i@@i"‘mﬁ!wz_f; UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Z

.

O ,
.ﬁ"élff’ FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

ESTUDIO TOXICO Y GENOTOXICO DE LOS
COMPUESTOS LQM 308, 314, 335 Y 342

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA:
SANDRA ESMERALDA NUNEZ MATA

ASESORA:
DRA. SANDRA DIAZ-BARRIGA ARCEO

CUAUTITLAN IZCALLI, ESTADO DE MEXICO 2016.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

v il 57

‘mwm mu[. k
asmrnﬁwm@mmmnm
.' _ﬂ--.lq
M. en C, JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ ¢ N ::~.,,a
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN E. uu:*. LTk

PRESENTE
ATN: M. EN A. ISMAEL HERNANDEZ MAURICIO
Jefe del Departamento de-Rxdmenes Profesionales
 prgeode b FES Cuautitlin,

Con base en el Reglamento General de Exémenes, y la Direccién de la Facutad, nos permitimos
comunicar a usted que revisamos el: Tesls y Examen Profesional

Estudio Wxico y genotéxico de los compuestos LOM 308, 314, 335 Y 342,

Cue presanta la pasanie; Sandra Esmeralda Nufiez Mata
Con nimero de cuenta: 300089673 para obtener el Titulo de fa carera: Quimica Farmacéutico Bloldgica

Considerando que dicho trabajo redne los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
corespondiente, olorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuaufitlan 1zcall, Méx. a 01 de Marzo de 2016,

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE
PRESIDENTE Dra. Sandra Dinz Barrign Arceo
VOCAL M. en C, Lidia Rangel Trujano
SECRETARIO M. en C, Judith Garein Arellames
ler, SUPLENTE Dra. Patricia Ramirez Noguera

2do. SUPLENTE M, en C. Maritere Dominguez Rojas

MOTA: los sinosdales suplentes estdn obligados & presentarie el dia y hora cel Examen Profeslonal (art. 127}

THM cs®



AGRADECIMIENTOS

A la UNAM y a la FES Cuautitlan

Por haberme proporcionado una formacion académica profesional.

A la Dra. Sandra Diaz Barriga Arceo

Por su enorme paciencia y apoyo como profesora y por los consejos brindados en ésta tesis.

A todas las Sinodales

Por su valioso tiempo, dedicado a la revision de éste trabajo y por sus acertadas correcciones.

A mis amigos

Por brindarme su apoyo y estar conmigo en los momentos buenos y en los dificiles.

A la QFB Luz Alonso

Porque sin su apoyo tampoco habria podido alcanzar ésta meta.

DEDICATORIA

Le dedico éste trabajo:

A Virgilio
Por todo el amor, carifio, apoyo comprension y momentos compartidos, ya que sin su ayuda, yo no

estaria escribiendo ésta dedicatoria.

A mi mama Esperanza Mata
Porque aunque no pueda estar a mi lado nunca me falté apoyo y confianza de su parte y sé que le

alegraria mucho poder estar aqui.

A mis hermanos Jorge, Julio y Victor

Por su apoyo y comprension brindados.



INDICE

Abreviaturas

indice de Tablas y Figuras

Resumen

Marco Teorico

1. Desarrollo de nuevos farmacos,

1.1. Desarrollo Preclinico
1.2. Desarrollo Clinico
2. Prueba de Micronucleos
2.1. Antecedentes
2.2. Eritropoyesis Humana
2.3. Fundamento
2.4. Relacién entre mutagénesis y carcinogénesis
2.5. Genotoxicidad e indice de Citotoxicidad
3. Compuestos LQM 300
3.1. Antecedentes
3.2. Sintesis de los LQM 300
3.3. Caracteristicas generales
Justificacion
Objetivo General
Objetivos Particulares
Hipotesis
Material
Metodologia
Diagrama de Flujo Experimental
Resultados
Discusion
Conclusiones
Perspectivas
Referencias

Anexo. Constancia de sanidad de los ratones CD1




FES COAUTITLAN ABREVIATORAS

ABREVIATURAS
ABC Area Bajo la Curva
ADN Acido desoxirribonucleico
ARN Acido ribonucleico
BFB Ciclo de rotura, fusién y puente

CADD Computer Assisted Drug Design

CD1 Cepa de ratones utilizados

CICUAE Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion
DIFAC Disefio de Farmacos Asistido por Computadora

DLsg Dosis Letal media capaz de matar al 50% de los ratones
DM Dobles Minutos

DMSO Dimetilsulfoxido

Emax. Efecto maximo

ENC Eritrocito Normocrémico

EPC Eritrocito Policromatico

EPCMN Eritrocito Policromatico Micronucleado

FC Frecuencia Cardiaca

FDA Food and Drug Administration

IAM Infarto Agudo al Miocardio

IR Infrarrojo

Kp Constante de Disociacién

MN Micronucleos

PAD Presion Arterial Diastélica

PAM Presion Arterial Media

PAS Presién Arterial Sistdlica

QSAR Relacién estructura-actividad cuantitativa
RHE Modelo de Rata Hipertensa Espontanea
RN Modelo de Rata Normotensa

SD Desviacion estandar

SEA Sustitucion Electrofilica Aromatica

SEA SEA base Mannich

SEM Error estandar de la media

To Tiempo ( 0 horas)

T, Tiempo (24 horas)

T, Tiempo (48 horas)

Ts Tiempo (72 horas)

UiM Unidad de Investigacién Multidisciplinaria

$andra E. Nuez Mate 1



FES COAUTITLAN INDICE DE TABLAS VY EIGURAS

INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

TABLAS

Tabla 1. Potencia de la toxicidad de un farmaco en funcion de su DLs 5
Tabla 2. Datos del LQM 308 18
Tabla 3. Datos del LQM 314 19
Tabla 4. Datos del LQM 335 20
Tabla 5. Datos del LQM 342 21
Tabla 6 Etapas en el Método de Lorke 25
Tabla 7 DLs, de los compuestos LQM 300 29

Tabla 8 Mortalidad de ratones y Observaciones durante la experimentaciégn—— 30
Tabla 9 %EPC para determinar la citotoxicidad en relacion al tempode LQM308____ 32
Tabla10  %EPC para determinar la citotoxicidad en relacion al tiempode LQOM 314 33
Tabla1l  %EPC para determinar la citotoxicidad en relacion al tiempode LQM 335 34
Tabla12  %EPC para determinar la citotoxicidad en relacion al tiempode LQM 342___ 35

Tabla13  EPCMN para determinar la genotoxicidad en relacion al tiempo de LQM 308 36

Tabla14 EPCMN para determinar la genotoxicidad en relacién al tiempo de LQM 314 37
Tabla15 EPCMN para determinar la genotoxicidad en relacién al tiempo de LQM 335 38
Tabla16  EPCMN para determinar la genotoxicidad en relacién al tiempo de LQM 342 39

$andra E. Nudez Mate I



FES COAUTITLAN INDICE DE TABLAS VY EIGURAS

FIGURAS

Figura 1. Desarrollo de un nuevo farmaco

Figura 2. Eritropoyesis humana in viva

Figura 3. Mecanismo de formacién de micronucleos.
Figura 4. Estructura de la Changrolina

Figura 5. Reacciéon SEA y SEA BM

Figura 6. Reaccion general de sintesis de los LQM
Figura 7 Frotis de sangre periférica de ratén CD1

Figura 8. Frecuencia de % EPC en 2000 células del compuesto LQM 308 a diferentes

tiempos en relacion a la dosis

Figura 9. Frecuencia de % EPC en 2000 células del compuesto LQM 314 a diferentes

tiempos en relacion a la dosis

Figura 10.  Frecuencia de % EPC en 2000 células del compuesto LQM 335 a diferentes

tiempos en relacion a la dosis

Figura1l. Frecuencia de % EPC en 2000 células del compuesto LQM 342 a diferentes

tiempos en relacion a la dosis

Figura 12.  Frecuencia de EPCMN en 2000 células del compuesto LQM 308 a diferentes

tiempos en relacion a la dosis

Figura 13.  Frecuencia de EPCMN en 2000 células del compuesto LQM 314 a diferentes

tiempos en relacion a la dosis
Figura 14.  Frecuencia de EPCMN en 2000 células del compuesto LQM 335 a diferentes

tiempos en relacion a la dosis

Figura 15.  Frecuencia de EPCMN en 2000 células del compuesto LQM 342 a diferentes

tiempos en relacion a la dosis

$andra E. Nudez Mate

10

12

15

16

17

31

32

33

34

35

36

37

38

39

m



FES COAUTITLAN RESUMEN

RESUMEN

Hay compuestos de origen natural como la Changrolina que son empleados en el desarrollo de
nuevos farmacos, dichos compuestos suelen ser generalmente mas econémicos y con

propiedades similares 0 mejores a las que tienen los medicamentos ya en uso

Durante la investigacion de nuevos compuestos es necesario realizar ensayos de genotoxicidad
para asegurar la integridad del material genético de las células: Con éste propdsito, se emplean
pruebas como la de Micronucleos in vivo, siendo éstos, cuerpos citoplasmaticos de material
genético no incorporado correctamente durante la divisiéon celular, originados por roturas

cromosomicas o por pérdida de cromosomas.

El objetivo del presente trabajo, se basa en la determinacion de la DLsy, y los ensayos de
genotoxicidad y citotoxicidad de una serie de 4 compuestos metiimorfolinicos (LQM 308, LQM 335)
y metilpiperidinmorfolinicos (LQM 314, LQM 342), pertenecientes a la familia de los LQM 300, con

actividad antiarritmica, cardiovascular y antihipertensiva.

Para determinar la DLs, de cada compuesto, se emplea el método de Lorke que en la segunda
etapa indica, dividir 4 lotes de 3 ratones cada uno, donde se administran con dosis de 140 mg/kg,
225 ™yg, 370 ™y y 600 ™, respectivamente. Todos por via intraperitoneal al inicio del
experimento, tomado como tiempo 0, luego observar la mortalidad durante las primeras 6 horas y
durante los siguientes tiempos de 24, 48 y 72 horas; En seguida de la administracién del
compuesto, se comienza la prueba de micronucleos in vivo, obteniendo frotis de sangre periférica a
cada tiempo respectivamente. Al término de las 72 horas se procede al sacrificio por dislocacion
cervical de los sobrevivientes. Los frotis para su lectura son tefiidos con Giemsa, para contabilizar
2000 eritrocitos normocromicos (ENC), identificando en ellos la cantidad de eritrocitos
policromaticos (EPC) y eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN), para evaluar la

citotoxicidad y genotoxicidad respectivamente.
Los resultados obtenidos a las dosis evaluadas indicaron que el LQM 308 y el LQM 335 sdlo

presentan citotoxicidad al disminuir la produccién de EPC. Los LQM 314 y 342 son téxicos,

citotdxicos y genotoxicos.

$andra E. Nuez Mate v
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MARCO TEORICO

1. DESARROLLO DE NUEVOS FARMACOS

A principios del siglo XIX en nuestro pais, los farmacos disponibles para la terapéutica, se
encontraban en preparaciones crudas de plantas, animales o minerales (Magos G., 2009). En los
ultimos 50 afos la farmacologia ha enriquecido sus conocimientos, con un mayor entendimiento
del papel que juegan los receptores moleculares en el mecanismo de accién de los farmacos y los
progresos de la Quimica Organica junto con las técnicas Bioquimicas, que permiten sintetizar y
modificar moléculas nuevas en el laboratorio (Sanchez G., 2012). Este avance de la Farmacologia
no solo permitié distinguir los principios activos, sino también se logré determinar los efectos que

se producen en los organismos vivos (Magos G., 2009).

