el 80% de la DLso. En cambio para Captopril el mayor
efecto genotdxico se produjo con la dosis efectiva en corazén 40.26, higado 29.37 y rifion 41.12
disminuyendo conforme aumenta el tiempo, la misma tendencia se produjo con el 80% de la DLsg
pero el efecto genotdxico es menor que con la dosis efectiva.

En conclusién la toxicidad aguda del compuesto LQM 319 es ligeramente mayor que la de Captopril,
sin embargo el LQM 319 produce menor dafio al DNA que Captopril, por lo que se perfila como un
buen prospecto para continuar con sus estudios preclinicos y clinicos que encaminen a su posible
comercializacion.
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II. MARCO TEORICO

1. HIPERTENSION ARTERIAL

1.1.  Definicion

La Hipertension arterial se define como una elevacion de la presion sistolica supetior o
igual 2 140 mm Hg y/o diastélica supetior o igual 2 90 mm Hg.

Segun la OMS y la CDETH el nivel de gravedad se correlaciona con cifras tensionales

diastolicas y sistolicas progresivamente elevadas como se muestra en la siguiente tabla: (Cruz,

2001)

Tabla 1. Nivel de gravedad en hipertension segun las cifras tensionales

CDETH OMS
Categoria Sistolica Diastolica Sistolica Diastolica
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg)
Estadio I (leve) 140-159 90-99 140-180 90-105
Estadio 1T (moderada) 160-179 100-109 >180 >105
Estadio 111 (grave) 180-209 110-119 >160
Estadio IV (muy grave) >210 >120 140-159

1.2.  Clasificacién y Etiologia

Hipertension primaria, esencial o idiopatica: Se considera como una enfermedad
heterogénea y de origen multifactorial en donde parecen intervenir factores genéticos o
hereditarios y factores ambientales (Ruiz, 2003). Constituye el mas del 90% de los casos. No
esta vinculada a una etiologia pero existen factores de riesgo, como: hipercolesterolemia,
diabetes mellitus, tabaquismo, consumo excesivo de sal, obesidad, antecedentes familiares de
enfermedad vascular, factores ambientales como el estilo de vida con estrés y otros. Es cuatro
veces mas frecuente entre la poblaciéon negra que entre la blanca y mas frecuente entre los

adultos de sexo masculino respecto de las mujeres de la misma edad. (Mycek y cols., 2004).
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Hipertension secundaria: Se define asi, cuando puede asignarsele una causa especifica (tabla 2).

Tabla 2. Etiologia de la hipertension secundaria

ENFERMEDADES CAUSANTES DE HIPERTENSION SECUNDARIA

Enfermedades Renales

Glomerulonefritis aguda y crénica Pielonefritis
Glomerulosclerosis diabética Estenosis de arteria renal
Obstruccion uretral Obstruccion de arterias renales
Cilculos renales Sindrome de Liddle
Tumores renales Enfermedad poliquistica

Enfermedades Enddctinas o/y Trastornos de la glindula suprarrenal

Hiperaldosteronismo Feocromocitoma
Sindrome de Cushing Sindrome de Conn
Malformaciones congénitas

Anormalidades en el sistema

Coartacidén aodrtica . . .
renina-angiotensina

Farmacos
Anticonceptivos orales Corticoesteroides
Ciclosporina Eritropoyetina
Cocaina Regaliz

Otras causas
Embarazo complicado por preeclampsia Porfirfa intermitente aguda

Abuso de alcohol Intoxicacién aguda por plomo
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2. FARMACOLOGIA DE LA HIPERTENSION

El objetivo inicial del tratamiento antihipertensivo es lograr y mantener una presion
diastdlica por debajo de 90 mmHg, y la sistdlica por debajo de 140 mmHg, sin comprometer la
funcién renal, cerebral, miocardica 6 producir sintomas adversos (Collazo y cols., 2000).

Todos los antihipertensivos actian en uno o mas de los 4 puntos de control anatémico
seflalados en la figura 1, produciendo sus efectos al interferir en los mecanismos normales de

regulacion de la presion arterial (Katzung, 2005).

2. CAPACITANCIA
Vénulas 3. GASTO DE BOMBEO

Corazon

SNC
Nervios simpaticos

4. VOLUMEN

1. RESISTENCIA Riiiones

Arteriolas
Renina
|
\ 4
8 = Aldosterona ==— Angiotensina
S b

Figura 1. Sitios anatémicos de control de la presion arterial (Katzung, 2005)

Asi se pueden distinguir 5 grupos de farmacos antihipertensivos conforme a su
principal mecanismo de accién: diuréticos, adrenérgicos, bloqueadores de los canales de calcio,

inhibidores de la actividad angiotensinica y vasodilatadores directos.

2.1.  Diuréticos
Los mas utilizados son las tiacidas y los diuréticos de asa.

Tiacidas: Aumentan la excreciéon de sodio, cloro, potasio, magnesio, fosfato, bromuro,
yodo y bicarbonato de manera moderada y sostenida. Actian inhibiendo su reabsorcion en la
porcién ascendente del asa de Henle y al principio de los tdbulos distales. Ademas disminuyen
la excrecion de calcio y la retencién de acido udrico. La accidon antihipertensiva se atribuye a la

dilatacién arteriolar y consiguiente disminucion de la resistencia periférica, por disminucion del
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contenido celular en sodio y disminucién de la excitabilidad. Las tiacidas mas utilizadas son:
clortalidona, hidroclorotiacida, indapamida y metolazona (Katzung, 2005)

Diuréticos de asa: La furosemida y el acido etacrinico inhiben la reabsorcion de sodio y
cloruros en los tabulos proximal, distal y en el asa de Henle, la bumetanida no actia en el
tubulo distal. Algunos ejemplos de estos son: bumetanida, acido etacrinico, furosemida,

piretanida, y torasemida (Rodriguez y cols., 2005).

2.2.  Adrenérgicos

Agonistas de accion central: Inhiben la respuesta adrenérgica, central y periférica
estimulando los receptores alfa, por lo tanto se reduce el gasto cardiaco y disminuye la
resistencia vascular periférica. Tienen efecto sinérgico con los diuréticos, esta combinacion
puede minimizar las reacciones no deseadas mas comunes en las dosis necesarias al administrar
el antiadrenérgico solo. Clonidina y metildopa son los farmacos caracteristicos de este grupo

(Rodriguez y cols., 2005).
Inhibidores adrenérgicos a-1: Bloquean selectivamente los receptores postsinapticos

adrenérgicos a-1 de arteriolas y venas, la acciéon periférica dilata la resistencia (arteriolas) y la
capacitancia (venas), disminuyendo mas la presién diastélica. Ejemplos de este grupo son:
doxazosin, prazosin y terazosin (Kalant y cols., 2002).

Bloqueadores B: Disminuyen la fuerza contractil del miocardio, asi como la frecuencia
cardiaca, por lo que inicialmente reducen el gasto cardiaco, lo que activa un reflejo
barorreceptor que incrementa las resistencias vasculares periféricas, a pesar de lo cual
disminuye la tension arterial. Cuando la administracion es constante por periodos prolongados
persiste la acciéon hipotensora. Farmacos con este mecanismo de accidon son: acebutolol,

atenolol, esmolol, metroprolol, pindolol y propranolol (Florez y cols., 2003).

2.3.  Bloqueadores de los canales de Calcio

Inhiben la entrada de calcio a través de la membrana produciendo la relajacién del musculo
liso, lo que dilata las arterias coronarias y periféricas, asi como las arteriolas, y hace lenta la
conduccién cardiaca; provoca la disminucion de la resistencia periférica y se reduce la presion
arterial. Los farmacos mas comunes de este grupo son: amlodipina, diltiacem, felodipina,

isradipina, lacidipina, nifedipina, nisoldipina y nitrendipina (Rodriguez y cols., 2005).
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2.4.  Inhibidores de la actividad angiotensinica

La angiotensina Il es un potente vasoconstrictor y produce estimulacién cardiaca,
aumenta la secreciéon de aldosterona vy la reabsorcion de sodio a nivel renal, por lo tanto
desempefia una funcién importante en las caracteristicas fisiopatolégicas de la hipertension.
(Rodriguez y cols., 2005).

Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina: Inhiben la peptidil dipeptidasa
que hidroliza la angiotensina I a angiotensina II, produciendo vasodilatacioén arterial, venosa y
la natriuresis. Ademas aumentan los niveles de bradicininas vasodilatadoras. Ejemplos de este
grupo son: benacepril, cilazapril, captopril, enalapril, fosinopril, lisinopril, perindopril,
quinapril, ramipril, trandolapril (Katzung, 2005).

Antagonistas de los receptores de angiotensina II: Bloquean la unién de la angiotensina
IT a su receptor AT1 de varios tejidos del organismo, incluidos el musculo liso vascular y la
glandula suprarrenal, lo que resulta en vasodilataciéon, disminucién de la secreciéon de
aldosterona y aumento de la actividad de la renina plasmatica y de la angiotensina II aunque
esta no es suficiente para dominar sobre el efecto hipotensor. Los farmacos mas comunes en
este grupo son: candersartan, irbesartan, losartan, telmisartan, valsartan (Rodriguez y cols.,

2005).

2.5.  Vasodilatadores directos

Dilatan los vasos sanguineos mediante la accién directa sobre las células del musculo
liso a través de mecanismos no autonémicos. La hidralacina y el minoxidilo presentan efecto
mayor en las arteriolas que en las venas, este ultimo es un profirmaco; su metabolito es el
sulfato de minoxidilo y actia abriendo los conductos de potasio lo que hiperpolariza y relaja el
musculo liso vascular. El nitroprusiato y diaséxido son vasodilatadores parenterales que solo se
usan en urgencias hipertensivas, el primero parece tener acciéon similar a los nitritos que
consiste en la liberaciéon de o6xido nitrico el cual estimula la guanilciclasa y eleva la
concentraciéon de CMPc en el musculo liso, mientras que el diaséxido tiene accién similar al

metabolito del minoxidilo (Rodriguez y cols., 2005).
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2.6.

teratogénesis para los firmacos antihipertensivos.

