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RESUMEN

En el Laboratorio de Quimica Medicinal se han desarrollado los compuestos
denominados CAPA los cuales son compuestos analogos del CAPE compuestos que en
cuyas modificaciones se busca mejorar las propiedades biolodgicas que este posee,
especificamente las Antigenotdxica y quimio-protectoras.

Los compuestos de la serie LQM 700’s que se trabajaron en esta tesis pertenecen a los
compuestos CAPA, con los cuales se realizdé un estudio de toxicidad subcronica para
evaluar los dafios que pudieran provocar los compuestos LQM 755, 733 Y 731 a través
de la evaluacion histolégica de células no tumorales en higado y rifidn de ratones CD 1
como parte de la bateria de pruebas preclinicas que deben realizarse para poder
perfilarlos como farmacos inocuos para la salud. El objetivo de elegir higado y rifion es
debido a que el higado es el érgano mas importante con respecto a la actividad
metabolica y es un 6rgano glandular con funcion desintoxicante por lo que es responsable
de eliminar de la sangre las sustancias que puedan resultar nocivas para el organismo,
convirtiéndolas en inocuas (Molist G y Pombal D, 2013a). El rifion es un 6rgano excretor
de los desechos del metabolismo mediante la orina, por lo que evaluar estos 6rganos nos
permite seguir de cerca el curso metabdlico de estos compuestos en el organismo del
raton (Molist G y Pombal D, 2013b). La dosis Unica que se utilizd en el tratamiento
subcronico fue designada con base en los resultados obtenidos en otros ensayos, ya que
a la dosis de 20 mg/kg de peso no se obtuvo efecto genotoxico significativo en células
sanas y se obtuvo el mejor efecto antigenotoxico en células afectadas con MMC en una

administracion aguda (Herndndez M, 2013), ademas de que en el ensayo de


https://es.wikipedia.org/wiki/Sangre
https://es.wikipedia.org/wiki/Noxa_(salud)
https://es.wikipedia.org/wiki/Orina

micronucleos con una dosis de 15 mg/kg ningn compuesto presento actividad citotoxica
en leucocitos (Gutiérrez S, 2015), por lo que al ser un estudio de seis semanas se
mantuvo la dosis de 15 mg/kg pensando asi en no causar un dafio subtoxico en las
células sanas. Con los resultados de este estudio a través de la evaluacién histologica se
determind que los tres compuestos inducen lesiones en higado y rifién, y que se es

posible postular a los compuestos con una actividad citotoxica.



MARCO TEORICO

1. Propdleo
El propdleo es una resina cérea, de composicion compleja y consistencia viscosa que las
abejas elaboran a partir de particulas resinosas de diferentes vegetales que utilizan en la
construccion, reparacion y proteccion de la colmena. Ha sido ampliamente utilizado
desde la antigiedad con diversas finalidades, actualmente se investigan las acciones,
efectos y posibles usos del propdleo en biologia y medicina, destacando como
suplemento dietético y aplicado en la industria farmacéutica. Uno de los componentes del
propdleo mas estudiados en los ultimos 20 afos es el éster feniletilico del acido cafeico
(CAPE) (Figura 1), compuesto fendlico que posee un amplio espectro de actividades
biologicas. Algunas de las actividades biologicas descritas para este compuesto son las
siguientes (Beltran R. et al, 2011):

« Efecto antiviral, antibacteriano, antifingico y antiprotozoario

* Antinflamatorio y analgésico

* Inmunoestimulante

» Toxico para célula cancerosa e inocua para células no cancerosas. (Actividad anti
proliferativa en una gran variedad de lineas celulares cancerigenas) (Hernandez J. et al,
2007)

 Antioxidante

» Suprime la produccién de eicosanoides (COX-2)

* Induce apoptosis en células transformadas e inhibe la sintesis de DNA

* Regenera las uniones GAP entre células transformadas

* Disminuye la actividad enzimatica de los citocromos P450 (CYP)



HO .