El desarrollo de un nuevo farmaco, puede dividirse en tres etapas principales
1. Desarrollo del farmaco
2. Desarrollo preclinico

3. Desarrollo clinico.

Generalmente el desarrollo de nuevos farmacos, se enfoca en la mejora de uno ya en uso, basado
en un profundo conocimiento de la enfermedad; generando un sistema de evaluacion como la
Quimica Combinatoria, que permite medir su actividad y la fabricacion simultanea de familias,

formadas por cientos de compuestos relacionados (Ruiz G., 2009).

e Disefio asistido por computadora.

El disefio de farmacos asistido por computadora también conocido como CADD (Computer
Assisted Drug Design) o DIFAC (Disefio de Farmacos Asistido por Computadora), encuentra sus
origenes en la década de los 60°'s con estudios de Corwin Hansch, quien inicio el desarrollo del
método de relaciones estructura-actividad cuantitativas (QSAR), luego en los primeros afios de la
década de los afios 70°s, comenz6é hacer uso de las graficas moleculares generadas por
computadoras, lo cual condujo al desarrollo del modelado molecular en tres dimensiones, que
puede definirse como la generacion, manipulacidn, calculo y prediccidon de estructuras quimicas y
sus propiedades Fisicoquimicas y Biolégicas asociadas (Velazquez S., 2007), el disefio puede

llevarse a cabo de dos maneras:

o Directa: Cuando se dispone de datos sobre la estructura tridimensional de la

macromolécula diana sobre la que se pretende disefiar algun ligando selectivo.

$andra E. Nudez Mate 1
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o Indirecta: Cuando no se dispone de datos sobre la estructura tridimensional de la
macromolécula diana. En este caso la superposicion grafica de un conjunto de ligandos
selectivos frente a un determinado receptor, puede obtener una imagen del fragmento
estructural comun a todas las moléculas utilizadas. Después se selecciona un
farmacaforo (region en el espacio con determinadas caracteristicas electrénicas, estéreas
o de lipofilia), que debera estar presente en las nuevas moléculas que se disefien para

asegurar la interaccion con el receptor. (Delgado C, 2004).

Una gran cantidad de compuestos, desarrollados con la Quimica Combinatoria y la Informatica,
pasan por un cribado o tamizaje de moléculas, llamado “screening” en inglés, el cual al revelar
propiedades especificas de una sustancia, podrian ser sujetos a patentes para el principio activo
en cuestion, a fin de asegurar los derechos correspondientes y justificar econémicamente las

inversiones de tiempo y material en el desarrollo de un nuevo medicamento (Mendoza P., 2008).

e Cribado Sistematico

Cribado o Screening es el conjunto de ensayos biolégicos que permiten explorar de manera

preliminar el perfil farmacolégico de una o varias moléculas, de origen natural o sintético.

En la practica el cribado puede plantearse segun tres estrategias diferentes:

o Cribado exhaustivo mediante un ndmero reducido de moléculas, sometidas a multiples

ensayos bioquimicos o farmacoldgicos con el objeto de estudiar el mayor nimero posible
de propiedades bioldgicas.

o Cribado aleatorio evalua gran diversidad de compuestos, conocidos o incluso con otras

propiedades terapéuticas no relacionadas con las actividades biolégicas en estudio.

o Cribado combinado, permite la obtencién simultanea y eficiente, ya sea como mezcla o
de manera individualizada, de un gran numero de moléculas estructuralmente
relacionadas (Delgado C., 2004).

Los estudios preclinicos evaluan la eficacia y seguridad de compuestos seleccionados con miras a
ser medicamentos; por lo cual, una vez identificado y seleccionado el compuesto Cabeza de Serie,
se desarrolla en cantidades adecuadas. Eso permite caracterizar sus propiedades Fisicoquimicas
(estructura molecular, solubilidad, coeficiente de particion, constante de ionizacién -pka-, etc.) y
llevar a cabo pruebas experimentales que determinan los perfiles farmacodinamicos y toxicoldgicos
(Mendoza P., 2008). Ademas, se observa que solo una pequefia parte de los compuestos resulta

adecuada para la administracion en seres humanos (Lullmann H., 2010).

$andra E. Nuez Mate 2
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e Cabezade Serie.

Es aquel compuesto original provisto de propiedades biolégicas adecuadas, que constituye un
modelo para la obtencién de nuevos farmacos. Una vez que se dispone de un compuesto Cabeza
de Serie, se disefian analogos que permiten la exploracion de dicho compuesto, éste proceso es la
base de la llamada modificacién molecular o farmacomodulacién, teniendo como ventajas, una
mayor probabilidad de mejorar las propiedades farmacoldgicas; también en la mayoria de los casos
es posible obtener compuestos mas simples que mantienen o mejoran la actividad del Cabeza de
Serie y para los que pueden emplearse rutas sintéticas comunes o aproximaciones combinatorias
de las mismas; ademas de ser el mismo método de valoracidon farmacolégica o bioquimica para
toda la serie de compuestos, ahorrando tiempo y dinero, permitiendo establecer relaciones

estructura-actividad mas fiables (Delgado C., 2004).

1.1. Desarrollo preclinico

Al sintetizar un producto medicinal en humanos, los estudios preclinicos por ley deben realizarse,
porque proporcionan la informaciéon necesaria para justificar, o no continuar con la investigacion

farmacoldégica en fases clinicas.
En México, la legislacion en materia de investigacion para la salud, esta contenida en la Ley
General de Salud y en el Reglamento en Materia de Investigacion para la Salud, documentos de

vital importancia en el terreno de la ética y la legalidad (COFEPRIS).

Durante esta fase, los nuevos compuestos deben satisfacer los siguientes estudios antes de ser

aprobados en seres humanos (Mendoza P., 2008).

e Estudios Farmacocinéticos.

En los estudios preclinicos, la informacién farmacocinética es util para predecir el inicio y la
duracion del efecto, al establecer la velocidad y magnitud de la absorciéon; asi como el destino del
farmaco y/o sus metabolitos en los diferentes 6rganos, los procesos de biotransformacion, la

velocidad y vias de eliminacion (Mendoza P., 2008).

$andra E. Nuez Mate 3
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e Estudios Farmacodinamicos.

Por otra parte la evaluaciéon farmacodinamica de los compuestos tiene como objetivo demostrar en
modelos experimentales in vitro y en el animal integro, el efecto terapéutico previsto del nuevo
farmaco y establecer la relacién entre las dosis administradas del nuevo farmaco, con la intensidad
y duracién de los efectos producidos; ademas la evaluacion se extiende a los principales 6rganos y
sistemas de importancia farmacolégica, para determinar otros posibles efectos terapéuticos o

nocivos describiendo el o los mecanismos de accion responsables (Mendoza P., 2008).

e Estudios Toxicolégicos.

Aunque ningun producto puede certificarse como totalmente seguro, es factible determinar posibles
dafios en el genoma (genotoxicidad), influencia sobre el desarrollo de cancer (oncogénesis) o
provocacion de malformaciones (teratogénesis) (Ltllmann H., 2010). Para ello, se utilizan animales
expuestos a dosis unicas (toxicidad aguda) o repetidas (subaguda, subcrénica y cronica), por la via

de administracion que se piensa emplear en el humano (Mendoza P., 2008).

o Toxicidad aguda.

Es el primer paso en la evaluacion toxicolégica de una sustancia desconocida, cuyo indice es la
DLsp y para determinarla, se usan al menos tres grupos administrados en dosis crecientes
(Sharapin N., 2000), donde, el primer grupo tiene dosis que no matan a ningun animal tratado, el
segundo grupo tiene dosis ascendentes entre los cuales mueren 10% al 90% de los animales vy el
ultimo grupo llega a dosis que matan al 100% de los animales, para demostrar la relacion dosis-
respuesta (Repetto J., 2009).

v' Dosis Letal Media (DLsp).

Un pardmetro toxicoldgico que se obtiene de manera experimental a corto plazo es la dosis letal
media (DLsg), que representa la dosis que produce la muerte en 50% de los animales empleados,

permitiendo establecer la potencia de toxicidad del farmaco (Tabla.1).

$andra E. Nuez Mate 2
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Tabla 1. Potencia de la toxicidad de un farmaco en funcién de su DL, (Mendoza P., 2008).

DL, "y
Extremadamente toxico <1
Altamente toxico 1-50
Moderadamente toxico 50 - 500
Ligeramente téxico 500 - 5 000
Practicamente no téxico 5000 - 15 000

Las agencias regulatorias como la FDA, exigen que se establezca la menor dosis en la que
aparecen efectos adversos relacionados con la administracion y una dosis téxica que ocasione

efectos graves (Mendoza P., 2008).

v’ Método de Lorke

Es un método util para investigar la toxicidad aguda de una sustancia quimica desconocida, con
una estimacion de la DLsy y se caracteriza porque es posible obtener informacién adecuada sélo
con 13 animales de experimentacion; ademas de que el método no presenta limitacién para
cualquier via de administracion, siendo aplicable en farmacos y otras sustancias, de uso en

Agricultura e Industria Quimica (Lorke D., 1983).

La toxicidad aguda por este método, se prueba en dos pasos:

ETAPA 1) 1. Se establece el intervalo de dosis que producen efectos toxicos.

ETAPA 2) Sobre la base de estos resultados, se calcula la DLsy, por medio de la media
geomeétrica de las dosis para las cuales todos o ningun animal expuesto sobreviven (1/1 y
0/1). Ej.: 370 ™4 todos los animales sobreviven (1/1), 600 ™%, de peso ningun animal

sobrevive (0/1).

ETAPA 1 ETAPA 2
10 yq 100 "%/yq 1000 "9/
0/3 0/3 3/3 140 "9y 225 "q 370 "Yyq 600 "%yq
Numero de animales que Resultados de la 1er etapa y dosis
Mueren / numero de animales usados. correspondientes en |la 2da etapa.
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o Toxicidad Subcrénica y Cronica.

Los estudios de toxicidad subcrénica suelen durar 3 meses, mientras que los de toxicidad crénica

de 6 meses a 1 afo segun el uso terapéutico que vaya a tener la sustancia (Mendoza P., 2008).

v' Carcinogénesis.

Determinan si la exposicidon prolongada promueve la aparicién de tumores, al afectar factores de
crecimiento o activar oncogenes. Las agencias regulatorias como la FDA, exigen que estas
pruebas se realicen en dos especies animales, con un duracién que oscila entre 18 y 24 meses
(Mendoza P., 2008).

v' Mutagénesis.

Las agencias regulatorias exigen tres ensayos mutagénicos “in vitro” y un ensayo ‘in vivo”. Para los
ensayos “in vitro” se utilizan células bacterianas (Salmonella typhimorium) o de mamifero (linfocitos
humanos) que se incuban con concentraciones crecientes del farmaco, en presencia o ausencia de
la llamada fraccion S-9. Esta fraccion, consiste en una suspension de microsomas hepaticos de
rata que se afiade para favorecer que un farmaco, que en principio no es mutagénico, se
metabolice a un producto que si lo sea (bioactivacion). En los ensayos “in vivo” se observan varios
mas posibles efectos durante la eritropoyesis en el ratéon (prueba de micronucleos in vivo)
(Mendoza P., 2008).

v' Teratogénesis vy fertilidad.