Marco Tedrico

Resumen de los efectos de genotoxicidad, mutagénesis, carcinégenesis y/o

Tabla 3. Resultado de las pruebas reportadas para deteccion de los efectos de genotoxicidad,
carcinogénesis, mutagénesis y sobre la fertilidad. (PLM, 2006. Rodriguez y cols., 2005.)

Diuréticos

Furasemida positiva

B: torasemida y 4cido

. . etactinico.
Diuréticos de asa No reportado en Ames a dosis No reportada .
o C furasemida y
citotéxicas .
bumetanida
Positivo: Clastogenicidad e .
. . - . Negativo: Ames,
Detrivados induccion de aberraciones o, , . .
. L. L Positivo en células No evidencia C
tiacidicos cromosomicas 7 vitro. No . ,
L. de linfoma de raton
genotéxico con MN
Adrenérgicos
. . , C: clonidina.
Agonistas Negativo en ICH s . . .
. L. Negativo: Ames No reportada B: metildopa via oral
centrales aberraciones cromosémicas ..
C por via intravenosa
g . . . Terazosin a dosis altas .

Inhibidores Negativo en aberraciones Negativo: Ames, y B: doxazosin,

adrenérgicos -1

cromosomicas

letal dominante

incrementa tumores en

médula adrenal

C: prazosin y terazosin

C: propanolol,

acebutolol.
D: atenolol.
Negativo en pruebas Negativo: Ames y . C: metoprolol
Blogueadores citogenéticas n vivo e in vitro letal dominante Negativo B: pindolol
D: metoprolol y
pindolol en 20 y 3er
trimestre.

Boqueadores Negativo para
de los canales No reportado cuatro pruchas No reportado C
de calcio p

Inhibidores de la actividad angiotensinica

Negativo en MN, ICH’s

Inhibidores de la . . .
enzima aberraciones cromos6micas C: ler trimestre.
. in vivo e in vitro, Negativo Negativo: Ames Negativo D:en 2oy 3er
convertidora de - . .
. . para elucién alcalina en trimestre
angiotensina .
hepatocitos de rata
. Negativo en aberraciones .
Antagonistas de gativo © . C: ler trimestre.
cromosémicas y MN in . .
los receptores de | . . . Negativo: Ames Negativo D:en 20y 3er
. . vitro, Negativo para elucién .
la angiotensina II trimestre

alcalina in vitro

Vasodilatadores

No reportado

No reportado

No reportado

No reportado

Los farmacos se clasifican por su grado de tiesgo para el feto en 5 categorias
A. Estudios adecuados y bien controlados en mujeres embarazadas no muestran riego para el feto.

B. No hay estudios realizados en el ser humano, pero los efectuados en animales son negativos.

C. No realizados en humanos; en animales son positivos para riesgo fetal,. sin embargo, el posible beneficio puede justificar el riesgo.
D. Evidencia positiva de riesgo fetal en investigaciones o informes posmercado pero el posible beneficio puede justificar el riesgo.
X. Contraindicado en el embarazo: riesgo fetal excediendo que excede cualquier beneficio.(Rodriguez y cols,, 2005)
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3. EPIDEMIOLOGIA DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

La hipertension arterial es uno de los problemas de salud mas importantes actualmente
por ser el principal factor de enfermedades del corazon, que a su vez constituye la primera
causa de muerte a escala mundial, en México de 494,471 defunciones registradas para el afio
2006 81,252 fueron causadas por este tipo de enfermedades, lo que corresponde a un 16.43%
de la mortalidad total. (INEGI)

En la Encuesta Nacional de Salud 2000 (INSP) se encontré una prevalencia total de
hipertension arterial de 30.7% (15 millones de adultos); De éstos el 12.5% tenia diagnostico
previo, mientras el 18.2% fueron diagnosticados durante la encuesta. La prevalencia fue mayor
en los hombres que en las mujeres (32.6% y 29.0%, respectivamente), sin embargo, de los que
previamente conocian el diagnéstico fue mas alta entre las mujeres que entre los hombres
(15.7% vs 8.9%). El porcentaje de hipertensos tiene una tendencia creciente conforme avanza
la edad ya que es mayor (53.6%) en individuos entre los 70 y los 79 afnos y menor (17.0%) en
los de 20 a 29 afios. Antes de los 50 afios de edad la prevalencia de hipertension arterial es
mayor en los hombres, llegando en el grupo de 40 a 49 afios al 40.7% vy, a partir de esta edad, el
porcentaje es mayor en las mujeres, en las cuales observamos porcentajes desde 54.6 para el
grupo de 50 a 59 anos y hasta de 60.3% para el grupo de 80 y mas afios de edad. Fue mas
frecuente en los estados de Tamaulipas (38.7%), Zacatecas (36.3%) y Coahuila (35.9%),
mientras que un menor numero de hipertensos se encontraron en los estados de Puebla
(24.1%), Oaxaca (23.3%) y Chiapas (23.0%). Cabe destacar que de la poblacién con
diagnéstico médico previo de hipertension arterial 74.9% tenfan algin tipo de tratamiento para
controlar la hipertension, de ellos, 39.8% presentaron niveles de tension arterial elevada, dicho
de otra manera el tratamiento no era el adecuado (INSP). Durante el 2006 se realizé la
ENSANUT (Encuesta Nacional de Salud y Nutricién) en donde se concluy6 que la prevalencia
de hipertension arterial en la poblacion adulta es de 30.8%. En diagnéstico previo en las
mujeres el porcentaje obtenido fue de 18.7%, mientras que para los hombres fue de 11.4%.

Segun la OMS las perspectivas para los afios 2010, 2020 y 2030 indican que el
porcentaje de muertes totales por enfermedades cardiovasculares seran respectivamente;

30.8%, 31.5% y 32.5% (Olaiz y cols., 2008).
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4. CAPTOPRIL

El Captopril se utiliza en el tratamiento de la hipertension, insuficiencia cardiaca, para
prevenir la neuropatia diabética y mejora la supervivencia después del infarto al miocardio.
Es un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina, y en este grupo se considera como
el primer farmaco eficaz por via oral que se ha comercializado. (Rodriguez y cols., 2005)
Mecanismo de accion

Inhibe la enzima convertidora peptidil dipeptidasa, uniéndose a su grupo activo a través
de su grupo sulthidrilo, cuya funciéon es hidrolizar la angiotensina I en angiotensina II
(Katzung, 2005), por lo tanto causa una reduccién en la resistencia arterial periférica con la
consecuente disminucién en la presion arterial. Ademas aumenta los niveles de bradicininas
vasodilatadoras, debido a que la ECA desdobla a la bradicinina, los efectos vasodepresores de
sus niveles elevados contribuyen a la vasodilatacion periférica producida por los inhibidores de
la. ECA. Esto contribuye en la dilataciéon arteriolar con disminucién de las resistencias
vasculares sistémicas, la tension arterial y la retencion de agua y sodio (Rodriguez y cols., 2005.
Kalant y cols., 2002).
Farmacocinética

Se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal, el porcentaje de absorcion se halla
entre el 60 y 75%, pero la presencia de alimentos reduce su absorciéon hasta en 40%. Inicia su
efecto hipotensor en 15 minutos, los niveles plasmaticos pico ocurren en una hora y el efecto
maximo terapéutico requiere varias semanas de tratamiento para aparecer. Aproximadamente
del 25 al 30% circula adherido a proteinas plasmaticas, se distribuye por todo el organismo,
excepto el SNC. Su metabolismo se efectua en el higado, se elimina hasta el 50% como
medicamento intacto y el resto como metabolitos inactivos (dimero disulfuro de captopril y
disulfuro de cisteina-captopril). L.a vida media de eliminacién es de 3 horas y mas del 95% se
elimina por la orina, y una porcién minima en las heces. La duraciéon de su efecto es de dos a
seis horas y aumenta con dosis mayores. La insuficiencia renal hace que aumente la duracién
de la actividad del farmaco por acumulacién. El tratamiento con captopril se puede combinar
con diuréticos y bloqueadores adrenérgicosf. (PLM, 2007. Rodtiguez y cols., 2005).

Dosis efectiva en humanos: 70-150 mg diarios; maximo de 450mg diarios divididos en
varias dosis. (Rodriguez y cols., 2005)

Dosis efectiva en rata: 0.0062mg/Kg (Herrera, 2005)
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Efectos adversos

Mareos, desmayos, cefalea, malestar, fatiga, taquicardia, hipotension, anorexia, vomitos,
dolor abdominal, estrefiimiento, boca seca, leucopenia, agranulocitosis, pancitopenia,
trombocitopenia, anemia, hiperpotasemia, exantema urticarial, prurito, alopecia, fiebre,
angioedema. (PLM, 2007).
Precanciones en relacion con efectos de carcinogénesis, mutagénesis, teratogénesis y sobre la fertilidad

En el PLM 2007 solo se reporta que en dos afios de estudios con dosis de 50 a 1350
mg/Kg/dia en ratones y ratas no se encontré ninguna evidencia de potencial catcinogénico.
Los estudios en ratas no revelaron alteraciones en la fertilidad (PLM, 2007).
Propiedades fisicas y quimicas

Formula molecular: C;H,;:NO,S

Peso molecular: 217.3

Soluble en agua, metanol, etanol, isopropanol, y cloroformo.

Descripcion: Cristales blancos con punto de fusiéon de 88°C.