HO

Figura 1. Estructura del CAPE (Beltran R. et al, 2011)

1.1 Acido Cafeico y sus Derivados Tipo Ester
El &cido cafeico es un compuesto organico que es clasificado como un &cido
hidroxicinamico. Este sélido amarillo contiene grupos funcionales fendlico y acrilico (el
nombre dado por la IUPAC para el grupo acrilico es prop-2-enoyl). Se encuentra en todas
las plantas debido a que es un intermediario clave en la biosintesis de la lignina, una de
las principales formas de biomasa y de interés en la estructura base del CAPE (Boerjan

W. et al, 2003).

O
HO

HO

Figura 2. Estructura del acido cafeico (Pubchem, 2015a)
El &cido cafeico tiene una variedad de efectos farmacoldgicos potenciales en estudios in
vitro y en modelos animales, pero no han sido demostrados efectos clinicos en humanos.
En el estudio realizado por Bruce C y Jong H el acido cafeico superé a otros antioxidantes,

reduciendo la produccion de aflatoxinas en mas del 95 %. Estos estudios son los primeros
4
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en mostrar que el estrés oxidativo que de otra manera habria provocado un aumento en
la produccion de aflatoxinas del Aspergillus flavus, puede ser obstaculizado por el acido
cafeico. Esto abre la puerta para utilizar métodos fungicidas naturales mediante la
suplementacion de arboles con antioxidantes lo que pone en manifiesto su actividad
como un compuesto con actividad anticitotoxica (Bruce C y Jong H, 2006). En otros
estudios ha demostrado ser un antioxidante in vitro y también in vivo el cual muestra
actividad inmunomodulatoria y antiinflamatoria (Boerjan W. et al, 2003).

Estudios de la carcinogenicidad del acido cafeico tienes resultados mixtos. Algunos
estudios han mostrado que inhibe la carcinogénesis, y otros experimentos muestran
efectos carcinogénicos. La administracion oral de altas dosis de acido cafeico en ratas
ha causado papilomas estomacales. En el mismo estudio, altas dosis de antioxidantes
combinados, incluyendo al acido cafeico, mostraron una disminucion significativa en el
crecimiento de tumores del colon en esas mismas ratas. Ningun efecto significativo fue
notado aparte de eso (Hirose M. et al, 1998). El acido cafeico esta listado en algunas
hojas de datos de riesgo como carcindégenos potenciales, tal como ha sido listado por la
Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) como carcindgeno del Grupo
2B, "posiblemente carcinégeno para los humanos" (IARC, 2015). Datos mas recientes
muestran que las bacterias en los intestinos de ratas pueden alterar la formacion de
metabolitos del acido cafeico (Peppercorn My Goldman P, 2003; Gonthier M. et al, 2003).
No ha habido efectos nocivos conocidos del acido cafeico en humanos.

El acido cafeico es el acido hidroxicinamico de mayor distribucién en la naturaleza, se
encuentra principalmente en forma esterificada, aunque se ha encontrado libremente en

plantas como Zea mayz, Vaccinium bracteatum, Canavalia ensiformes y en el peridermo

5



de laraiz de Ipomea batatas. El acido cafeico se conjuga con el acido quinico para formar
mono-, di-, tri- y tetra-ésteres. Dentro de las variantes del acido cafeico tenemos, el acido
5-O-cafeoilquinico o acido clorogénico (Figura 3), es el éster de acido quinico y acido
cafeico mas conocido, el principal compuesto hidroxicinamico en la dieta humana y el
compuesto fendlico mas abundante en el café, el &cido rosmarinico es un éster de acido
cafeico con el acido 3,4-dihidroxifenil lactico (Figura 3) y es el principal compuesto
fendlico encontrado en plantas de la familia Lamiaceae cémo Rosmarinus officinalis,
Origanum spp. y Prunella vulgaris y finalmente la variante éster feniletilico del acido

cafeico (CAPE) (Figura 3) es el compuesto bioactivo mas importante aislado del propéleo
(Martinez M, 2013).

s

Acido Clorogénico

Ester fenetilico del acido cafeico
oM

Figura 3. Principales ésteres del acido cafeico (Martinez M, 2013)