En los estudios de fertilidad, las ratas macho y hembra, son expuestas al farmaco antes del
apareamiento durante 60 y 15 dias respectivamente, hasta el destete de la prole. En los estudios
de teratogénea, la administracion del farmaco tiene lugar desde los dias 8 a 21 del embarazo, es
decir desde el momento de la implantacién del 6vulo hasta el parto. Finalmente, los estudios de
toxicidad peri y postnatal tienen por objeto determinar los efectos sobre el desarrollo de los
embriones, el parto y la lactancia. En algunos casos determinados, estos estudios se extienden a
varias generaciones, es decir, las hembras procedentes de un primer estudio, una vez en edad de
procrear son tratas desde el dia 8 de la gestacion hasta el destete, observandose los efectos

posibles sobre sus descendientes (Mendoza, 2008).
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1.2. Desarrollo clinico

Los estudios realizados en animales de laboratorio, no son suficientes para determinar si un
farmaco determinado tendra las caracteristicas deseadas de eficacia y seguridad en humanos, es

por ello que el proceso clinico se efectua en 4 fases distintas:

Fase |. Representa la primera exposicion del farmaco a humanos, se realiza en un pequefio grupo
de voluntarios sanos, cuyo objetivo es comprobar la seguridad, tolerancia, propiedades

farmacocinéticas y los efectos farmacodinamicos.

Fase Il. Se efectia en grupos de pacientes, para valorar la eficacia en la situacion clinica,
constituyendo ademas una prolongacion de los estudios de fase | para incluir pacientes y

voluntarios sanos.

Fase lll. Aqui se llevan a cabo ensayos aleatorizados y doble ciego definidos, con el objeto de
comparar el nuevo farmaco con las alternativas habitualmente utilizadas. Al terminar ésta fase, el

farmaco es remitido a las principales autoridades regulatorias para el permiso de comercializacion.

Fase IV. Comprende la vigilancia posterior a la comercializacién, la cual es obligatoria, disefiada
para detectar cualquier afecto adverso poco frecuente o a largo plazo derivado de la utilizacion del
farmaco en muchos miles de pacientes. Ello puede implicar la limitacion del farmaco en

determinados pacientes o incluso retirarlo del mercado (Ruiz G. 2009).

DESARROLLO DE FARMACOS

e Disefo racional de farmacos

e Sintesis dirigida

e Amplio “screening” de:
~ Colecciones de compuestos
~ Bibliotecas combinatorias
~Productos naturales

Primeros ensayos bioldgicos

Identificacion del Cabeza de Serie

Sintesis de anéalogos
Valoracion biolégica
Estudios metabdlicos in vitro
Estudios CADD

Solicitud de patente
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MARCO TEORICO

Optimizacién del Cabeza de Serie. Identificacion del candidato a farmaco de uso clinico

Desarrollo Valoracion Estudios de Estudios Toxicidad
del Biologica Estabilidad Metabdlicos y Aguda 'y
P_rocgso Secundaria y Farmacocinéticos Subaguda
Sintético y Terciaria Formulacién Teratogénesis
Mutagénesis
1-2 afos...........
\
Presentacion al Comité de Investigacion de Nuevos Farmaco
Fase | (Voluntarios Sanos) E/Ietabollsrlno’ty
Fase Il (Eficacia y arm?cof'”e ica
Dosificacion) en animales Toxicologia
Fase Il (Tolerancia y Efectos Cronica
Secundarios)
Metabolismo y
Farmacocinética
en humanos
36 AN0S. ...
SOLICITUD DE REGISTRO
Revision de la solicitud
2-38M0S. ... N4
APROBACION DE REGISTRO
<1 ARAOS. o ..
N\
COMERCIALIZACION Y
FARMACOVIGILANCIA
8->10af0S..c.ciiiiiiiii i

Fig. 1. Etapas en el desarrollo de un nuevo farmaco (del lado izquierdo se muestran los afios que pueden tardarse
los estudios). (Delgado C., 2004 modificado).
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2. PRUEBA DE MICRONUCLEOS

Schmid, Heddle y diversos colaboradores, realizaron una serie de ensayos para definir los
parametros indicadores de dano citogenético en médula 6sea; demostrando con esto que la
incidencia de Eritrocitos Policromaticos Micronucleados (EPCMN), era un indice util para evaluar el
dano en los cromosomas. Gracias a esto, se condujo al desarrollo del ensayo de micronucleos in

vivo, basado en la identificacion de EPCMN de médula ésea en raton (Hernandez A., 2012).

El ensayo de micronucleos (MN) tiene dos principales propésitos:
1°. Reconocer un agente mutageno, debido a que incluye factores como el metabolismo, la
farmacocinética y los procesos de reparacion de ADN, (aunque dichos factores pueden
variar segun la especie, el tejido y el aspecto genético considerado) (Arencibia A., et al.,
2011).

2°. Caracterizar la relacion dosis-respuesta y los mecanismos mutagénicos (Rojas O., 2008),
siendo avalado por las agencias regulatorias como la Food and Drug Administration (FDA),

la cual recomienda para el ensayo de MN en sangre periférica, analizar 1000 EPC.

Los micronucleos (MN) son restos de cromatina con forma redonda o almendrada, con un diametro
entre 0.4u — 1.6y, de apariencia picnética, igual a la del nucleo al ser tefiidos en forma diferencial

con el colorante de Giemsa (Rocha E., 2008).

e Antecedentes.

Los MN fueron descritos hace muchos afos, entre los primeros autores en caracterizarlos se
puede mencionar a W. H. Howell en 1891 y J. Jolly en 1907, ambos, detallaron la presencia de
pequefios cuerpos que se teiian como el ndcleo celular en el citoplasma de eritrocitos a los cuales
nombraron “fragmentos de material nuclear” y “corpusculos intraglobulares”, respectivamente, hoy
conocidos como cuerpos de Howell-Jolly por los hematélogos. En la década de 1950 cuerpos
similares fueron descritos por J. M. Thoday, mientras estudiaba el efecto de los rayos X y las
particulas alfa en células de Vicia faba, fue él quien los denomind “fragmentos nucleares” o
“micronucleos”, los cuales siguieron apareciendo en experimentos subsecuentes, en 1959 John
Evans y colaboradores fueron los primeros en utilizar los MN como medida de dafio por exposicion
a radiacion. Posteriormente B. Matter y W. Schmid en 1971 y J. A. Heddle en 1973 reportaron de
manera independiente la induccion de MN en médula ésea de mamiferos, proporcionando un

método para evaluar dafio al material genético en animales (Miller W. y STREFFER C., 1994).
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e Eritropoyesis Humana.

La eritropoyesis se produce en médula ésea, inicia con la Célula Totipotencial seguida de la

progresion normoblastica, hasta llegar al eritrocito maduro.

La divisidon celular del Pronormoblasto, permite el desarrollo potencial de 16 eritrocitos maduros,
mediante 4 divisiones mitéticas en un periodo de 72 horas (Fig. 2). El Pronormoblasto tiene la
funcion de producir, acumular y proteger a las moléculas de hemoglobina, la cual deja de
sintetizarse después de que la célula sufre tres primeras divisiones mitéticas, originando la
expulsion del nucleo y la diapédesis al interior de los capilares medulares, donde el Normoblasto
se transforma en Eritrocito Policromatico (EPC), que conserva las mitocondrias, pequefias

cantidades de ribosomas, el centriolo y vestigios del aparato de Golgi.

Los Eritrocitos Policromaticos (EPC), sintetizan la hemoglobina necesaria para la maduracion del
Eritrocito, el cual obtiene energia de la glucdlisis. Por otro lado, el ATP capta glucosa del plasma,
manteniendo las concentraciones adecuadas de calcio y potasio y conserva la forma bicéncava
con la hemoglobina en estado reducido (Fe2+). La vida media del eritrocito en el humano, es de

aproximadamente 120 dias; pero las células anormales se eliminan antes (Rocha E., 2008).

Células . E13PAS € PrOlifEracion ey o Etapas de  wep
totipotenciales maduracion
0
© -Qa0
@ © L
— > @
Lgants as - Ruptura L] O O
rusta uptura o
7 cromosomica f;f;;:f,ﬁ“’ 0 — 0
@ — o
Pronormobiasto ( ’ o
e -z e
Médula osea
Bazo Disfunsion  Cromosoma —OO (0]
uso raz3gaco
Qe
Normoblasto EPC _° -
Eritrocitos
Profase Metafase Anafase Telofase pyiq) en gy ENC
PROCESO MITOTICO Circulacion
Periférica

Fig. 2. Eritropoyesis humana in vivo. (Hernandez A., 2012 modificado).
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e Fundamento.

En el ensayo de MN, las células que se evalian son los Eritrocitos Policromaticos (EPC), los
cuales son un poco mayores que los Eritrocitos Normocrémicos (ENC) y proceden de
Normoblastos que pierden su nucleo, antes de que la hemoglobinizacién sea completa (Hernandez
A., 2012); después del proceso de expulsion del nicleo, los EPC aun contienen ARN, por lo que se

tifnen ligeramente de azul con el colorante de Giemsa (Lopez G, 2012).

La médula 6sea y sangre periférica, se utilizan rutinariamente para demostrar que, los EPC que se
pueden obtener de estos tejidos, muestran una sensibilidad adecuada para detectar agentes que
provocan dafios cromosomicos, ademas son muy abundantes, facilmente reconocibles y tienen

incidencia de micronucleos (MN) baja (Hernandez A., 2012).