H S/\:)LN

&,
HOOC

Figura 2. Estructura del Captopril
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5. DESARROLLO DE NUEVOS FARMACOS

5.1.  Etapas

Los farmacos pueden ser considerados como el descubrimiento mas importante ya que
la vida del hombre se encuentra, en mayor o menor medida, relacionada con ellos desde su
nacimiento y hasta su muerte. Muchos de estos farmacos se han desarrollado a partir de un
pequefio numero de prototipos, que son denominados “cabezas de serie”, ademas a partir de la
modificaciéon de éstos es posible llegar al disefio de nuevos compuestos mas eficaces y con
menos efectos secundarios. (Avendano, 2001)

Una vez demostrada la actividad atil de un nuevo compuesto es necesaria la
optimizacién de esta cabeza de serie y posteriormente su desarrollo que tiene varias etapas

entre las que se encuentra el estudio de su toxicologfa (figura 3).

Manipulacion molecular

Identificacion de un prototipe ———= para su optimizacion

Investigacion basica 4 l

iMecanismo de accion? +——— ensayos o2 wiv € A w0

[ Produccidn {analisiz de impurezas, control microbiologico, estudios
de estabilidad y palénicos)

Desarrollo preclinico et fannacalogico

Perfil toxicologico (incluyendo toxicologla genética)

Perfil ADME (absorcion, distribucion, metabolismo, excresion)

Fase I administracion a seres humanos sin abandonar los estudios
preclinicos, estudios de tolerancia y seguridad en woluntarios sanos

Fase IT muestras de pacientes cada vez mas amplias, cotreccion de dosis
Dresarrollo clinico 4 v pautas de tratamiento, indicacion principal

Fase I petfil de eficacia y seguridad en comparacion con otros firmacos
disponibles en un nimero importante de pacientes

Fase IV estudios postcomercializacion

Figura 3. Etapas en el desarrollo de un fairmaco (Avendafio, 2001)
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5.2. Compuesto Tiomorfolinico LQM-319

En 1983 Stout y su grupo de investigacion llevaron a cabo el estudio de la Changrolina
como un antiarritmico efectivo, determinando que esta molécula presentaba una diferencia
estructural con los antiarritmicos conocidos hasta esa fecha (Angeles, 2007), para el analisis de
su actividad biolégica dividieron la molécula en tres regiones como se muestra en la figura 4.
Su investigacion consistié en modificar sistematicamente cada una de ellas para determinar que

parte de la molécula era necesaria para la actividad antiarritmica. (Velazquez, 2007)

REGION Il

||/ J REGION NI

REGION |

Figura 4. Estructura de la molécula de Changrolina en sus tres regiones (Velazquez, 2007)

Sus conclusiones fueron:
Region I; quinazolina. Puede remplazarse por una gran variedad de heterociclos sin perder la
actividad antiarritmica.
Region II; esqueleto de 2,6-bis(pirrolidin-1-il-metil)fenol. Presenta la mejor actividad y sin éste
la actividad es nula.
Region 111, union entre ambas regiones. Si se incluyen grupos carbonilos la actividad aumenta y
la toxicidad disminuye. (Angeles, 2007).

Actualmente, dichas investigaciones fueron retomadas por el grupo de Quimica
Medicinal a cargo del Dr. Enrique Angeles de la unidad de posgrado en la FESC-1 UNAM,
quienes propusieron el estudio de compuestos, analogos a la changrolina, en los cuales los

grupos pirrolidinicos se sustituyen por morfolina, tiomorfolina o piperidina. (Velazquez, 2007).
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Asi se obtuvieron una serie de 17 compuestos de exploracién a los cuales se les realizo
el estudio de la actividad biolégica dentro del Laboratorio de Farmacologia del Miocardio, a
cargo de la Dra. Luisa Martinez Aguilar, de la misma instancia académica, donde se demostrd
que dichos compuestos tienen actividad hipotensora en el modelo de presion arterial invasiva
en rata normotensa. A partir de esto se han realizado diversos estudios en donde se encontré
que el compuesto LQM-319 (figura 5) tiene mejor actividad en la reducciéon de la Presion
Arterial Media (PAM), Presion Arterial Sistolica (PAS) y Presion Arterial Diastolica (PAD) a
dosis de 3mg/Kg, tomando como referencia al Captopril (100% de eficacia) y en comparacién

con los otros compuestos, con omapatrilat y losartan (Tapia, 2000)

Figura 5. Estructura del compuesto LQM 319 (Velazquez, 2007)
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6. EVALUACION GENOTOXICA

La evaluacién toxicolégica de una sustancia quimica incluye las pruebas de toxicologia
genética, que tienen dos propésitos principales: 1) reconocer los agentes mutagenos y 2)
caracterizar la relacion dosis-respuesta y los mecanismos mutagénicos (Bello, 2001).

Toda mutacién producida en una célula germinal puede ser transmitida a la
descendencia, pero si se produce en una célula somatica puede ser origen de diversos
trastornos, entre los que se encuentran la teratogénesis y las neoplasias, la gran mayoria de
compuestos quimicos carcinogénicos son genotoxicos, es decir tienen la capacidad de provocar
dano sobre el DNA (Bello, 2001).

Las alteraciones del DNA van desde las rupturas mono o bicatenarias, pasando por los
entrecruzamientos entre bases del DNA y entre bases y proteinas del DNA hasta la adicion de

compuestos quimicos a las bases del DNA (Klassen y Watkins, 2005)

6.1. Pruebas para Ia deteccién de genotoxicidad.
Generalmente se exige un "panel mutagénico" consistente en diferentes
determinaciones que pueden ser (Ames Test):
*  In vitro: se utilizan células bacterianas, o de mamifero que se incuban con el producto
en presencia o ausencia de la fraccién microsomal.
*  In vivo: en donde se observan posibles efectos en el organismo vivo, principalmente en
raton.
La toxicologia genética dispone de una amplia gama de analisis para identificar el
potencial genotdxico de una sustancia, de las cuales las mas usuales son las siguientes:
Aberraciones cromosimicas: En citogenética se utiliza el analisis de la metafase para detectar
anomalias cromosémicas. Las células se exponen durante un periodo sensible del ciclo celular
(fase S), y las aberraciones se generan en la primera division mitética después del tratamiento.
Es fundamental que el numero de células analizadas sea suficiente, ademas hay que registrar los
resultados por clases especificas de aberraciones. En el momento de interpretar los resultados
en cultivos celulares se han observado resultados positivos dudosos con dosis citotoxicas, es
por eso que las pruebas deben llevarse a cabo con dosis intermedias y ampliarse hasta una

dosis con la que se observe cierto grado de citotoxicidad. Las pruebas 7z vivo consisten en
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exponer a los animales integros y posteriormente disponer de un tejido, a partir de cual se
prepara un gran nimero de células para su analisis (Klassen y Watkins, 2005).

Intercambio de  Cromatidas  Hermanas: Se observan intercambios de segmentos
aparentemente reciprocos entre las dos cromatidas de un cromosoma, secundarios a errores en
la replicaciéon, mediante la tincion diferencial que es caracteristica de esta prueba. Requiere de
al menos dos procesos de sintesis y divisiéon celular después del tratamiento. Sirve como
indicador general de las exposiciones a mutagenos y detecta agentes clastogenos y citotoxicos
(Hernandez, 1999).

Microniicleos: Son cuerpos de cromatina y representan fragmentos acéntricos de
cromosomas, O cromosomas enteros, que no se incorporaron al nicleo en la mitosis. Se
emplean como indicadores de agentes clastdgenos y citotoxicidad, aunque estos también
requieren al menos una fase de division celular después de la exposicion al agente en estudio.
(Marquez, 1997).

Ames: Praeba in vitro para mutagenicidad que usa cepas de mutantes de la bacteria
Salmonella typhimurinm, que no puede crecer en un medio con deficiencia de histidina: los
agentes positivos causan mutaciones que facilitan el crecimiento de la bacteria en el medio. La
prueba se puede realizar en presencia de una fraccién microsémica (S-9) de higado de ratas

para permitir la transformaciéon metabdlica de precursores mutigenos a derivados activos

(Ames Test).
DETECCION DE LESIONES EN EN DNA

Ensayo Carlotipo, Dieteccion de
Cometa ICH, BN mutacion {Ames)

Crecimisnto
celular ;

-
2
Q crénica

Mecrosis o Apoptosis

Figura 6. El dafio al DNA puede ser detectado de diferente manera segun la prueba utilizada
(modificado de The Comet Assay Interest Group)
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Ensayo Cometa (o Electroforesis Celular en Gel): Como se puede observar en la figura 6
esta prueba nos permite la deteccion de dafio directo al DNA, sin necesidad de la fase de
replicacion ni expresion del DNA. Siendo el medio de analisis en la presente investigacion se

analizara con mas detalle en el siguiente apartado.

6.2. Electroforesis unicelular en gel

Klassen y Watkins en su libro fundamentos de Toxicologfa (2005) clasifica este ensayo
dentro de las pruebas de dafio y reparacion del DNA como una prueba de deteccion directa
del dafio al DNA.

El ensayo de electroforesis unicelular en gel es una técnica en la que se determina el
grado de dafio al DNA en células individuales, ademas permite el seguimiento de reparacion
del DNA o el monitoreo de poblaciones expuestas a agentes mutagenos, por tanto se utiliza
para cuantificar la genotoxicidad de diversos compuestos con un mecanismo clastogénico tales
como inductores de dafio oxidativo, radiaciones, y agentes alquilantes entre otros (Hartmann y
cols., 1999. Tice y cols., 2000. The Comet Assay Interest Group)

Antecedentes

El ensayo de electroforesis unicelular en gel fue introducido por Ostling y Johanson en
1984, en su técnica trabajaron con células embebidas en agarosa, estas células eran lisadas por
accion de detergentes y concentraciones elevadas de sal, posteriormente corrian la
electroforesis en condiciones neutras (Tice, 2000). Después de la tincién con naranja de
acridina la imagen obtenida al microscopio de fluorescencia se asemejaba a un cometa con una
cabeza y cauda bien definidas cuando se trataban previamente con radiaciones gamma, por lo
que se le denominé Ensayo Cometa (figura 7) En 1976 P. Cook y cols. adicionaron detergentes
no i6nicos a la solucién de lisis. Bajo estas condiciones se detectaban rupturas de cadena doble

en el DNA (Comet Assay Forum).