1.2 Ester feniletilico del &cido cafeico (CAPE)
La capacidad antioxidante del &cido cafeico y sus derivados tipo éster es el principal
objetivo en el que se centran la mayoria de las investigaciones sobre estos compuestos.
Esta propiedad ya ha sido ampliamente demostrada por varios grupos de investigacion
gue se han valido de una amplia gama de técnicas para tal efecto, entre las que destacan,
el ensayo de la actividad atrapadora de radicales libres DPPH (2,2- difenil-1-
picrilhidrazilo) o ABTS (4cido 2,2—azino—bis—[3—etillbenzotiazolin—6—sulfénico]) o el
ensayo de capacidad antioxidante mediante la reduccién del ion férrico (FRAP). (Roleira
F. et al, 2010; Menezes J. et al, 2011; Garrido J. et al, 2012; Lv J. et al, 2013). Estas
investigaciones demuestran que la actividad antioxidante del acido cafeico y sus ésteres
es mayor que la de compuestos antioxidantes comerciales sintéticos como el
butilhidroxitolueno (BHT) o el Trolox, asi como de derivados de otros &acidos
hidroxicinamicos (Chen J y Chi-Tang Ho, 1997; Amorati R. et al, 2006), ademas, estos
estudios sugieren que la mayor capacidad antioxidante de los derivados de acido cafeico
con respecto a sus analogos hidroxicinamicos se debe a la presencia de mas grupos
hidroxilo de tipo fendlico en su estructura, ya que esta propiedad se incrementa al
aumentar el nimero de estos. En un estudio realizado por Chen y Ho, con varios
derivados naturales de acido cafeico y antioxidantes comerciales, se demostré que el
acido rosmarinico presenta una mayor capacidad antioxidante in vitro respecto a la
mayoria de las moléculas de estudio, y esto se atribuye a la presencia de cuatro hidroxilos
fendlicos en su estructura que le confiere una mayor capacidad antioxidante (Chen Jy

Chi-Tang Ho, 1997).


http://pubs.acs.org/author/Ho%2C+Chi-Tang
http://pubs.acs.org/author/Ho%2C+Chi-Tang

Otras investigaciones se han encaminado a relacionar la capacidad antioxidante de estas
moléculas con la prevencion de dafios por enfermedades donde el proceso oxidativo es
muy marcado. Altug y colaboradores, realizaron un estudio en el que proponen que el
efecto protector del CAPE en la isquemia cerebral inducida en conejos, se debe
principalmente a la accion antioxidante de este compuesto (Altug M.E. et al, 2008). Sato
y colaboradores, también relacionaron el efecto protector del acido cafeico y el acido
clorogénico en el dafio por isquemia en ratas con la capacidad antioxidante de estas
moléculas (Sato Y. et al 2011).

Se ha demostrado que puede inhibir el proceso de la hepatocarcinogénesis quimica con
tres dosis en la etapa de promocion, lo cual resulta en una disminucion de las lesiones
preneoplasicas en ratas. Este compuesto quimio-protector es un excelente candidato
para administrarlo en personas de alto riesgo de desarrollar cancer lo que da pauta a que
estudios posteriores determinen si es posible su uso en los seres humanos, ya sea para
inhibir, prevenir o revertir la carcinogénesis (Beltran R. et al, 2011).

1.3 Analogos amidicos del acido cafeico (CAPA)

Los analogos del CAPE estan ampliamente distribuidos en plantas, como en el café, oliva,
propdleo y algunas frutas pero un impedimento para el uso de CAPE extraido de
productos naturales como el propéleo es los bajos rendimientos que se obtienen, pues
esta molécula se encuentra de 2 - 5 % en estos productos; de forma similar por sintesis
guimica el proceso sintético y los métodos de purificacion requieren un largo
procedimiento obteniendo del 35 % al 50 % que resultan en un elevado costo de

produccion. Sin embargo, se han sintetizado moléculas con estructuras similares al CAPE



estas han sido estudiadas observandose que conservan la actividad biolégica, ademas
gue resultan menos caras y de una obtencion mas rapida (Macias P. et al, 2013).

Existen reportados 85 compuestos considerados bioactivos y un aproximado de 89
patentes de compuestos relacionados (Pubchem, 2015b). Por lo anterior el grupo de
quimica medicinal en la FESC encabezados por el Dr. Enrique Angeles Anguiano tomo
la decision de sintetizar una amplia gama de derivados Amidicos de CAPE nombrados
CAPA (analogos amidicos del acido cafeico) como lo son la serie LQM 700 que contiene
al menos 30 compuestos (Hernandez M, 2013), En 2011, se llevo a cabo la sintesis de
ciertos derivados mediante la reaccion de Knoevenagel-Doebner, partiendo de aldehidos
aromaticos y acido malonico, de donde se generaron tres derivados del acido cinamico
(LQM 711, 713 y 747)(Figura 4). Para obtener las amidas correspondientes, derivadas
de los acidos cinamicos, se llevo a cabo la reaccion de condensacion directa y como
producto final se obtuvieron 5 derivados del CAPE (LQM 716. 725, 749, 739 y 748), que

posteriormente se purificaron (Gutiérrez S, 2015).