Dicho ensayo, se emplea para detectar lesiones citogenéticas provocadas por alguna sustancia en
los cromosomas o el aparato mitoético de eritroblastos, que dan lugar a la formacion de
micronucleos por pérdida de los centrémeros, fragmentando los cromosomas (efecto clastégeno)
y/o pérdida de cromosomas completos (efecto aneligeno), incapaces de viajar con el resto de los
cromosomas, a través del huso mitético, a los polos del nucleo celular durante la anafase de la
division celular. En la telofase las estructuras cromosoémicas son envueltas por la membrana
nuclear y tanto los cromosomas completos, como los fragmentos retardados, asumen
gradualmente la morfologia de un nucleo en interfase con la excepcién de que son mas pequefios
que el nucleo principal de la célula, de aqui el término de “micronucleo”, (Arencibia A., et al., 2011);
la célula también pueden contener Dobles Minutos (DM), que son pequefios fragmentos
cromosomicos circulares a los que les falta centromero activo y los telémeros. Pero su
caracteristica principal es que contienen genes altamente amplificados, que a menudo estan
relacionados con fenotipos cancerigenos. Gisselsson y colaboradores proponen que la presencia
de micronucleos y otras anomalias nucleares de tipo morfolégico estan estrechamente ligadas a
las aberraciones mitéticas, generadas como consecuencia de los ciclos de rotura, fusion y puente
(BFB breakage-fusion-bridge) y empiezan cuando, por roturas del ADN y/o acortamiento de
teldmeros, los mecanismos de reparacién del ADN fallan y se producen fusiones incorrectas entre
cromosomas, favoreciendo la aparicién de puentes anafésicos, los cuales se pueden romper y
generar otras roturas, que de nuevo pueden desembocar en la formacién de puentes. De esta
manera la célula entra en un ciclo persistente de BFB, actualmente considerado como una de las
causas principales de inestabilidad cromosémica en cancer. Por otra parte, al romperse los
puentes, también pueden dar lugar a fragmentos acéntricos y a menudo, debido a la tension
liberada durante la migracion de los cromosomas, estos puentes se pueden despegar. En ambos

casos, generan micronucleos (Fig. 3) (Terradas M., et al., 2010).
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a)

b)

<)

d)

e)

Fig. 3. Mecanismo de formacion de micronucleos. a) Rompimiento del material genético cromatico y cromosémico,
b) perdida de cromosomas por el inadecuado enlace entre el cinetocoro y los microttbulos, ¢) despolimerizacién
temprana de la tubulina y perdida de cromosomas, d) defectos en el cinetocoro, e) rearreglo asimétrico que
produce la formacién de un cromosoma dicéntrico y la perdida de fragmentos sin centrémero. El cromosoma
dicéntrico a su vez puede formar un puente entre las dos células en divisién, puente que posteriormente puede ser
roto y dar paso a un nuevo puente en el siguiente ciclo celular (Araujo A., 2009).
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En un principio la evidencia sobre el contenido de MN se debia a la tinciéon que presentaban al usar
Giemsa; sin embargo, en la actualidad con el uso de anticuerpos contra el cinetocoro o el empleo
de secuencias especificas del genoma, se ha podido no sélo conocer el contenido de MN, sino que
ademas se puede obtener informacion del mecanismo genotdxico distinguiendo entre dafo

clastogénico o aneugénico (Araujo A., 2009).

e Relacién entre mutagénesis y carcinogénesis.

El término de genotoxicidad fue usado por primera vez para establecer la relacién entre la
induccion de cancer y dafio genético. Posteriormente la “Comisién Internacional para la Proteccion
Contra los Mutagenos y Carcindgenos Ambientales”, redefinié este término y establecié que sélo
sea considerado para aquellos agentes que son capaces de interaccionar con ADN (Pereyra,
2010).

La prueba de la relacién causal entre mutagénesis y carcinogénesis fue recabada entre 1980-1990,

mediante las siguientes observaciones:

» Presencia de cambios cromosoémicos especificos en tumores humanos sanguineos y en

tumores sélidos.

» Induccidn de mutaciones in vitro e in vivo en animales, por conocidos carcindgenos.

» Induccién experimental de carcinogénesis in vivo caracterizada por varias mutaciones vy

cambios epigenéticos.

» Demostracion de que solo se requiere una sola mutacién para provocar cancer de colon vy

algunos otros tumores.

» Pre-disponibilidad a cancer en individuos con deficiencias especificas de reparacion del ADN.

» Activacibn de oncogenes por mutacién genética, amplificacibon de genes y cambios

cromosomicos estructurales (Atilano A., 2007).
La formacioén de los MN se atribuye al rompimiento de cromosomas (clastogénesis), alteracion de

la segregacion cromosomica (aneugénesis) y por dobles minutos (DM), que son pequeios

fragmentos cromosomicos circulares a los que les falta centrdmero y teldbmeros. Pero, su
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caracteristica principal es que contienen genes altamente amplificados, que a menudo estan

relacionados con fenotipos cancerigenos (Terradas M., et al., 2010).

e Genotoxicidad e indice de Citotoxicidad.

La genotoxicidad indica dafno al material genético y se obtiene contando 2000 EPC sobre los que
se cuantifican los EPCMN que hay presentes en una muestra (Hernandez A., 2012).Nétese que se

cuantifica cuantas células estan micronucleadas y no el nimero de micronucleos dentro de ellas.

El % EPC es la proporcion de EPC con relacion a los eritrocitos totales presentes en las laminillas
preparadas (Lopez G., 2012). También se denomina indice de Citotoxicidad e indica si hubo una
disminucién en la proliferacion normal de las células o una excesiva maduracion de las mismas
(Hernandez M., 2012).

EPC

I-.C-= gNc T EpPC

x 100

Donde: I.C. = indice de Citotoxicidad o % EPC
EPC = Eritrocitos Policromaticos

ENC = Eritrocitos Normocromicos

La respuesta a la prueba puede ser considerada positiva si la frecuencia de EPCMN, en cualquier
tratamiento muestra incrementos estadisticamente significativos (Hernandez A., 2012). La
respuesta puede ser comparada con la produccién de EPCMN que induce un control positivo en el

experimento.
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3. COMPUESTOS LOM 300

El desarrollo de una nueva serie de farmacos con actividad cardiovascular, modelados y
sintetizados en el Laboratorio de Quimica Medicinal en la Unidad de Posgrado de la FES
Cuautitlan a cargo del Dr. Enrique Angeles Anguiano, se basa en el uso de compuestos derivados
de la Changrolina (Pérez C., 2010), éstos son: 2,6-bis(4-morfolilmetil)-fenol-4-sustituido y 2,6-bis(4-
tiomorfolilmetil)-fenol-4-sustituido, llamados "familia LQM 300" (Gonzalez V., 2010).

e Antecedentes

En 1979 Liang Quan y un grupo de investigadores de la Republica China, realizaban pruebas
clinicas contra la malaria de los derivados de la Febribugina (Aguilar H., 2012) y descubrieron que
la Changrolina tenian propiedades antiarritmica. Mas tarde en 1983, Stout y colaboradores
disefiaron una nueva serie de compuestos antiarritmicos, realizando pruebas y variaciones a partir
de la Changrolina, encontrando que cada molécula tiene un puente de hidrogeno intramolecular
entre el grupo —OH del fenol y el atomo de nitrdgeno de uno de los anillos de la pirrolidina,
sugiriendo también que el anillo libre del puente de hidrégeno intramolecular define la forma activa
de la molécula. El estudio llevé al analisis de la Changrolina, la cual se divide en tres regiones: (1)
la region heteroaromatica que consiste de la fraccion de Quinazolina, (2) la regién aromatica con el

bis(pirrolidin-il-metil)fenol y (3) la unién entre las dos primeras regiones (Fig. 4) (Stout D., 1985).

NS

XN
Regién 1
Q =

Fig.4. Estructura de la Changrolina (Stout D., 1985).

Los primeros compuestos sintetizados en la FES Cuautitlan, fueron de tipo dihidropiridinicos, de los
cuales el mas representativo y efectivo fue el FESC-DIPINA, que presentd efecto tanto
antihipertensivo como antiarritmico; luego mas derivados fueron sintetizados, caracterizados vy

evaluados en su actividad bioldgica como toxicoldgica (Villegas F., 2005).

Cada uno de los compuestos, se purificd por Cromatografia de columna y se caracterizaron por
Espectroscopia Infrarroja, Resonancia Magnética Nuclear de protén (RMN1H) y de carbono trece
(RMN13C), Espectrometria de Masas y Difraccién de Rayos X.
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Los estudios tedricos se llevaron a cabo por analisis conformacional, la optimizacién geométrica y
el calculo de la energia, se realizaron por los métodos semiempirico PM3, ab initio y densidad;
también se hizo la determinacién experimental de log P y el pka por Espectrofotometria UV/Vis y

Electroforesis Capilar (Velazquez S., 2007).

Los estudios para determinar y evaluar la actividad biolégica, estuvieron a cargo de la Dra. Luisa
Martinez Aguilar, en modelo de rata anestesiada normotensa con actividad hipotensora, modelo de
rata consciente hipertensa espontanea y la determinacion del area bajo la curva (ABC) de toda la
serie de los compuestos LQM, todo esto en comparacion con farmacos de referencia como
Propanolol, Fenilefrina, Captopril y Losartan pudiendo asi determinar el porcentaje del efecto sobre
la presion arterial sistélica (PAS), presion arterial diastolica (PAD) y frecuencia cardiaca (FC)
(Pérez C., 2010). Por otra parte, los estudios genotdxicos a cargo de la Dra. Sandra Diaz-Barriga,
han demostrado excelentes resultados, pues sefalan una baja toxicidad del compuesto cabeza de
serie LQM 319 (Villegas F., 2005).

e Sintesis de los compuestos LOM 300

La sintesis de los derivados de (metil-il-morfolin) fenol y (metil-il-piperidinmorfolin) fenol se llevé a
cabo por los métodos de sustitucién electrofilica aromatica (SEA) y SEA base de Mannich (SEA
BM) (Fig. 5) (Velazquez S., 2007). Se fundamenta en la reaccion quimica entre un fenol sustituido
mas un formaldehido y una molécula de morfolina, tiomorfolina o piperidina, para obtener una serie
de compuestos mono y di sustituidos. (Lépez y Palma, 2012). A ésta serie de compuestos fenol
sustituidos se realizan nuevos cambios, utilizando otros sustituyentes en algunas posiciones del
anillo aromatico como: -terbitul, -Cl, -Br, -NO,, -CN, -OMe, etc. (Fig. 6) (Gonzalez V., 2010).

Fig. 5. Reacciones SEA Y SEA BM (Velazquez S., 2007)
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o0

R monosustituido

0O O C

Fenol H
sustituido Morfolina

R = CH3, X, OH, OMe

OH

Y =0 - Morfolina
$ - Tiomorfolina
N - Piperidina
R
dicunctitnidn

Fig. 6. Reaccion general de sintesis de los LQM (Gonzéalez V., 2010 modificado).

Caracteristicas generales

Se ha demostrado que los compuestos LQM 308, 314, 335 y 342 presentan efectos sobre el
sistema cardiovascular, en arritmias o sobre la presion arterial y la frecuencia cardiaca; ademas de

presentar efectos sobre la contraccion del musculo liso de aortas toracica y abdominal.

A continuacién en las tablas 2 a 5, se presentan las caracteristicas Fisicoquimicas y la actividad

bioldgica que se ha realizado a los cuatro compuestos.
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Tabla 2. Datos del LQM 308.

MARCO TEORICO

Compuesto

308 Monomorfolinico

Estructura

@

Nombre IUPAC

2-(4-morfolin-il-metil)fenol

Peso molecular

193.242 Yo

Reaccién SEA//IR®
Rendimiento 90.0% (IR)°
Punto de fusion 95-97 °C?

Tiempo de reaccion

31 h (SEA)/32 min (IR)®

RN anestesiada

Intervalo de P-R sin cambios a una dosis de 3.1 ™/ '

RHE consciente PAS |°
PAD |°
FC 1°
Infarto Antes Previene, evita o retarda los efectos del infarto.”
Agudo al Después || Extrasistoles ventriculares
Miocardio 1 Bradicardia ventricular
(IAM) 1 Taquicardia ventricular
1] Fibrilacion ventricular
11 Frecuencia cardiaca
indice de mortalidad a dosis terapéuticas = 40%°
Efecto protector en lesiones histopatolégicas como ondulacion de fibras
musculares, desconexion de discos intercalares, adelgazamiento de
fibras musculares, edema, necrosis de tejido muscular, nucleos
picnoticos y fibrosis con dafio nulo.*
Propanolol | %Emax 40.0"
Fenilefrina Antagonico competitivo
% Emax 67.5
Ko 3+14°
Captopril %Emax @ una dosis PAM = 7.55
de 3.0 Mg PAS =12.24
PAD =8.11
FC =37.25
Dosis de PAM || a dosis de 1 ™g
(10°,107, 1072, 10, 10™*) ™/ PAS |
PAD |
Fc |’

ABC

PAS = 1563.41 + 32.13
PAD = 856.53 + 29.09
FC =2902.10 + 205.945

Captopril PAS = 65.92
%E max PAD =43.10
FC =87.87°
Losartan PAS = 26.79
%E max PAD = 30.09
FC =39457°

1.- Alvarez P., 2007. 2.- Castillo G., 2008. 3.- Cérdova R. y Rgz Z., 2010. 4.- Correa, 2011.