Figura 7. Los nucleos de células dafiadas se observan semejantes a cometas después de la electroforesis
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En 1988 Singh y cols introdujeron a la técnica la electroforesis alcalina (pH>13), en
estas condiciones se increment6 la migraciéon permitiendo la deteccién de rupturas de cadena
sencilla (SSB), y sitios alcali labiles (ALS) con alta sensibilidad en células individuales. Desde
entonces el numero de aplicaciones y de investigadores que usan esta técnica ha crecido
exponencialmente. (Tice 2000, Comet Assay Forum)

Tipo de dafio detectado

El ensayo de electroforesis unicelular en gel es altamente sensible para detectar rupturas
de cadena doble (DSB), de cadena sencilla (SSB), Sitios alcali labiles (ALS) y sitios incompletos
de reparacion por escision, sin embargo la migracion se ve reducida por agentes que provocan
entrecruzamientos o aductos de DNA. (Tice 2000 Comet Assay Forum)

Mecanismo de formacién del cometa

Las células embebidas en el gel de agarosa y colocadas en portaobjetos, son lisadas para
remover las proteinas y restos celulares, subsecuentemente se colocan en solucion alcalina cuya
funcién es desenrollar la doble hélice del DNA lo que contribuye a la expresion de sitios alcali
labiles y rupturas en la cadena del DNA. Posteriormente se realiza la electroforesis durante la
cual la cromatina relajada y los fragmentos rotos de DNA debido a la carga negativa que
presentan migran hacia el anodo de manera mas rapida que el nucleo (The Comet Assay
Interest Group). Asi se pueden distinguir dos principios basicos de la formacién del cometa:

1. La migracién del DNA esta en funcién del nimero y tamano de los fragmentos libres
de DNA.
2. El incremento en el largo de la cauda depende de las condiciones de electroforesis, y

no del tamafio de los fragmentos (Tice 2000, Moller 2005)

Ventajas
M Técnica cuantitativa, muy sensible en la deteccién de dafio al DNA
Permite el seguimiento de dafio y reparacion del DNA
Aplicable a la mayoria de células eucariotas o procariotas, en estudios iz vivo o in vitro
No requiere células en proliferacioén celular como las técnicas de MN o ICH
No requiere una gran cantidad de células (muestras de 5-10ul)
Solo se realizan determinaciones en 50-100 células por individuo.
Se pueden obtener resultados en pocas horas comparado con otras técnicas.

FEs una técnica no invasiva si se utiliza en estudios de biomonitoreo en seres humanos

Detecta SSB’s, DSB’s y ALS en nucleoides individuales.

N NANNNNMNRNHN
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Aplicaciones
En los ultimos afios, las aplicaciones del ensayo cometa han ido en aumento en
diferentes areas, solo se mencionan algunas (Tice, 2000. Comet Assay Forum):
% Toxicologia genética: evaluacion de xenobidticos i vivo o in vitro
Deteccién de dafio y reparacion de DNA
Eco-Toxicologia
Nutricion

Biomonitoreo de genotoxicidad en seres humanos expuestos

% % ok %

Epidemiologfa humana; banco de sangre, banco de esperma.

#% Monitoreo en radio y quimio-terapia en pacientes con cancer
Evaluacion de dafio y parametros.

La evaluacién se realiza con ayuda de un microscopio de fluorescencia. Existen dos
principales formas de evaluacién de dafio para esta técnica.

1. La primera consiste en realizar evaluaciones visuales; tales como la determinacion de la
longitud de la cauda y el ancho del nucleoide utilizando un micrémetro adaptado al ocular del
microscopio, y/o la clasificacion en 5 categotias de dafio que dependen de la migracion

observada (figura 8) (Tice, 2000. Comet Assay Forum).

Figura 8. Clasificacion en categorias de los cometas.

2. Si se cuenta con analizador de imagenes es posible la determinaciéon de diversos
parametros como intensidad y area total; largo de la cauda, largo del cometa, y tamafio de la

cabeza, asi como porcentaje de DNA en la cauda, Momentum de la cauda y Momentum de la
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cauda de Olive (Miyamae 1998, Tice 2000, etc.). Los cometas son detectados automaticamente,
para cada uno se determina la intensidad de la fluorescencia en la cabeza y la cauda; con esto
calcula los diferentes parametros antes mencionados. Por lo tanto se puede realizar el analisis
de los cometas y de los datos de una manera mas rapida y confiable. (Comet Imager 1.2

Metasistem 2007%)

Figura 9. a) Microscopio de fluorescencia con analizador de imagen,
b) imagen obtenida con el analizador Comet Imager 1.2 Metasistem 2007

6.3.  Metilmetano-sulfonato como control positivo en pruebas de genotoxicidad.
El metilmetano-sulfonato (metil éster del acido metilsulfénico) es un liquido incoloro
con un peso molecular de 110.3 y una densidad de 1.3 (The Merck Index, 1989).
O

HEC—|S|—D—CH5
I
O
Figura 10. Estructura del metilmetano-sulfonato

El MMS es un agente alquilante monofuncional, que actia, como todos los agentes alquilantes,
por sustitucion de un grupo alquilo por iones hidrégeno. Su blanco principal son los acidos
nucleicos, la alquilacion interfiere con la sintesis normal de DNA y su funcién creando sitios
apurinicos, lo que lleva a la escisiéon y entrecruzamiento en la cadena de DNA mismo que
puede resultar en mutagénesis y carcinogénesis. (Marquez, 1997)
El MMS actia donando un grupo metilo en la posicion O° de la Guanina y la posiciéon O* de la

timina, alterando el patrén de apareamiento provocando transiciones(figura 11).
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Figura 11. Mecanismo de accion del Metilmetanosulfonato; A) introduce un metilo en la guanina que ya
no se aparea con la citosina provocando la transiciéon GC - AT. B) introduce metilo en la timina que ya
no se aparea con la adenina provocando la transicion TA - CG.

Como no requiere activacion metabolica se considera como mutageno y carcindégeno
de accién directa. Se usa unicamente en investigacion como control positivo para pruebas de
genotoxicidad como micronucleos, e intercambio de cromatides hermanas (Marquez 1997).
Sekihashi y cols. (2001), Tsuda y cols. (2000) han reportado que con el ensayo de
electroforesis unicelular en gel 7z wvio administrando Metilmetanosulfonato por via
intraperitoneal y oral a dosis de 80mg/Kg se produce dafio en la mayoria de los érganos
examinados, excepto estobmago, y que el pico maximo de dafio cuando se administra por via
intraperitoneal es a las tres horas, mientras que por la via oral el pico maximo de dafio es hasta

las 8 horas.
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III. JUSTIFICACION

Siendo la hipertension arterial una de las principales causas de muerte en México es necesaria
la busqueda de nuevos farmacos de produccién mexicana con mejor actividad y menores efectos
adversos que los ya existentes. En base a esto, en el laboratorio de Quimica Medicinal de la FES-C
se sintetizo un grupo de compuestos morfolinicos y tiomorfolinicos, entre los que destaca el LQM-
319 que presenta actividad antihipertensiva 7z vivo; para que este compuesto siga su camino a la
comercializacién o a su mejoramiento es necesario realizar estudios preclinicos dentro de los que se
cuentan: los ensayos de genotoxicidad que permiten la deteccion del dafio al material genético como

factor de riesgo de mutagénesis, carcinogénesis y/o teratogénesis.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad genotoxica de un nuevo tiomorfolinico (LQM-319) con actividad
antithipertensiva con el ensayo de electroforesis unicelular /7 wivo, como parte de los estudios

preclinicos que permitan llegar a la mejora o comercializaciéon de dicho compuesto.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinar la dosis letal 50 del LQM-319 y del Captopril por via intraperitoneal con el
método de Lorke y Probit en ratones macho cepa CD1.

» Evaluar la capacidad genotoxica del LQM319 (compuesto de interés), el captopril
(reconocido farmaco antihipertensivo) y el MMS (reconocido compuesto genotoxico) mediante el
ensayo de electroforesis unicelular en gel en células de corazén, higado y rifion de ratones macho
cepa CD1 alas 3, 8, y 18 horas después de administrarse por via intraperitoneal.

» Comparar el efecto genotoxico entre el LQM-319 y el Captopril

22



Florencia C. Rojas Olivares

Material

V. MATERIAL

Material biolégico:

Ratones macho cepa CD1 de 25 £ 2 g. donados por el bioterio de la Escuela Nacional de Ciencias

Biologicas del IPN.
Compuestos a prueba

Control positive; Metilmetanosulfonato (Sigma)

Comparativo; Captopril (donado por la Dra. Gabriela Vargas del Lab. de Métodos Analiticos de la FESC)

Compuesto de interés; Tiomorfolinico LQM-319 proporcionado y sintetizado por el Dr. Enrique Angeles y

colaboradores.

Soluciones y reactivos:

Agarosa de bajo punto de fusiéon (Sigma)
Agarosa de normal punto de fusion (Sigma)
Agua desionizada (Hycel)

Bromuro de etidio (Sigma)

Cloruro de Sodio

Dimetilsulféxido (Sigma)

EDTA sal disodica (Sigma)

Hidréxido de Sodio

Solucién Buffer de Fosfatos (Sigma)
Solucién de sales balanceada de Hank’s (Sigma)
Triton X-100 (Sigma)

Trizma Base (Sigma)

Equipos y materiales:

Camara de electroforesis

Camara de Neubawer

Microscopio de fluorescencia Imager Al-
Axiomat 10 de Zeiss con el analizador de
imagen Comet Imager 1.2 Metasistem 2007"
Microscopio de luz

Potenciémetro

Placas de hielo

Portaobjetos con pantalla

Cubreobjetos largos

Jeringas de 3 ml desechables

Tubos Eppendorf

Micropipetas de 50 y 200l

Tijeras y pinzas para diseccion
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VI. METODOLOGIA

DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 50

»  METODO DE LORKE
El procedimiento se basa en dos etapas:
A) Primera etapa. Organizar 3 lotes de 3 ratones cada uno.

N Lote 1. Administrar por via intrapetitoneal la dosis de 10mg/Kg

N Lote 2. Administrar por via intrapetitoneal la dosis de 100mg/Kg

L Lote 3. Administrar por via intraperitoneal la dosis de 1000mg/Kg

Observar el comportamiento de cada lote constantemente durante 6 horas. A las 24
horas registrar la mortalidad; de acuerdo a ésta se prosigue con la siguiente etapa.

B) Segunda etapa. Administrar 4 ratones conforme al siguiente cuadro

DOSIS la ETAPA
DOSIS mg/Kg 2* ETAPA

mg/Kg | 10 [ 100 [ 1000
0/3]0/3 | 0/3 1600 | 2900 | 5000

0/310/3 | 1/3 {600 | 1000 | 1600 | 2900
0/310/3| 2/3 [§1200 | 400 800 | 1600
Mortalidad [0/3| 0/3 | 3/3 (@140 | 225 370 600
enla 0/3|1/3| 3/3 50 | 100 200 400
primera | 0/3| 2/3 | 3/3 20 40 80 160
etapa 0/3|3/3| 3/3 15 25 40 60
1/313/3 | 3/3 5 10 20 40
2/3|3/3| 3/3 2 4 8 16
3/3|3/3| 3/3 1 2 4 8

Calcular la DL, mediante una media geométrica sobre las dosis para las cuales se encuentran

los resultados de sobrevivencia y mortalidad (0/1y 1/1).
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»  METODO DE PROBIT
Proponer cuatro dosis en base a las dosis que se obtengan para la segunda etapa del método
de Lorke.
Realizar lotes de 10 ratones cepa CD1 para cada dosis, administrar cada compuesto por via
intraperitoneal y registrar la mortalidad en cada grupo, observar por 7 dias a los animales. Analizar
los datos de mortalidad con el programa Summary Method (Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas

IPN).

ENSAYO DE GENOTOXICIDAD

» TRATAMIENTO DE RATONES
Mantener a los animales con libre acceso de alimento y agua, antes y durante el experimento.
Distribuir en 21 lotes de 5 ratones cada uno administrando por via intraperitoneal cada tratamiento

como se muestra en la siguiente tabla:

TRATAMIENTO DOSIS TIEMPO
3hrs
A) Control positivo Metilmetanosulfonato | 80mg/Kg. 8hrs
18hrs
3hrs
3mg/kg 8hrs
18hrs
3hrs
B) Problema LQM 319 30mg/kg Shts
18hrs
3hrs
290mg/kg 8hrs
18hrs
3hrs
0.0062mg/kg|  8hrs
18hrs
3hrs
305mg/kg 8hrs
18hrs

C) Comparativo Captopril

D) Control negativo: Cada lote incluir un ratén sin administrar.
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»  OBTENCION DE SUSPENSION CELULAR

A) Transcurrido el tiempo correspondiente para cada lote, sacrificar a los ratones
por dislocacién cervical.

B) Extraer higado, corazén y rifién recibiendo los 6rganos por separado en cajas
Petri conteniendo 2 ml de sal de Hank s libre de calcio y magnesio fria.

C) Utilizando tijeras cortar en pedazos muy pequefios cada 6rgano, aspirar con
jeringa el tejido cortado y expulsar usando aguja para disgregar facilmente y formar una
suspension celular
» VIALBILIDAD CELULAR
Mezclar 10l de la suspension celular con 10ul de azul de Tripan 0.4%, montar en la camara

de Neubawer.

» ELECTROFORESIS UNICELULAR EN GEL

Preparacion de laminillas

1) Preparar agarosa regular al 1% en vasos de precipitados de 50ml, cuando esté
completamente disuelta sumergir el portaobjetos dentro de la agarosa. Sacar el portaobjetos, limpiar
el exceso de agarosa en la parte inferior del portaobjetos y colocar sobre placas de hielo hasta su
solidificacion. Colocar todos los portaobjetos en charolas y meter en la estufa a 37°C durante toda la
noche.

NOTA: Los portaobjetos deben prepararse un dia antes del sacrificio de los ratones y la obtenciéon
de las células. Los siguientes pasos deben llevarse a cabo bajo luz amarilla débil.

2) Fundir agarosa de bajo punto de fusién al 0.5% y mantener a 37°C.

3) En tubos eppendorff mezclar 75ul de agarosa y 10ul de la suspension celular.

4) Adicionar la mezcla agarosa-células en un cubreobjetos limpio e inmediatamente colocar
el portaobjetos preparado anteriormente de manera que la mezcla se extienda y entre en contacto
con la capa de agarosa regular deshidratada. Colocar los portaobjetos sobre una placa de hielo hasta
que solidifiquen.

5) Retirar con precaucion el cubreobjetos y colocar los portaobjetos dentro de vasos copplin
que contienen solucién de lisis fria y recientemente preparada. Proteger de la luz y colocar en el

refrigerador a 4°C por una hora.
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Electroforesis

1) Retirar con cuidado los portaobjetos de la soluciéon de lisis y colocar en la camara de
electroforesis.

2) Llenar la camara con el buffer recientemente preparado hasta cubrir los portaobjetos sin
formar burbujas, dejar en estas condiciones por 30 minutos (unwinding)

3) Realizar el corrimiento electroforético a 25 volts y 300 mA durante 20 minutos.

4) Transcurrido el tiempo, retirar lentamente los portaobjetos de la camara y gotear hasta
cubrir con buffer de neutralizacion, dejarlos por 5 minutos, decantar y repetir al menos dos veces.

5) Escurrir perfectamente los portaobjetos y sumergir en metanol por 5 minutos, pasado este
tiempo retirar del metanol y secar al aire. Bajo este procedimiento no es necesario guardar en camara

humeda.

Tincion de preparaciones

Adicionar 50 pl de colorante bromuro de etidio 1X a la laminilla y montar con un

cubreobjetos. Secar el exceso antes de examinar al microscopio de fluorescencia

Evaluacion del dafio al DNA

Con ayuda del microscopio de fluorescencia Imager Al Axiomat 10 de Zeiss con analizador
de imagenes del programa Comet Imager version 2.1 determinar el momentum de la cauda en 50
células para cada raton de todos los tratamientos, recopilar los datos en archivos de Excel,
determinar el promedio de cada uno de los cinco ratones por tratamiento y realizar el analisis

estadistico con el programa INSTAT2 Version 2.03
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extracion de érganos
S -

v

v

Preparacion de suspension celular

» ;‘ {‘

Preparacion de lamanillas

Lisis Celular

Tincion v analisis

Figura 12. Diagrama de Flujo: Ensayo de Electroforesis Unicelular en Gel.
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VII. RESULTADOS

DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 50

Los resultados obtenidos en la determinaciéon de la DL, por via intraperitoneal mediante el
método de Lorke para el LQM 319 y Captopril fueron de 471.17mg/Kg para ambos. Dado que este
método solo proporciona una aproximaciéon de la DL se hizo necesaria la prueba de Probit donde se

obtuvieron los siguientes resultados:

Dosis mg/Kg | Limite Superior | Limite Inferior
LQM 319 352.27 282.85 427.91
Captopril 371.32 313.3 424.45

A partir de estos resultados se determinaron las dosis mas altas utilizadas en este estudio.

VIABILIDAD CELULAR
La evaluacién de la citotoxicidad se llevé a cabo por medio de la tinciéon de azul de tripan para

asegurar que el efecto al DNA solo fue producido por su correspondiente tratamiento.

Tabla 4. Porcentaje de viabilidad mediante la prueba de Azul de Tripan

, HIiGADO CORAZON RINON
Tratamiento

3 hrs |8 hrs [ 18hts |3 hts | 8 hrs | 18hts || 3 hrs | 8 hrs | 18hrs
Negativo 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.8 | 99.8 | 99.8 [ 99.0 | 99.0 | 99.0
MMS 80mg/Kg 99.6 | 983 | 99.8 | 99.8 1 98.8 | 99.1 || 99 | 959 | 98.7
LQM 319 3mg/Kg 99.8 1 99.4 | 985 [ 99.6 | 99.6 | 98.5 || 98.1 | 98.1 | 98.6
LQM 319 30mg/Kg 97.9 | 100 | 99.8 || 96.0 | 99.5 | 99.3 || 94.4 | 99.3 | 98.6
LQM 319 290mg/Kg 100 | 98.2 | 100 | 100 | 99.8 | 99.5 |[ 99.0 | 99.4 | 99.0
Captopril 0.00062mg/Kg| 99.2 | 99.8 | 99.5 | 98.9 | 98.9 | 99.2 || 97.9 | 99.2 | 98.9
Captopril 305mg/Kg 99.1 1 99.7 1 99.5 | 99.1 |1 99.6 | 99.2 || 99.4 | 99.2 | 98.9
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ELECTROFORESIS UNICELULAR EN GEL

A continuacion se presentan las figuras 12 y 13 que muestran el tipo de nucleoides encontrados
en los diferentes 6rganos evaluados para la genotoxicidad del LQM319

> MetaSystems Comet Imager 1.2 - —[» * MetaSystems Comet Imager 1.2

Figura 13. Momentum de la cauda obtenido para cada cometa puede no ser proporcional al largo de la cauda:
Ambos cometas parecen tener caudas de tamaifio similar pero el momentum de la cauda de 1)
es mas pequefio que el de 2)

> MetaSystems Comet Imager 1.2 > MetaSystems Comet Imager 1.2

* MotaSystems Comet Imager 1.2

Figura 14. Nucleiodes seguin su 6rgano de procedencia. A) corazon: nucleoide pequefio, B) higado: por lo menos
tres tamafios diferentes, C) rifién: varios nucleoides por campo, mismo tamafio.
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La tabla 5 muestra en su totalidad el resultado del momentum de la cauda, promedio de 5
ratones, por cada tratamiento en los 3 horarios y los 3 6rganos estudiados.