5.-Lo6pez J. y Hdz. C,,

2008. 6.- Pérez C., 2010. 7.- Tapia L., 2006. 8.- Velazquez S., 2007.
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Tabla 3. Datos del LQM 314.
Compuesto 314 Dimorfolinico
Puede presentar propiedades anticancerigenas”

Estructura OH

Y @

o (o

~N

Nombre IUPAC

1-hidroxi-2,6-bis(4-morfolin-il-metil)benzonitrilo

Peso molecular 317.39 Yol
Reaccion SEA//IR®
Rendimiento 87.0%//187.0%°
Punto de fusion 104-106°C®

Tiempo de reaccion

38 h (SEA)//21 min (IR)°

Solubilidad

Medio acido es | poco estable
Medio basico es 1 mas estable*

RN anestesiada %Emax @ una dosis | PAM = 23.92
de 3.0 ™yg PAS = 28.62
PAD = 24.66
FC =51.861a 1 enun45%*
RHE consciente CaClz Aorta toracica 1| larespuesta contractil®
Aorta abdominal 1| la respuesta contractil®
Infarto Agudo al Después 1 Bradicardia ventricular
Miocardio (IAM) 1| Taquicardia ventricular
1] Fibrilacion ventricular
| Frecuencia cardiaca
1] Extrasistoles ventriculares
indice de mortalidad a dosis terapéuticas = 0%>
Fenilefrina %E max 68.71"
Auricula derecha | inhibe por completo la respuesta contractil de la Fenilefrina®
Aorta toracica | inhibe por completo la respuesta contractil de la Fenilefrina
%Emax = 39.88"
Aorta abdominal | inhibe por completo la respuesta contractil de la Fenilefrina
%Emax = 11.55'
Captopril %Emax @ una dosis | PAM = 25.14
de 3.0 ™yg PAS = 30.46
PAD =0
FC =0’
ABC PAS = 3832.50 + 749.63
PAD = 3576.00 + 433.74
FC =3466.50 + 1476.05°
Captopril PAS = 161.61
Y% Emax PAD = 179.92
FC =104.96°
Losartan PAS = 65.68
Y% Emax PAD = 88.51
FC =510.74°

1.- Mondragén G., 2009. 2.- Castillo G., 2008. 3.- Cérdova R. y Rgz Z., 2010. 4.- Rosas. R., 2008. 5.- L6pez y Palma,
2012. 6.- Pérez C., 2010. 7.- Tapia L., 2006. 8.- Velazquez S., 2007.
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Tabla 4. Datos del LQM 335.

MARCO TEORICO

Compuesto

335 Dipiperidinico

Estructura

QT

Nombre IUPAC

2,5-bis(1-piperidin-il-metil)-1,4-bencenodiol

Peso molecular 304.215 %ol
Propiedades fisicas Solido crstalino®
Reaccion NR®
Rendimiento 46.52%"°

Punto de fusion 190-194 °C’

Tiempo de reaccion

/123 min (IR)°

Solubilidad

Soluble en DMSO

Genotoxicidad

No a dosis de 5, 10 y 20 ™Yyq

RHE CaCly
consciente

Aorta toracica Sin efecto farmacoldgico®

Aorta abdominal Sin efecto farmacoldgico®

Fenilefrina LQM 335107 M

Kp=1.49

10°M

KD= 1.39

Aorta toracica

Antagonista parcial no competitivo

| la respuesta contractil de la Fenilefrina
Y%Emax = 66.04

Koren 10° M = 1.39

Kpass 10° M =1.49'

Aorta abdominal

| la respuesta contractil de la Fenilefrina
%Emax = 84.25'

Koren 10° M = 1.48

Kpass 10° M =1.16"

Captopril %Emsx @ una dosis

de 3.1 "

| PAM = 31.02
| PAS =233

| PAD = 24.66
| FC = 25.66°

ABC

PAS = 764.38 + 586.25
PAD = 586.25 + 142.16
FC =2139.13 +444.79°

Captopril
%Eméx

PAS = 32.23
PAD = 29.50
FC =64.77°

Losartan
%Eméx

PAS = 13.10
PAD = 14.51
FC = 315.17°

1.- Mondrag6n G., 2009. 2.- Briones B., 2009. 3.- Gonzalez V., 2010. 4.- Hdz A., 2012. 5.- Lépez y Palma, 2012. 6.-

Pérez C., 2010.
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Tabla 5. Datos del LQM 342.

Compuesto 342 Dimorfolinico
Es derivado de la reduccién del compuesto LQM 341°
Estructura OH
o a
P P
+ I-
/N\
Nombre IUPAC 2,6-bis(4-morfolin-il-metil)-4(dimetil-amino)fenol
Peso molecular 350 Yol
RN anestesiada %Emax @ una dosis | PAM = 18.33
de 3.0 ™ PAS =19.34
PAD = 20.33
FC = 23.48°
Infarto Agudo al Antes Previene, evita o retarda los efectos del infarto.”
Miocardio (IAM) Después 1| Extrasistoles ventriculares

1 Bradicardia ventricular

1 Taquicardia ventricular

1| Fibrilacién ventricular

1 Frecuencia cardiaca y cte.

indice de mortalidad a dosis terapéuticas = 0%’

Efecto protector en lesiones histopatolégicas como ondulacion de
fibras musculares, desconexion de discos intercalares,
adelgazamiento de fibras musculares, edema, necrosis de tejido
muscular, nucleos picnéticos y fibrosis con dafio nulo.?

ABC PAS = 1287.50 £ 682.75
PAD = 521.84 + 127.95
FC =2345.18 + 1136.40"

Captopril PAS = 54.29
% Emax PAD = 26.26
FC =71.01"
Losartan PAS =22.06
%E max PAD =12.92
FC =345.53

1.- Cérdovay Rdz, 2010. 2.- Correa B., 2011. 3.- Rosas. R., 2008. 4.- Pérez C., 2010.
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JUSTIFICACION

La Organizacion Mundial de la Salud ubica a las enfermedades cardiovasculares como la
principal causa de muerte en todo el mundo. Se calcula que en 2008 murieron por esta causa
17.3 millones de personas, lo cual representa un 30% de todas las muertes registradas a nivel
global. Los decesos por enfermedades cardiovasculares afectan por igual a ambos sexos y mas
del 80% se producen en paises de ingresos bajos y medios, por ejemplo en México es la 2%
causa de mortalidad en personas mayores de 65 anos, solo detras de diabetes mellitus y se
calcula que en el 2030 moriran cerca de 23.3 millones de personas en el mundo sin dejar de ser

una de las principales causas de mortandad (OMS, 2013).

Es por eso que en nuestro pais, existe la necesidad de descubrir diversas moléculas con accion
cardiovascular que sirvan en el control y disminucién de dichas afecciones; ademas de ajustarse a

la poblacion tanto en accion farmacolégica como en costo.

En la actualidad existe una gran variedad de medicamentos en el mercado; sin embargo en la
mayoria de ellos la investigacion se ha llevado a cabo en otras partes del mundo como Estados

Unidos, la Union Europea y Japon al ser las principales potencias a nivel farmacéutico.

Es por eso que en la FES Cuautitian el Dr. Angeles Anguiano y su grupo de colaboradores
decidieron retomar la investigacion que se habia hecho a la molécula de la Changrolina, la cual
tenia reportados efectos cardiovasculares, disefiando y sintetizando moléculas acorde a la

poblacién mexicana.

Apoyando dicho proyecto, éste trabajo colabora con los ensayos preclinicos de toxicidad aguda

(DLsp) y de genotoxicidad y citotoxicidad (Prueba de Micronucleos in vivo).
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OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la toxicidad aguda, genotoxicidad y citotoxicidad, mediante la determinacién de la
DLsg y prueba de micronucleos in vivo, de los compuestos LQM 308, 314, 335 y 342, que
por tener actividad antiarritmica, se perfilan como posibles farmacos, por lo que requieren

estudios preclinicos de seguridad.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la DLsy del LQM 308, 314, 335 y 342, por medio del Método de Lorke y

observar los efectos de la toxicidad aguda de dichos compuestos LQM 300.

e Evaluar la frecuencia de EPCMN y %EPC, mediante la prueba de micronucleos in vivo,

para determinar si los compuestos inducen dafio genotdxico o citotoxico.

e Observar si existe relacion entre la estructura de los compuestos y los efectos toxicos y
citotoxicos, por medio de los datos obtenidos en este trabajo, para poder ser considerados

en estudios posteriores.

HIPOTESIS

Si los compuestos LQM 308, 314, 335 y 342 no inducen la formacién de micronucleos; tampoco
presentan un indice citotoxico elevado y muestran un buen margen de seguridad a las dosis mas
altas utilizadas; entonces se considera que no representan ningun riesgo toxico, ni genotéxico que

pueda relacionarse con su estructura quimica, al ser productos sintetizados.
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MATERIAL

Q

AN N N N N NN

Material biolégico:

MATERIAL Y METODOLOGIA

1. Ratones macho CD1 con peso promedio de 25 + 5 g, obtenidos en el bioterio de la FES

Iztacala (ver Anexo), tratados y conservados bajo las mismas condiciones de alimentacion y

cuidados en la Unidad de Aislamiento y Bioterio de la UIM en la FES Cuautitlan Campo 4.

Soluciones y Reactivos:

Aceite de inmersion (ZEISS)

Agua destilada

Agua inyectable (PISA)

Alcohol al 70% (J. T. BAKER)

Buffer de Fosfatos (J. T. BAKER)
Colorante Giemsa (SIGMA)
Compuestos LQM 308, 314, 335 y 342
HCI concentrado (J. T. BAKER)
Metanol (J. T. BAKER)

Xylocaina sol. Inyectable al 2%

(ASTRA ZENEKA)

METODOLOGIA

Determinacion de la DL s

~

N N N NN

N N N N N NN

Equipo y Material:

Balanza analitica (SCALTEC)

Charolas de plastico

Estuche de diseccion

Jeringas para insulina de 1 ml (BD)
Micropipetas de volumen variable de 10 a 500 pl
(ORANGE SCIENTIFIC)

Microscopio 6ptico (LEYKA)

Papel filtro

Papel seda

1 Pipeta volumétrica de 10 ml (PYREX)
2 Pipetas volumétrica de 5 ml (PYREX)
Portaobjetos

Potenciémetro (CONDUCTRONIC)
Probeta 50 ml (PYREX)

Torundas de algoddn

Vasos Coplin

4 Viales

1. En la Etapa 2 del método de Lorke, se proponen cuatro dosis, en base a los resultados

previamente obtenidos de la Etapa 1, las cuales son: 140, 225, 370 y 600 "%q.

2. Dichas dosis se distribuyen en 4 lotes de 3 ratones cada uno y se administra cada
compuesto (LQM 308, 314, 335 y 342) via intraperitoneal.

3. Durante las primeras 6 horas, se registra la letalidad y toxicidad de cada lote considerandose

como tiempo 0 (T0). Asi se continta registrando durante 24, 48 y 72 horas (T1, T2 y T3).
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4. Al término de las 24 horas, se calcula la DLsg como lo indica el método de Lorke.

* Método de Lorke:

El procedimiento se basa en dos etapas:

ETAPA 1) Organizar 3 lotes de 3 ratones cada uno, administrando 3 dosis en un amplio rango
1) Lote 1. Administrar por via intraperitoneal la dosis de 10 "‘g/kg
2) Lote 2. Administrar por via intraperitoneal la dosis de 100 "‘g/kg
3) Lote 3. Administrar por via intraperitoneal la dosis de 1000 mg/kg

Cabe mencionar que esta etapa se realizo previa a este trabajo con el mismo tipo de animales.

ETAPA 2) Se administran 4 lotes de ratones con las dosis correspondientes conforme a la

primera etapa como se indica en la Tabla 6

Tabla 6. Etapas en el método de Lorke (Lorke D., 1983).

1" etapa 292 etapa
Dosis en "94 por peso Dosis en "9,4 de peso
10 Mg | 100 Mg | 1000 M9y
0/3* 0/3 0/3 1600 | 2900 | 5000
0/3 0/3 1/3 600 | 1000 | 1600 | 2900
0/3 0/3 2/3 200 400 800 1600
0/3 0/3 3/3 140 225 370 600
0/3 1/3 3/3 50 100 200 400
0/3 2/3 3/3 20 40 80 160
0/3 3/3 3/3 15 25 40 60
1/3 3/3 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
Numero de animales que mueren / Resultados de la 1er etapa y dosis
numero de animales usados. correspondientes en la 2da etapa.
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FES COAUTITLAN MATERIAL Y METODOLOGIA

ETAPA 3) Calcular la DLsg con la media geométrica de las dosis donde se encuentran los

Q

resultados de supervivencia y mortalidad (1/1 y 0/1) ((Lorke, 1983 y Rojas O., 2008).

Tratamiento de ratones:

Q

Los ratones CD1 son obtenidos en el Bioterio de la FES Iztacala y manipulados en la UIM de
la FES Cuautitlan Campo 4, cumpliendo con todas las exigencias propuestas por el Comité

Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion (CICUAE).

Los animales se mantienen en condiciones de ambientacion, alimento y bebida controladas

antes y durante todo el experimento.

Prueba de micronucleos:

1.

Realizar la limpieza de los portaobjetos para desengrasarlos.

Con ayuda de una torunda de algodén impregnada con Xylocaina al 2%, anestesiar la punta

de la cola del raton.

Realizar un corte de 1 a 2 mm, en la porciéon terminal de la cola para obtener sangre

periférica del raton.

Depositar una gota de sangre periférica de ratén, en un portaobjetos.

Realizar el extendido de sangre sobre la laminilla (frotis).

Dejar secar al aire durante unos minutos.

Fijar las laminillas con metanol absoluto durante 5 minutos.

Guardar las laminillas hasta su tincion.
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Tincién de laminillas:

Q

1. Es importante trabajar con un colorante recién preparado.

2. En un vaso Coplin se colocan 5 ml de Buffer de Fosfatos pH 6.8 con 5 ml de colorante de

Giemsa y 40 ml de agua destilada, para preparar un total de 50 ml.

3. En seguida se sumergen las laminillas en el vaso Coplin durante un lapso de 8 minutos.

4. Finalmente las preparaciones se lavan en agua corriente y se dejan secar al aire.

5. Las laminillas se observan en microscopio 6ptico, primero a 40X para enfocar y después a

100X (con aceite de inmersidn) para realizar el conteo de eritrocitos.

6. La cuantificacién del nimero de EPC y EPCMN se lleva a cabo sobre 2000 células.

7. El analisis estadistico se realiza con los programas Graphpad Instant 3.0. y Prism 6.0
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DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL

ENSAYO DE MN in vivo

\

Pesar y marcar ratones CD1 macho
—> Lote 1: 140 ™Y\,

Distribuir 4 lotes de 3 ratones para cada uno de —> Lote 2: 225 ™,

los compuestos LQM 308, 314,335y 342dela ~ | g
siguiente forma: —> Lote 3: 370 /g

LS Lote 4: 600 MY,

Preparar el clorhidrato
de cada compuesto LQM

Se realiza frotis sanguineo de 0
horas como To.

\

Administrar dosis Unica del compuesto a diferente
concentracion (de acuerdo a la Etapa 2 del
método de Lorke).

Observar a los ratones
durante las 6 horas siguientes

Realizar frotis a 24,48 y 72 horas como T1, T2y T3
respectivamente.

v

Registrar nimero de ratones muertos y
su comportamiento.

Y

Fijar los frotis con Metanol por 5
minutos y dejar secar.

Desechar los
« ratones muertos
como RPBI’s.

Preparacién de Giemsa. \l/

Teidir las laminillas

\l, Registrar la cantidad de ENC,

_ o _ EPC Y EPCMN.
Con un microscopio optico, realizar conteo

de 2000 células a 100x con aceite de
inmersion.

\1, Ly Obtener el %EPC para indice
de Citotoxicidad.

Realizar el andlisis estadistico.
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RESULTADOS

Se realizé la Prueba de MN in vivo y la determinacion de toxicidad aguda (DLsg), de los
compuestos LQM 308, 314, 335 y 342, obteniendo los siguientes resultados, (donde se tomo el

promedio de cada lote como valor individual), para construir las tablas y el analisis estadistico.

Para el calculo de la DLy, se tomaron en cuenta los decesos de los ratones observados desde las
0 hasta las 72 horas, administrados a dosis de 140, 225, 370 y 600 mg/kg, para cada uno de los

compuestos.

En la tabla 7 se tiene la DLsg de los compuestos y en la Tabla 8 se compara la letalidad con las

observaciones que se hicieron durante la experimentacion.

Tabla 7. DLsg de los compuestos de la serie LQM 300.

LQOM 308 314 335 342

DLso ("/kg) 774.6 288.5 471.2 288.5
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BESULTADOS

Durante la experimentacion se observaron los siguientes signos y se registraron los tiempos a los

cuales los animales respondieron a la dosis letal.

Tabla 8. Mortalidad de ratones y observaciones durante la experimentacion.

Horas
LoM Dosis 0 | 24 | 48 | 72
Ikg Ratones
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 | R3

140

225
308 370 X X X

600

Observaciones

Muere 1 ratén a las 0 horas No se sabe si fue por el compuesto o porque
presentaba lesiones de rifia con sus comparferos de jaula. Hay resistencia
a la dosis de 600 ™/, de todos los ratones, por lo que se administré a un
quinto lote una dosis de 1000 ™%,,, todos murieron después de administrar.

140

314 e

X X

370

X X X X X X X X X

600

X X X X X X X X X

Observaciones

Mueren todos los lotes de 370 y 600 mg/kg a las 0 horas. Presentaron
convulsiones y una elevada tension muscular generalizada, el ratéon de 225
™/, también mostr6 un periodo mayor de convulsiones hasta su deceso a
las 48 horas, mientras que el resto del lote sélo presento letargo.

140 X X X

225 X X X
335 370 X X X X

600 X X X X X X

Observaciones

A las 24 horas muere 1 ratdn del lote de 140 ™94, 1 del lote de 225 ™/, y 2
del lote de 600 ™. A las 48 horas muere 1 raton del lote de 370 ™/,q. Los
demas se observan muy aletargados muriendo finalmente a las 72 horas.

140

22
342 >

X X X X X X

370

X X X X X X X X X

600

X X X X X X X X X

Observaciones

Mueren todos los ratones de los lotes de 370 y 600 F‘g/kg alas 0 horas y 2
del 225 ™, Todos temblaban tras la administracion de las 0 hrs, con
letargo y sin poder caminar arrastrando las patas. El resto de los animales
sobrevivieron hasta las 72 hrs, con pelo seco y erizo.

X = Ratones muertos
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~ Pruebade Micronucleos in vivo.

EPC

‘ENC

Fig. 7. Frotis de sangre periférica de raton CD1. Visto a 100X con aceite de inmersién en microscopio 6ptico donde
en la parte superior izquierda se observa un EPC (coloracién azul violeta), en la parte inferior izquierda un EPCMN
(coloracion azul violeta con punto de color més intenso) y el resto de las células son ENC (coloraciéon rosada).
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* % EPC para evaluar lainduccién de Citotoxicidad.

En las tablas 9, 10, 11 y 12 se muestran las medias % el error estandar del % EPC, que presenta

cada uno de los compuestos comparados a diferentes tiempos.

Tabla 9. %EPC para determinar la citotoxicidad en relacién al tiempo de LQM 308.

308
%EPC + SEM
CITOTOXICIDAD 140 ™, 225 ™, 370 ™y 600 "y
TO 7.43+0.92 6.43 + 0.67 4.86 + 0.75
T1 4.90 + 1.97 5.60 + 0.77 2.18+0.28
T2 6.91  1.42 6.45 + 0.28 2.22+0.24
T3 4.86 +0.75 5.55 + 1.65 2.38+0.49

En ésta tabla se observa el % EPC + SEM (desviacion estandar) del compuesto LQM 308, donde TO representa el
lote Control y T1, T2, T3, representan los lotes administrados a 24, 48 y 72 horas respectivamente.

Se observa que los lotes de 140 y 225 ™/,, aumentan a las 48 horas (T2), volviendo a disminuir a

las 72 horas (T3), mientras que los lotes de 370 y 600 ™/, disminuyen con respecto al control (TO).

CITOTOXICIDAD
308
109
140 mg/kg
- 225 mgl/kg
8 T ,I,
P 370 mg/kg
T T
o 61 'I' T I 600 mg/kg
o T T
R 4=
I' IT IT
2-
0 T T T T
TO T1 T2 T3
TIEMPO

Figura 8. Frecuencia de % EPC en 2000 células del compuesto LQM 308 a diferentes tiempos en relacion a la dosis.

Aplicando ANOVA de una via, con una p<0.05 y F=7.637, se tiene una alta diferencia significativa.
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Tabla 10. %EPC para determinar la citotoxicidad en relacion al tiempo de LQM 314.

314
%EPC + SEM
CITOTOXICIDAD 140 "yq 225 M9, 600 "9/
TO 5.26 + 1.10 4.71+0.38 5.65 + 0.86
T1 4.60 +0.90 413+1.23 X
T2 2.50 + 0.62 2.37 £ 0.60 X
T3 3.30+1.14 3.40 £ 0.21 X

En ésta tabla se observa el % EPC + SEM (desviacién estandar) del compuesto LQM 314, donde las X son los lotes
donde se murieron todos los animales, TO representa el lote Control y T1, T2, T3, representan los lotes
administrados a 24, 48 y 72 horas respectivamente.

Se observa que los lotes de 140 y 225 ™%, aumentan un poco a las 72 horas (T3), de los lotes 370

y 600 %4 solo hay datos del control (T0), porque todos los ratones mueren antes de las 24 horas.