Tabla 5. Resultados de los promedios del momentum de la cauda obtenidos, asi como su correspondiente desviacion estandar

Fratamiento | OIS CORAZON HIGADO RINON
mg/Kg Promedio DesvEst | Promedio DesvEst | Promedio DesvEst

3 HORAS
Negativo 0 5.5787 22113 2.7827 1.0188 2.9215 0.3477
Positivo MMS 80 1353282  10.7635 || 121.9264  9.7446 67.8598 4.924
LQM 319 3 10.8232 1.1253 11.6058 0.1634 4.494 0.0372
LQM 319 30 16.1918 1.0273 8.4736 0.1629 7.4319 0.6164
LQM 319 290 11.1577 0.6329 16.7846 0.8826 6.3075 0.9295
Captopril 6.2x10* | 40.2677 3.3857 29.3769 3.5093 || 41.1211 3.2644
Captopril 305 36.9122 2.8814 22.5708 0.8242 || 21.5913 1.1878
8 HORAS
Negativo 0 5.5787 22113 2.7827 1.0188 2.9215 0.3477
Positivo MMS 80 50.4727 6.6149 39.7168 9.0956 | 42.2753 8.2462
LQM 319 3 10.2391 0.6699 8.2636 0.5212 4.5053 0.9766
LQM 319 30 21.3823 2.1614 11.1257 0.6382 7.9339 0.6705
LQM 319 290 11.9466 1.1494 15.6355 0.1235 9.2138 0.3618
Captopril 6.2x10™"| 38.2623 5.6473 26.2126 1.8521 19.1086 2.0161
Captopril 305 30.5698 0.7735 25.1344 1.0238 11.6396 0.8751
18 HORAS
Negativo 0 5.5787 22113 2.7827 1.0188 2.9215 0.3477
Positivo MMS 80 31.5426 7.4204 24.8406 5.311 20.2825 5.7991
LQM 319 3 10.1487 0.3688 7.4321 0.1536 7.5041 0.1176
LQM 319 30 5.6628 0.4626 8.2053 0.0693 8.9737 0.1222
LQM 319 290 34.3198 1.2991 28.9512 1.8405 19.6073 1.0545
Captopril 6.2x10"| 21.4951 2.2822 13.5667 0.485 10.6597 1.8615
Captopril 305 27.8626 0.0919 18.2587 1.6156 12.1134 0.781

Ademas se han graficado los datos (grafica 1) de lo que ha continuacion se describe:

El lote de metilmetano-sulfonato presenté diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con el negativo en todos los 6rganos y tiempos.

El LQM 319 en la dosis de 3mg/Kg tanto en corazén como en rifién no increment6 de manera
estadisticamente significativa el momentum de la cauda en ninguno de los tres horarios evaluados con
respecto al control negativo. Sin embargo en higado se manifesté un dafio significativo solo a las tres

horas.

31



Florencia C. Rojas Olivares Resultados
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Tratamiento

Elc.LOM-319 2mg/K ;
[ a. Control Megativo - B8 EAf Captopril 0.00062mg,/Kg
d. LOW-319 30mg/F :
[ b. Contrel Positive = g/ke [ 8- Captopril 305mg/Kg
e. LOM-319 290me/ Ky
Grafica 1. Resultados grupales: distribucion de la frecuencia del efecto sobre el DNA en corazén, higado y rifién, expresado

como Momentum de la cauda. * Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control negativo (ANOVA,
Tuckey-Kramer 0.05)

Para la dosis de 30mg/Kg en rifién no hay diferencias estadisticas con el control negativo, para
corazén el dafo es significativo a las 3 horas, aumenta a las 8 horas pero a las 18 horas ya no hay
diferencia significativa. Bajo la misma dosis en higado solo hay diferencia significativa a las 8 horas.

Con la dosis de 290mg/Kg en corazén y rifién solo hay diferencias significativas a las 18 horas,

mientras que para higado hay diferencias significativas contra el negativo en todos los horarios.
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En el caso de Captopril existen diferencias significativas en todos los 6rganos, con ambas dosis y
en los tres horarios, presentando tendencia a disminuir el Momentum de la cauda a mayor tiempo de
muestreo.

Se realizaron también tablas (6, 7 y 8) y graficas (2, 3 y 4) que permiten apreciar las diferencias
que existieron entre la genotoxicidad (en funcién del Momentum de la cauda) del captopril y el

compuesto LQM319 en relacién a sus dosis efectiva y DLy

Tabla 6. Comparaciéon entre LQM 319 y Captopril para corazon en las
dosis efectivay 80% de la dosis letal 50.

Momentum de la cauda
Tratamiento Tiempo (horas)
3 8 18
Dosis efectiva LQM 319 10.8232 | 10.2391 10.1487
80% de dosis letal LQM 319 11.1577 | 11.9466 | 34.3198
Dosis efectiva Captopril 40.2677 | 38.2623 | 21.4951
80% de dosis letal Captopril 36.9122 | 30.5698 | 27.8626
45
40 |
é 35 A
\c% 30 Dosis efectiva LQM-319
=
S 251 —0=—80% de dosis letal LQM-
T‘j 319
—g 20 1 Dosis efectiva Captopril
s 157 —0—80% de dosis letal
g Captopril
= 10 4
5 n
O T T T
0 5 10 15 20
Tiempo (horas)

Grafica 2. Comparacion del efecto genotoxico producido sobre corazéon por el
compuesto LQM 319 contra Captopril
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Tabla 7. Comparacién entre el LQM 319 y Captopril para higado en
la dosis efectiva y 80% de la dosis letal 50

Momentum de la cauda
Tratamiento Tiempo (horas)
3 8 18
Dosis efectiva LQM 319 11.6058 8.2636 7.4321
80% de dosis letal LQM 319 16.7846 15.6355 28.9512
Dosis efectiva Captopril 29.3769 26.2126 13.5667
80% de dosis letal Captopril 22.5708 25.1344 18.2587

Resultados

Momentum de la cauda (pixeles)

35
30 4
25
Dosis efectiva LQM-319
20 A
==280% de dosis letal LQM-
319
15 1 Dosis efectiva Captopril
={F=280% de dosis letal
10 . .
Captopril
5 ]
0 \ T T
0 5 10 15 20

Tiempo (horas)

Grafica 3. Comparacion del efecto genotoxico sobre higado producido por el
compuesto LQM 319 contra Captopril
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Tabla 8. Comparacion entre LQM 319 y Captopril para rifion en la
dosis efectivas y 80% de la dosis letal 50.

Momentum de la cauda

Tratamiento Tiempo (horas)
3 8 18
Dosis efectiva LQM 319 4.494 4.5053 7.5041
80% de dosis letal LQM 319 6.3075 9.2138 19.6073
Dosis efectiva Captopril 41.1211 19.1086 10.6597
80% de dosis letal Captopril 21.5913 11.6396 12.1134

N
w
.
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Grafica 4 Comparacion por dosis del efecto genotdxico sobre rifion producido por el

compuesto LQM 319 contra Captopril
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VIII. DISCUSION

Desde que Martinez y colaboradores en 2007 comprobaron en un modelo animal que el
compuesto LQM 319 tenfa capacidad antiarritmica y antihipertensiva, se ha procedido a realizar los
estudios de toxicidad aguda y genotoxicidad que forman parte de los estudios preclinicos que todo
nuevo compuesto debe cumplir para su conversion a un farmaco efectivo y seguro.

En un primer paso, fue necesario determinar la DL;, del LQM 319 ya que este parametro
nos permite establecer que tan téxico es un compuesto para el organismo de prueba, (Bondani, 1982)
que en el caso de esta investigaciéon fue un roedor como lo indican los protocolos de investigacion
preclinica. Al obtener la DL, se cuenta con un valor de comparaciéon que puede someterse a
consideraciéon contra otros compuestos estructuralmente relacionados o no, entre ellos. Se quizo
comparar la toxicidad de nuestro nuevo compuesto contra el Captopril ya que es un farmaco
mundialmente empleado para la farmacoterapia antihipertensiva, aunque estructuralmente es
diferente al LQM 319. No obstante nos enfrentamos a que en la literatura sobre Captopril solamente
se encuentra la cita de Imai, Kiyoshi y colaboradores de 1981 que reporta la DL, en ratones cepa
ICR de 3154mg/Kg en machos y 3225mg/Kg en hembras, como solo se encuentra el resumen
disponible, y no el articulo completo, ademas de carecer del debido sustento y al no encontrar datos
mas recientes se procedi6 a la determinacion de la misma en la especie animal y bajo las condiciones
utilizadas en este estudio. Para sorpresa nuestra la DL, por el método de Lorke fue similar a la que
nosotros determinamos pata nuestro compuesto, esto es de 471.17mg/Kg, por lo que quisimos
mejorar la precision de la determinacién realizandola a los 2 compuestos por el método de Probit, el
cual, por utilizar un mayor nimero de animales y un método estadistico mas estricto, nos
propotcion6 para Captopril una DL, de 371.32mg/Kg que es ligeramente mas alta a la
correspondiente del LQM 319 que es 352.27mg/Kg. Estos valores fueron muy importantes para
nuestro siguiente paso que fue el estudio de genotoxicidad, ya que sirvieron para establecer las dosis
que fueron utilizadas en esta evaluacién. No hemos encontrado una explicaciéon para la discrepancia
en los valores de DL, de Captopril, ya que nuestro producto es puro y no lleva excipientes
(suponemos que el utilizado por Imai y cols. también), no contiene impurezas (lo que fue verificado
por personal del laboratorio de Quimica Medicinal), la via de administracién fue intraperitoneal y los
sujetos de experimentacion fueron igualmente ratones, que aunque de otra cepa, no se esperaria que

existiera una diferencia tan grande en la DL,
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Los resultados de la DL;, que nosotros obtuvimos para ambos compuestos caen dentro del
rango de moderadamente téxicos en la clasificacion de la OMS (Beraud, 1990), por lo que hasta aqui
no podemos indicar ninguna ventaja por parte de LQM 319.

Hay que tener en cuenta que las medidas de letalidad aguda tal como la DL;, pueden no
reflejar con exactitud el espectro completo de la toxicidad o riesgo asociado a la exposicion de un
producto quimico. As{ algunas sustancias cuya toxicidad aguda es baja o moderada pueden, a dosis
que no provocan signo alguno de toxicidad aguda, actuar como carcindégenos o teratégenos. Rocha
recientemente determiné el efecto genotdxico del LQM 319 con la prueba de micronucleos 7 vivo,
los resultados muestran que no tiene actividad clastogénica, ni citotéxica en relaciéon con el
comportamiento del control negativo utilizado en su investigacion (Rocha, 2008). Sin embargo en
1997 Morita y colaboradores reportaron que la prueba de MN es relativa para la especificidad de
organos blanco para carcinogénesis, y que en caso de no presentar dafio en sistema hematopoyético
se desconoce la capacidad de genotoxicidad en otros 6rganos.

Desde hace algunos afios el ensayo de electroforesis unicelular en gel (SCGE) se ha
considerado como uno de los mas sensibles para detectar dafo directo al DNA, sin necesidad de una
nueva sintesis de éste, ademas el estudio no se limita a un solo 6rgano o tejido, por el contrario
puede aplicarse en practicamente todos los 6rganos. Ahora bien, se prefieren los ensayos 2 vivo, ya
que usando un organismo completo se reproducen los procesos de farmacodinamia y
farmacocinética evaluando la toxicidad de la sustancia quimica asi como de sus posibles metabolitos.

Utilizamos los siguientes criterios para decidir que los 6rganos a evaluar serfan higado,
corazon y rifon:

Corazon: Para que la sangre llegue a las células de diferentes tejidos y distribuya “materiales”
como nutrientes, oxigeno, o compuestos como fiarmacos o toxicos, debe ser impulsada
constantemente por accion del corazén (Tortora y Grabowski, 20006). Asi cualquier xenobidtico que
llega a circulacion sanguinea pasa por el corazon.

Higado: Debido a su capacidad metabdlica y su posicion anatémica, desempefia tales
funciones que le hace ocupar un lugar importante en el ambito de los procesos toxicolégicos que
pueden afectar a un organismo (Bello, 2001), bien por activacion de metabolitos, desactivacion del
agente toxico o por procesos de hepatotoxicidad.

Rinén: Sus caracteristicas anatomicas y fisiologicas le proporcionan especial susceptibilidad
frente a los efectos toxicos de un agente, recibe el 20-25% del gasto cardiaco por lo que cualquier

agente presente en la circulacion sistémica puede llegar al rinén en cantidades importantes (Bello,
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2001) y es la principal via de excrecion de compuestos solubles. Ademas junto con corazén forman
parte del sitio de accion para diversos antihipertensivos.

Las dosis elegidas para el ensayo comprendieron para ambos compuestos sus dosis efectivas
y el 80% de la DL, ademas para LQM 319 se ensay6 una dosis mas que comprendié 10 veces la
dosis efectiva. Estos valores estan de acuerdo a los protocolos que se siguen por grupos
toxicologicos como el International Programme on Chemical Safety (IPCS).

En el ensayo de SCGE (Cometa) debe tenerse cuidado de no sobreexponer al érgano a dafio
toxico ya sea por los compuestos de prueba o por el manipuleo al momento de obtener el tejido y
convertirlo en una suspensiéon celular, ya que por estas acciones podriamos dafiar al DNA de las
células y obtener falsos positivos, Tice y colaboradores en el 2000 reportan que aunque no se han
realizado estudios de validacion para determinar los niveles aceptables para la citotoxicidad 7z vive se
considera que viabilidades por debajo del 70-80% son indicativas de un tratamiento excesivo del
organo. Otros autores (Brendler-Schwaab y cols., 2005) sugieren realizar estudios histolégicos para
descartar completamente citotoxicidad o necrosis del 6rgano a prueba. Para vigilar que éste no sea el
caso, en nuestro ensayo se determind la viabilidad celular y como se puede observar en la tabla 4 no
se tienen viabilidades por debajo del 94%, lo cual es indicativo del poco o nulo dafio causado por la
técnica.

Los resultados obtenidos del dafio al DNA en la presente investigaciéon con el ensayo de
SCGE mostraron que este efecto dependié de la sustancia a prueba, el tiempo de exposicion, el
organo analizado y la dosis empleada, por lo que se ira discutiendo cada uno de los hallazgos. Para
determinar el grado de dafio al DNA se utiliz6 un analizador de imagen con el programa Comet
Imager 1.2; como puede observarse en la figura 13, es comin encontrar cometas con caudas cortas
pero muy densas y cometas con caudas largas pero con fragmentos de ADN muy dispersos (Lee y
cols., 2004. Olive y Banath, 2000), por lo que se determiné en 50 nucleos por 6rgano y por animal el
momentum de la cauda(tail moment) que es un parametro definido como el producto del porcentaje
de DNA en la cauda multiplicado por el largo de ésta (Olive y cols., 1991) y que en funcién del
programa se determina en pixeles.

El tipo de nucleoides evaluado dependié del tipo de 6rgano, por ejemplo; para higado se
midieron solo los nucleos mas grandes (>95 pixeles) debido a que los nicleos de los hepatocitos son
de gran tamano. En el caso de corazén y rinén se midieron todos indiferentemente, ya que al tratarse

de nucleos sin diferencia de tamafio era imposible detectar alguno no perteneciente al tipo requerido,
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sin embargo como se muestra en la figura 14 cada 6rgano presenta una conformaciéon y morfologia
de nucleos caracteristica.

El MMS se uso como control positivo debido a que en varios estudios se ha demostrado que
produce migracion del DNA en células de distintos 6rganos, ademas como se trata de un agente
alquilante actda directamente sobre el DNA. En 1998 se reporté una evaluacion de la técnica de
SCGE sobre diversos 6rganos que fue realizada por cinco laboratorios, en donde se utilizaba al
MMS; se encontré que en higado y rifién, entre otros tejidos, el mayor efecto genotoxico se
presentaba a las tres horas (Miyamae y cols., 1998). Independientemente Tsuda en el ano 2000 y
Sekihashi en el 2001, llegaron a conclusiones similares sobre el MMS. Los resultados obtenidos en la
presente investigaciéon mostraron que el pico maximo del efecto genotdxico también se encontrd a
las tres horas en los diferentes 6rganos, como se puede observar en la grafica 1, estos resultados
junto con los del control negativo, indican la reproducibilidad y confiabilidad de los obtenidos en la
presente investigacion. Los datos que muestran incremento en el momento de la cauda manifiestan la
inducciéon de genotoxicidad en el tejido blanco 7z vivo, mientras que valores pequefios de este
parametro son negativos, es decir que la sustancia a prueba no es genotoéxica. En este ensayo los
resultados para el control negativo son pequenos de tal forma que solo reflejan el dafio producido
por la manipulacién de los 6rganos debido al procedimiento.

Para el compuesto LQM 319 los resultados obtenidos muestran que a dosis de 3mg/Kg tanto
en corazén como en rifién no se produjo efecto genotdxico en ninguno de los tres horarios y en
higado se present6 un incremento pequeno solo a las 8 horas. Cabe destacar que el comportamiento
del compuesto no muestra una tendencia especifica con las tres dosis.

Para la dosis de 30mg/Kg se presenta dafio al DNA en corazén a las 3 y 8 horas, en higado
solo a las 8 horas y en rifién no hay efecto.