CITOTOXICIDAD
314
8-
140 mgl/kg
225 mgl/kg
® T I I 370 mg/kg
o T | I 600 mgl/kg
& 47 'I'
o\° T
T1
2-
0 T T T T
TO T1 T2 T3
TIEMPO

Figura 9. Frecuencia de % EPC en 2000 células del compuesto LQM 314 a diferentes tiempos en relacion a la dosis.

Aplicando ANOVA de una via, con una p<0.05 y F=4.992, se tiene una diferencia muy significativa.
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RESULTADOS

Tabla 11. %EPC para determinar la citotoxicidad en relacion al tiempo de LQM 335.

335
%EPC + SEM

CITOTOXICIDAD 140 "yq 225 M9,
TO 3.63 £ 0.67 3.93 £0.80
T1 2.95+0.42 3.32+0.38
T2 1.95 + 0.28 1.85+ 0.63
T3 1.85 + 0.21 1.85+0.14

370 ™y

600 ",

4.01+1.25

2.80 + 0.00

2.25+0.00

1.85+ 0.00

En ésta tabla se observa el % EPC + SEM (desviacién estandar) del compuesto LQM 335, donde las X son los lotes

donde se murieron todos los animales, TO representa el lote Control y T1, T2, T3, representan los lotes

administrados a 24, 48 y 72 horas respectivamente.

Se observa que todos los lotes disminuyen desde las 24 horas (T1), en el lote de 370 ™%/, s6lo hay

datos hasta las 48 horas (T2), porque todos los ratones mueren antes de las 72 horas.

CITOTOXICIDAD
335
5-
Jor ]
|
o 37 I
o
w
S 2= T I T T
l-
0 T T T T
TO T1 T2 T3
TIEMPO

140 mgl/kg
225 mgl/kg
370 mgl/kg
600 mg/kg

Figura 10. Frecuencia de % EPC en 2000 células del compuesto LQM 335 a diferentes tiempos en relacion a la

dosis. Aplicando ANOVA de una via, con una p<0.05 y F=3.547, se tiene una diferencia muy significativa.
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RESULTADOS

Tabla 12. %EPC para determinar la citotoxicidad en relacién al tiempo de LQM 342.

342
%EPC + SEM
CITOTOXICIDAD 140 ™9/, 225 " 370 "\ 600 "%/;q
TO 3.63 + 0.50 3.60 + 1.08 2.90+0.75 3.36 + 0.20
T1 4.50 £ 1.27 4.55 + 0.00 X X
T2 2.43+0.88 2.20 £ 0.00 X X
T3 1.55+0.13 1.85 £ 0.00 X X

En ésta tabla se observa el % EPC + SEM (desviacién estandar) del compuesto LQM 342, donde las X son los lotes

donde se murieron todos los animales, TO representa el lote Control y T1, T2, T3, representan los lotes

administrados a 24, 48 y 72 horas respectivamente.

Se observa que los lotes de 140 y 225 ™/, aumentan un poco a las 24 horas (T1), de los lotes 370

y 600 mg/kg so6lo hay datos del control (T0), porque todos los ratones mueren antes de las 24 horas.

% EPC
—

CITOTOXICIDAD

342

TO

T
T1

TIEMPO

T2

T3

140 mgl/kg
225 mgl/kg
370 mg/kg
600 mg/kg

Figura 11. Frecuencia de % EPC en 2000 células del compuesto LQM 342 a diferentes tiempos en relacion a la

dosis. Aplicando ANOVA de una via, con una p<0.05 y F=5.357, se tiene una diferencia muy significativa.
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* Frecuenciade EPCMN para evaluar la inducciéon de Genotoxicidad.

En las tablas 13, 14, 15 y 16, se resumen las medias + el error estandar (SEM) de los EPCMN, que
se presenta a cada uno de los tiempos en base a las diferentes dosis y compuestos

respectivamente.

Tabla 13. EPCMN para determinar la genotoxicidad en relacién al tiempo de LQM 308.

308
EPCMN + SEM
GENOTOXICIDAD 140 ™, 225 ™%y, 370 ™y 600 "%y,
TO 2.00 £ 0.00 2.67 % 1.52 2.00 £ 0.00
T1 1.33 + 1.52 0.33+0.57 1.00 + 0.00
T2 1.00 + 0.00 0.67 + 1.15 1.00 £ 1.00
T3 0.67 + 0.57 0.67 + 0.57 1.33 £ 1.52

En ésta tabla se observa la cantidad de EPCMN + SEM (desviacién estandar) del compuesto LQM 308, donde TO
representa el lote Control y T1, T2, T3, representan los lotes administrados a 24, 48 y 72 horas respectivamente.

Se observa que todos los lotes disminuyen desde las 24 horas (T1).

GENOTOXICIDAD
308
4 140 mg/kg
225 mglkg
¥ B 370 mg/kyg
*
E 600 mg/kg
o 2+
gl ]
" ] [ 1
]-I
0 T
TO ™ T2 T3
TIEMPO

Figura 12. Frecuencia de EPCMN en 2000 células del compuesto LQM 308 a diferentes tiempos en relacién ala

dosis. Aplicando ANOVA de una via, con una p>0.05y F=1.449, considerado no significativo.
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RESULTADOS

Tabla 14. EPCMN para determinar la genotoxicidad en relacion al tiempo de LQM 314,

314
EPCMN + SEM
GENOTOXICIDAD 140 "yq 225 "g 370 "yq 600 "9/
TO 1.00 + 0.00 0.67 £ 0.57 0.67+1.15
T1 1.33+£1.15 2.00 £ 1.00 X
T2 1.00 + 0.00 1.00 + 0.00 X
T3 0.67 £ 1.15 1.50 + 2.12 X

En ésta tabla se observa la cantidad de EPCMN = SEM (desviacion estandar) del compuesto LQM 314, donde las X

son los lotes donde se murieron todos los animales, TO representa el lote Control y T1, T2, T3, representan los lotes

administrados a 24, 48 y 72 horas respectivamente.

Se observa que el lote de 140 ™/, aumentan un poco a las 24 horas (T1); pero después de las 48

horas (T2) disminuye nuevamente; sin embargo el lote de 225 ™/, aumenta a partir de las 24

horas (T1), manteniéndose asi hasta las 72 horas (T3), por otra parte, en los lotes 370 y 600 "9/4

so6lo hay datos del control (T0), porque todos los ratones mueren antes de las 24 horas.

GENOTOXICIDAD
314
4 -
140 mg/kg
* 225 mglikg
3 [ 370 mglkg
Z * ] 600 mg/kg
o 24
& l
S | |
n I ] ]
Control ™ T2 T3
TIEMPO

Figura 13. Frecuencia de EPCMN en 2000 células del compuesto LQM 314 a diferentes tiempos en relacién ala

dosis. Aplicando ANOVA de una via, con una p<0.05 (0.0358) y F=0.4886, considerado significativo.
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Tabla 15. EPCMN para determinar la genotoxicidad en relacion al tiempo de LQM 335.

335
EPCMN + SEM
GENOTOXICIDAD 140 "y 225 M9y, 600 "9/
TO 1.67 £1.15 1.00 + 0.00 0.67 £ 0.57
T1 0.50 + 0.70 0.50 £ 0.70 0.50 + 0.70
T2 0.00 + 0.00 1.00 + 0.00 1.00 £ 1.41
T3 0.00 + 0.00 1.00 + 1.41 0.50 + 0.70

En ésta tabla se observa la cantidad de EPCMN = SEM (desviacion estandar) del compuesto LQM 335, donde las X
son los lotes donde se murieron todos los animales, TO representa el lote Control y T1, T2, T3, representan los lotes
administrados a 24, 48 y 72 horas respectivamente.

Se observa que todos los lotes disminuyen desde las 24 horas (T1), en el lote de 370 ™%/,4 s6lo hay

datos hasta las 48 horas (T2), porque todos los ratones mueren antes de las 72 horas.

GENOTOXICIDAD
335

*] 140 mg/kg
225 mgikyg
2. ‘ * B 370 mglkg
600 mg/kg

EPCMN

) Tlli i

TIEMPO

Figura 14. Frecuencia de EPCMN en 2000 células de los compuestos LQM a diferentes tiempos en relacion ala
dosis. Aplicando ANOVA de una via, con una p<0.05 (0.8635) y F=1.197, considerado no significativo.
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RESULTADOS

Tabla 16. EPCMN para determinar la genotoxicidad en relacion al tiempo de LQM 342,

GENOTOXICIDAD EPCMN + SEM
140 "9, 225 ", 370 ™y 600 "%y
TO 1.33+0.67 1.33+0.57 1.33+0.57
T1 2.00 + 0.00 3.00 £ 0.00 X
T2 1.00 + 1.00 0.00 + 0.00 X
T3 0.33 £ 0.57 1.00 + 0.00 X

En ésta tabla se observa la cantidad de EPCMN = SEM (desviacion estandar) del compuesto LQM 342, donde las X

son los lotes donde se murieron todos los animales, TO representa el lote Control y T1, T2, T3, representan los lotes

administrados a 24, 48 y 72 horas respectivamente.

Se observa que los lotes de 140 y 225 mg/kg aumentan de forma considerable la cantidad de

EPCMN a las 24 horas (T1) con respecto al control (T0); sin embargo, a las 48 horas disminuye

nuevamente, manteniéndose hasta las 72 horas, por debajo de TO, en cuanto a los lotes 370 y 600

™/,q s6lo hay datos del control (T0), porque todos los ratones mueren antes de las 24 horas.

EPCMN
"

GENOTOXICIDAD
342

140 mgikg
225 mg/kg
B 370 mgikyg
600 mg/kg

TIEMPO

Figura 15. Frecuencia de EPCMN en 2000 células de los compuestos LQM a diferentes tiempos en relacion ala

dosis. Aplicando ANOVA de una via, con una p<0.05 (0.0116) y F=3.568, se tiene una diferencia significativa.
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DISCUSION

Los compuestos LQM 308, 314, 335 y 342, son investigados ya que pretenden tener actividad
antiarritmica, cardiovascular y antihipertensiva. Es por eso que el desarrollo de éste tipo de

medicamentos, es muy humeroso.

Este trabajo colabora como parte de los ensayos toxicoldgicos, a través de las pruebas de DLy y la

Prueba de Micronucleos in vivo para evaluar la Genotoxicidad y Citotoxicidad.

La mayoria de los farmacos empleados en enfermedades cardiovasculares, suelen presentarse en

forma de clorhidratos, por la ventaja de ser solubles en agua (Gonzalez, V., 2010).

Los compuestos LQM 308, 314 y 342 se disolvieron en HCI concentrado, excepto el LQM 335 que
se disolvid en Dimetilsulfoxido (DMSO). Lo que hizo complicada la disoluciéon del compuesto, ya
que se trabajo con altas cantidades, presentando problemas de solubilidad, tanto en la preparacion
como en la administracion, dando lugar a la precipitacion o inestabilidad de la sustancia en la
disolucioén; sin embargo no se observé ninguna influencia del disolvente durante la determinacién
de la DLgg y la Prueba de Micronucleos in vivo (Repetto J., 2009). El Dimetilsulfoxido (DMSO) es un
disolvente aprético, que interactua con compuestos idnicos; pero al hacerlo es incapaz de formar
puentes de hidrégeno con los aniones y disuelve compuestos idnicos principalmente mediante la

solvatacion de cationes (Morrison R., 1987).