La dosis de 290mg/Kg produce genotoxicidad en tifién y corazon solo a las 18 horas, pero
en el caso de higado es genotoxica en los tres horarios, incluso a las 18 horas el dafio al DNA se
incrementa casi al doble en comparacién con los horarios anteriores, ademas como se puede
observar en la grafica 1 el efecto presentado por esta dosis a las 18 horas en los tres 6rganos es
estadisticamente igual al efecto genotéxico del control positivo en el mismo horario y
correspondientemente para cada érgano, sin embargo el érgano que presenta mayor genotoxicidad es
corazén, aunque es importante destacar que solo la dosis de 290mg/Kg que corresponde al 82% de
la DL;, produce genotoxicidad comparable con el control positivo y es poco probable que se utilice

con fines terapéuticos.
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El comportamiento caracteristico de dicho compuesto podria explicarse tal vez basandose en
la investigacion de Combourieu y cols. realizada en el afio 2000, quienes propusieron los posibles
metabolitos de la tiomorfolina (morfolina y piperidina) producidos por acciéon del citocromo P-450
de Mycobacterium anrum MOT al incubatla en presencia de tiomorfolina, ellos sugieren que el primer
paso de la degradacion de la tiomorfolina es la ruptura del enlace C-N, produciendo un aminoacido
intermediario en donde el atomo de azufre se oxida a sulféxido, lo que lleva a una desaminacién con
la consecuente apertura del anillo y la formacién del acido tiodiglicélico El posible mecanismo de

biotransformacién para el compuesto ditiomorfolinico LQM 319 seria el siguiente: (Rocha, 2008)

OH 7 OH ™
- COOoH HOOGC
(‘LN_/\ SN A \W A N NH; \‘7 (‘ZOOH
| + 2
s P ~ i // \/i stOOH
0 0 icido tiodiglichlico
- - Posibles metabolitos
LOM-319 Posible intermediario metabdlico

Posibles sitios de ruptura de enlace

Visarius y cols. en 1997 demostrarén que el acido tiodiglicolico inhibe la funciéon
mitocondrial al interferir en la oxidacién de acidos grasos de cadena larga i vivo e in vitro, y que se
elimina por vias urinarias. De ser cierto que el metabolismo del LQM 319 conduce a la formacién de
acido tiodiglicolico se provocaria estrés oxidativo en las células de los 6rganos evaluados; en mayor
proporcion para higado y corazén mientras que para rifidén serfa menor, lo que coincide con la
tendencia de los resultados obtenidos, esta propuesta trata de explicar el posible mecanismo de dafio
producido por el compuesto LQM 319 pero solo podria comprobarse o refutarse realizando los
estudios sobre la farmacocinética y farmacodinamia de dicho compuesto.

En la grafica 1 también se observa que Captopril produce mayor genotoxicidad en corazon a
las 3 y 8 horas con la dosis de 0.00062mg/Kg, y que incluso es ligeramente mayor el efecto al
producido por el control positivo en este 6rgano a las 18 horas, ademas es estadisticamente igual al
efecto genotoxico producido por la dosis de 305 mg/Kg en sus tres horarios. Esta tendencia del
efecto genotoxico de Captopril es caracteristica también en higado, aunque aqui el dafio al DNA es
menor que en corazon. Hay que recordar que Captopril si se metaboliza en higado por lo que
permanece mas tiempo en él, produciendo el efecto sostenido con ambas dosis. En el caso de rifion
se obsetva un pico maximo de genotoxicidad a las 3 horas con la dosis de 0.00062mg/Kg, que es
igual al control positivo a las 8 horas, ademas como se sabe la mayor proporcion de Captopril y sus
metabolitos se eliminan por via renal en un tiempo promedio de tres horas, esta misma dosis pero a

las 8 horas produce un efecto genotoxico igual al de Captopril en dosis de 305mg/Kg pero a las tres
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horas y del control positivo a las 18 horas. Sin embargo debe tenerse en cuenta que Captopril puede
producir respuestas diferentes en organismos sanos y en hipertensos (PLM, 2007).

En corazon (grafica 2) la dosis efectiva de Captopril produce efecto genotdxico mayor que el
compuesto LQM 319 a la misma dosis, este tltimo representa el 26% aproximadamente del dafio
ocasionado con Captopril a las 3 y 8 horas y para las 18 horas representa el 47% debido a que para
este tiempo el efecto de Captopril en su dosis efectiva disminuye mientras que el efecto del LQM
319 se mantiene constante en los tres horarios. En el caso de la dosis letal para Captopril presenta
menor efecto que su dosis efectiva, pero el LQM 319 solo produce el 30 y 39% del efecto
ocasionado con Captopril a las 3 y 8 horas respectivamente sin embargo para las 18 horas el efecto
se invierte y parece que el LQM.319 rebasa el dafio producido por Captopril aunque cabe resaltar que
este efecto no tiene diferencia significativa con el producido por Captopril en su dosis efectiva a las 3
y 8 horas y con su dosis letal en sus tres horarios.

Para higado como puede observarse en la grafica 3 la dosis efectiva del compuesto LQM 319 solo
representa un efecto genotoxico ligeramente mayor al 30% del producido por el Captopril alas 3y 8
horas, aunque ambos tienden a disminuir su efecto a las 18 horas, ademas la DL, de Captopril
produce efecto genotoéxico cercano al de su dosis efectiva e incluso un poco menor en las 3 y 8 horas
y que tiende a aumentar ligeramente para las 18 horas, contrario a estos datos, la dosis letal del LQM
319 produce mayor efecto genotéxico que su correspondiente dosis efectiva, pero menor a la dosis
letal de Captopril a las 3 y 8 horas, sin embargo mientras el efecto producido por Captopril
disminuye a las 18 horas, el del LQM 319 aumenta considerablemente en el mismo horario

En rifién (grafica 4) el LQM 319 no produce efecto genotoxico con la dosis efectiva ni con la dosis
letal a las 3 y 8 horas ademas estos datos no muestran diferencias significativas por lo tanto el efecto
es el mismo con ambas dosis, por el contrario Captopril en su dosis efectiva y letal si produce
genotoxicidad aunque cabe destacar que con la dosis efectiva el dafio es mayor que con la dosis letal,
ademas el efecto producido a las 18 horas por la dosis letal del LQM 319 que es el mayor para este
organo es estadisticamente igual al efecto de Captopril con la dosis efectiva a las 8 horas y con su
dosis letal a las 3 horas.

El compuesto LQM 319 es ligeramente mas toxico que Captopril, pero en términos generales el
LQM 319 produce menor dafio al DNA. Aunque aun faltan diversos estudios por realizar, como de
toxicidad y genotoxicidad crénica, ademds de farmacodinamia y farmacocinética de los
tiomorfolinicos, el compuesto LQM 319 se perfila como un buen candidato con miras a su futura

comercializacién como farmaco antihipertensivo.
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CONCLUSIONES

Se determiné la DLy, del compuesto ditiomorfolinico LQM 319 y del Captopril con el
método de Lorke y de Probit, con el primero la dosis fue igual para ambos; 471.17mg/Kg,
mientras que con el método de Probit el LQM 319 presenté toxicidad ligeramente mayor que
Captopril: 352.27mg/Kg vy 371.32mg/Kg trespectivamente, esté ultimo método propotciona
resultados estadisticamente mas exactos. Sin embargo el método de Lorke sigue siendo el mas

adecuado por el menor nimero de animales utilizados para dicha determinacion.

La actividad genotéxica del MMS mostré la tendencia esperada para el ensayo de
electroforesis unicelular en gel al presentarse el pico maximo de dafio al DNA a las tres horas y
disminuyendo conforme avanza el tiempo para los tres 6rganos evaluados, sin embargo el

organo mas afectado fue el corazén, después higado y por tltimo rifidn.

En relacion al compuesto LQM 319 la dosis efectiva no mostré efecto significativo en
el momentum de la cauda bajo ningin tratamiento, con la dosis intermedia, el 6érgano mas
afectado fue corazon a las 3 y 8 horas; mientras que el mayor efecto genotdxico fue producido
con el 80% de la DL, a las 18 hrs con diferente intensidad segin el tejido en el orden

siguiente: Higado > Corazén > Rinén.

Con Captopril el mayor efecto genotoxico se produce en corazén con la dosis efectiva
después en higado y rifién para la misma dosis, disminuyendo conforme aumenta el tiempo, la
misma tendencia se produjo con el 80% de la DL;, pero el efecto genotdxico es menor que
con la dosis efectiva, sin embargo el efecto producido por este firmaco comunmente es mayor
que el control negativo y que el efecto producido por el compuesto LOQM 319,
excepcionalmente se invierte esta tendencia solo con el 80% de la DL;, a las 18 horas para los

3 6rganos.
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ANEXO

PREPARACION DE REACTIVOS

Agarosas.

La agarosa de normal punto de fusiéon se prepara al 1%, y la agarosa de bajo punto de
fusion al 0.5%, ambas en solucion buffer de fosfatos (PBS).

Pesar la agarosa en un vaso de precipitados de 100mL y agregar PBS, mezclar un poco
y calentar en placa, agitando hasta que la solucién sea transparente. Guardar a 4°C (la agarosa
LMP puede guardarse en tubos de 5mL)

Solucién de Hank’s (HBSS) libre de Calcio y Magnesio

Para 500mL: en 400 mL. de HBSS libre de calcio y magnesio disolver perfectamente
3.72g de EDTA y 50mL de Dimetil Sulfoxido, llevar a pH de 7.0-7.5 con HCI, finalmente
aforar a 500mL con HBSS. Guardar a 4°C.

Solucioén de lisis.

Stock de Lisis. Para 1 litro pesar: 146.1g de NaCl 2.5M, 37.2g de EDTA 100mM, 1.2¢g
de trizma base 10mM y 10g de NaOH. Disolver en agua destilada suficiente, ajustando el pH a
10 para solubilizar completamente.

Solucion de trabajo Para cada vaso coplin de 30mL agregar 26.7mL del Stock de lisis,
3mL de Dimetilsulfoxido y 0.3mL de Triton X-100, mezclar y mantener frio.

Buffer de electroforesis.
Solucion A. NaOH 10N disolver 200g de NaOH en 500mL de agua desionizada
Solucion B EDTA 200mM pesar 14.89¢g de la sal disédica en 200mL de agua
desionizada.
Solucion Buffer de trabajo. Mezclar 30mL de solucién A con 5ml. de solucién B,
ajustar con NaOH a pH 13 y aforar a 1 litro con agua desionizada.

Solucién de neutralizacion.
Disolver 48.5¢ de tris en agua desionizada, llevar a pH 7.5 con HCl y aforar a
1litro con agua desionizada (TRIS 0.4 M)

Colorante fluorescente.
Disolver 10mg de Bromuro de etidio en 50mL de agua desionizada (solucion

Stock de 20pg/mL). De la solucién antetior tomar 1mL y mezclar con 9mL de agua
desionizada (concentracion final: 1X). Guardar protegida de la luz.
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