Todos los compuestos fueron administrados por via intraperitoneal, siguiendo el método de Lorke,
al ser una via que permite introducir la sustancia de manera directa a torrente sanguineo de los

ratones para poder observar asi la DLsg (Lorke, D., 1983).

Al observar la toxicidad de los compuestos LQM 300 durante las primeras 6 horas de
experimentacion se obtuvo que el compuesto con una menor DLsg es el LQM 308 con 774.6 mg/kg,
seguido por el LQM 335 con una DLs, de 471.2 ™94 y por ultimo los LQM 314 y 342 mostraron la

mas alta DLs, de 288.5 ™9/, cada uno.

Los farmacos antiarritmicos corrigen alteraciones en la generacion y conduccién del impulso
eléctrico en el miocardio. Casi todos tienen un nitrégeno basico, que puede formar sales o bien
actuar como nitrégeno cuaternario y es necesario que exista un grupo o grupos aromaticos en su
estructura, capaces de intercalarse con fosfolipidos una cadena alquilica de conexion en la que
existan grupos funcionales capaces de asociarse por enlaces hidrégeno y un grupo amino

ionizable a pH fisioldgico (Veldzquez S., 2007). De éste modo los compuestos de la serie LQM 300
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son: monomorfolinico (LQM 308), dipiperidinico (LQM 335) y dimorfolinicos (LQM 314 y 342), por lo
que si relacionamos ésta caracteristica con su DLsy, podemos observar que al tener sélo un anillo
de morfolina, hay una baja toxicidad, como en el caso de tener presentes dos anillos de morfolina o

piperidina, donde la toxicidad es mayor (Tapia L., 2006).

Se han realizado varias investigaciones, que han demostrado la actividad sobre el sistema
cardiovascular de los compuestos LQM 308, 314, 335 y 342. Por ejemplo, Tapia Lépez en el 2006
determiné que el LQM 308 presenta un efecto hipotensor moderado sobre PAS, PAD y FC
atribuido a su conformaciéon quimica de un anillo de morfolina, sugiriendo que requiere de un
segundo anillo en su estructura que incremente su afinidad con los receptores y de forma
proporcional su potencia, dado que los compuestos que presentan dos anillos de morfolina o
piperidina, asi como grupos hidroxilo (OH), coadyuvan a un mayor efecto y potencia. Posiblemente
la relacion con su estructura, es que al no tener suficiente afinidad con los receptores y potencia no

induce el deceso de los animales.

Por otra parte en el ensayo de MN las células que se evallan son los EPC para ver saber si la
sustancia de ensayo puede estar alterando la proliferacion de las células eritropoyéticas.
(citotoxicidad); también si dentro de los EPC hay presencia de micronucleos, que se refiere al dafio
producido directamente sobre el material genético de las células, lo cual puede generar mutaciones

irremediables para los mecanismos de reparacién celular (Hernandez, M., 2012).

En las Figuras 8 se observa que para el LQM 308 la cantidad de EPC tiende a disminuir en todas
las dosis a lo largo de las 72 horas, siendo mas notorio en las dosis de 370 y 600 ™4, por lo que
podemos pensar que el compuesto produce citotoxicidad conforme nos vamos acercando a su
DLs, de 774.6 ™4, disminuyendo la produccion de EPC. Del mismo modo en la Figura 10 para el
LQM 335 se tiene una disminucion de EPC desde mucho antes de aproximarse a su DLsqg de 471.2
mg/kg, sobre todo a las 48 horas en todas las dosis. En cuanto al posible dafio genotéxico producido
por los compuestos, se tiene que en la Figura 12 se ve que la generacién de EPCMN del LQM 308,
tiende a disminuir a lo largo de las 72 horas, excepto para la dosis mas alta de 600 ™/, que entre
las 48 y 72 horas tiende a aumentar; sin embargo no es estadisticamente significativo, por lo que

no se considera genotoéxico.

Por otro lado en las Figuras 9y 11 para los LQM 314 y 342 se tiene que por efecto de la DL5y s6lo
contamos con las dosis mas bajas de 140 y 225 ™,4 hasta las 72 horas; sin embargo es suficiente
para observar que los compuestos también producen citotoxicidad sobre las proliferacién de EPC
al disminuir la cantidad, sobre todo a partir de las 48 horas para ambas dosis. También se sugiere
que el grupo —CN del LQM 314, posiblemente bloquea los canales de Ca® incrementando los

niveles de Na* en citoplasma, lo cual puede generar hipoxia por la disminucién en la distribucién de
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O, a los diversos tejidos para llevar a cabo su metabolismo, manifestandose con fatiga. En éste
contexto, se observa que el compuesto no presenta efectos adversos a nivel terapéutico; sin
embargo a dosis toxicas fue el grupo que presentd mas letargo y convulsiones con lo que

posiblemente también influya en la actividad eléctrica de las células (Tapia L., 2006).

Referente a la cantidad de EPCMN en las Figuras 13 y 15 se observa que tienden a aumentar al
comparar el comportamiento desde las 0O horas hasta las 24 horas y nuevamente de las 48 horas

hasta las 72 horas para el caso de las dosis que mantuvimos hasta las 72 horas.

El LQM 335 de forma parecida al LQM 308 requiere de una alta concentracion de compuesto 471.2
mg/kg para alcanzar su DLgp; sin embargo posee en su estructura dos anillos de piperidina, lo cual si
lo hace citotoxico al observar en la Figura 10 que disminuye a las 48 horas la produccion de EPC
de manera importante; sin embargo si observamos la Figura 14 se observa el efecto genotdxico
llega a suprimirse totalmente a la dosis mas baja de 140 ™/, y a la dosis mayor de 600 ™/
también disminuye la presencia de EPCMN aunque en menor medida(Hernandez A., 2012). En
tanto a la actividad cardiovascular del LQM 335, Castillo Garcia en el 2008 encontré que disminuye
la contraccion auricular inhibiendo por completo el efecto contractil de la fenilefrina sobre la
auricula derecha, ese mismo afno Rosas Gonzalez., observd que disminuye en un rango mayor al
50% la FC. Mas tarde en el 2012 Lépez Pacheco y Palma Anguiano determinaron que presenta un
efecto vasodilatador, disminuyendo significativamente la contraccion muscular en las aortas

toracica y abdominal y Aguilar Hdz escribié que es estable, tanto en medio acido como basico.

Mondragén Garcia en el 2009 encontré que ambos LQM 314 y 335 disminuyen la contraccion de
las aortas toracica y abdominal, siendo el 314 mas potente; también sugiere que el LQM 335 al ser
dipiperidinico y poseer dos sustituyentes —OH, favorecen el efecto vasodilatador. Mas tarde en el
2012 Hernandez Anaya escribié que el LQM 335 no es genotdxico y si antigenotdxico a
concentraciones de 5, 10 y 20 mg/kg. Por otra parte, Rosas Gonzalez se refiere al LQM 342 como
derivado de la reduccion del compuesto LQM 341, resultando en una amina terciaria que tiene una
carga positiva, la cual se estabiliza con un ion de yodo, sugiriendo que a pesar de presentar dos
anillos de morfolina y un sustituyente hidroxilo no es capaz de presentar efecto farmacoldgico,
debido a que moléculas que exhiben carga tienen dificultad para ello; sin embargo se observé que
en relacion a los anillos de morfolina, al tenerlos en su estructura, le confiere gran estabilidad,
aunque se considera que al tener un nitrdgeno como sustituyente, ya sea en forma de amina o de
nitrilo se caracterizan por ser muy téxico con la mas baja concentracion de compuesto para

alcanzar la DLsg y con signos en los ratones de mucho letargo y convulsiones.
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CONCLUSIONES

Se considera que la caracteristica del LQM 308 de poseer un solo anillo de morfolina, evita que
interactue adecuadamente con su receptor disminuyendo su efecto toxico ya que es necesaria una
alta concentracion de compuesto para alcanzar su DLsg; sin embargo, si, se considera citotdxico al

disminuir la producciéon de EPC; pero sin la generaciéon de micronucleos.

Los LQM 314 y 342 no solo comparten coincidencia de tener presentes dos anillos de morfolina,
sino también su caracter toxico, citotdxico y genotoxico. Al mencionar antes que la presencia de
dos anillos morfolinicos podria incrementar la afinidad de la molécula por el receptor, se considera

afirmativo por los resultados arrojados por éste par de compuestos.

Por ultimo el LQM 335 de origen piperidinico con dos anillos en su estructura lo hace citotéxico, por
disminuir la proliferacion de EPC pero no téxico ni genotéxico al no inducir la formacion de

micronucleos y al necesitar una alta dosis de compuesto para alcanzar su DL 5.
Se ve que la estructura que presentan los compuestos si es muy importante, debido a que de ésta

dependen tanto su afinidad como su capacidad de interaccionar con el medio solvente y también

de los efectos que tienen sobre el organismo al que se le administra.
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PERSPECTIVAS

Los Cambios demograficos, epidemiolégicos y econdmicos han transformado a la industria
farmacéutica, la poblacion esta envejeciendo en algunos continentes mientras que en otros la
mayor parte de la poblaciéon es joven, lo que genera diferentes necesidades para mercados

especificos.

La poblacion mundial tiene un crecimiento proyectado a 7.6 billones en 2020, del cual el 9.4%
seran mayores de 65 afios los cuales consumen mayor cantidad de medicamentos. Por otra parte
se estima que en el 2025 aproximadamente 1 billon de personas sufran de hipertension en paises
en vias de desarrollo, lo que ocasiona que los productos farmacéuticos estén enfocados a este tipo
de enfermedades (Sierra R., 2010).

En México, la mejora de las condiciones sanitarias y atencion a la salud que ocurrieron en los
ultimos 60 afios, trajo como resultado que la esperanza de anos de vida al nacer en el afio 2015
sea de 72.34 en hombres y 77.68 en mujeres y para el 2050 de estima que sea de 77.34 para
hombres y 81.60 en mujeres, mientras que la tasa de natalidad disminuya de 18.52 en el 2015 a
13.85 en 2| 2050 por cada 1000 mexicanos; esto genera un cambio en la distribucién etaria del
pais (Consejo Nacional de Poblacion CONAPO).

Los modelos econdmicos sugieren que el grupo denominado como el de economias emergentes

(E7), al cual pertenece México invertirdan 15.7 trillones de délares en el 2020 para el tratamiento de

cardiopatias por ser paises que estan envejeciendo rapidamente (Sierra R., 2010).
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ANEXO

NSTANCIA DE SANIDAD DE LOS RATONES CD1

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

BIOTERIO GENERAL

Av. de Loy Barrlos Ha. 1, Los Reyss Iztoonlo, Tiolveponiio, T
Edo. Mex. W fesizticcola

wram

A QUIEN CORRESPONDA
PRESENTE

Por madio de la presenta le Informo gue los ratones CD-1 son maontenides bajo
condiclanes an las cuales tode al matarial que antra en contacto con ellos es esterilizade.
Mo presentan ningdn signo aparants da enfermadad v la colonia fue sometida o
trotomiento contra pardsitos Internas v extarnos hace dos meses.

ja extiendsa la presente pora los finas que al Interesado convengan.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HA

ARA EL ESPIRITU"

MVZ. MA. LETI : IA FLORES SANCHEZ
RESPONSABLE DEL BIOTERIO GENERAL
FES Iztacala 56231270
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