(o)
8 S
D g N oH ®/\/ AN R e
Y + —_— ¥
Z IR
0 Y

B Oor NH, '
v @/\/\ ' @/\—> N w/\@
IR

Y

Y: Haloégenos, Me, MeO, Ph, EtO, OH

Figura 4. Reaccion de sintesis de amidas a partir de derivados del acido cinamico
(Gutiérrez S, 2015)



2. Estudios realizados a partir de los compuestos CAPA

Los compuestos CAPA se han evaluado con el ensayo cometa para el estudio de
genotoxicidad en linfocitos humanos (Paniagua L, 2010) presentaron los efectos quimio-
protectores de otras dos moléculas derivadas del CAPE de la serie LQM 717 y 706, en el
modelo modificado del hepatocito resistente en ratén. Ambos compuestos ejercieron
efectos protectores en la peroxidacion de lipidos, necrosis, proliferacion celular,
activacion de la subunidad P56 de NF — kB y en lesiones preneoplasicas (Macias P. et
al, 2013).

En 2012 se evalud la actividad citotoxica de 30 compuestos de la serie LQM 700 a una
concentracion de 100 puM en tres lineas celulares neoplasicas, las cuales fueron MDA-
MB 231(cancer de mama), Hela (cancer de cérvix) y PC-3 (cancer de prostata) ademas
de emplear un cultivo primario de células mononucleares de sangre periférica (linfocitos)
y células de tejido sano (fibroblastos). La citotoxicidad fue probada mediante las técnicas
MTT y CV (Ruiz M, 2012).

Se seleccionaron los tres compuestos mas citotoxicos para las lineas celulares
neoplasicas y fueron evaluados nuevamente a diferentes concentraciones (sin tomar en
cuenta la concentracion de 100 uM en las mismas lineas celulares, con los mismos
métodos, con los datos obtenidos del porcentaje de viabilidad, se calcul6 el valor de la
concentracion inhibitoria al 50 % (IC 50). Los compuestos que obtuvieron la mejor IC50
por ambas técnicas fueron los LQM 738 y 755. Los compuestos que no presentaron
toxicidad a las células mononucleares de sangre periférica (linfocitos) por la técnica MTT
fueron el LQM 755 y el 738. Para el ensayo de CV el LQM 731 seguido del 738 fueron

los compuestos que presentaron menor actividad citotoxica (Ruiz M, 2012), debido a

10



estos resultados, se han realizado mas pruebas con los compuestos LQM 731, 738y 755
para poder perfilarlos como farmacos quimio-protectores.

En 2013 en el trabajo evaluacion del efecto antigenotoxico del compuesto LQM 731
mediante ensayo cometa se reporté una viabilidad celular arriba de 90 % a dos distintas
dosis del compuesto LQM 731 (20 y 40 mg/kg de peso), se observo que el porcentaje de
viabilidad celular a la dosis de 20 mg/kg tiende a disminuir en rifién en un 92 % sin llegar
a ser un cambio significativo con respecto al higado que exhibe 95 %, demostrando que
ambas dosis causan un dafio minimo al DNA si el compuesto es administrado solo.
Cuando el LQM 731 se administro luego de tres horas el dafio es minimo a la dosis de
20 mg/kg; sin embargo, a la dosis de 40 mg/kg se encontré un dafio mayor solo hasta 18
horas después el tratamiento. Por lo que se demostrdé su actividad antigenotoxica al
disminuir el dafio al DNA inducido por MMC en células del higado y de rifidn con ambas
dosis, pero en un porcentaje mayor con la dosis de 20 mg/kg de peso (Hernandez M,
2013).

La accién anticancerigena del compuesto LQM 731 se evalu6 en un modelo de lesiones
preneoplasicas en raton CD1, la induccion de las lesiones se llevé a cabo con 2,4 —
dinitrofenilhidrazina y posteriormente fueron tratados con dos diferentes dosis del
compuesto LQM 731. A través de un estudio anatomopatoldgico el agente se perfila como
guimio-protector por la regeneracion en tumefaccion turbia hepatica y por demostrar ser
proapoptotico, ademas de mostrar una respuesta inmunomoduladora en bazo e
intestinos, principalmente a una dosis terapéutica de 20 mg/kg (Martinez R, 2014).

La evaluacién de la capacidad genotéxica y antigenotoxica del compuesto LQM 738 se

llevé a cabo mediante la técnica de electroforesis unicelular en gel (ensayo cometa) en
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ratones CD1, concluyendo que a una dosis de 20 mg/kg el compuesto no presenta
genotoxicidad significativa tanto en higado como en rifion, ademas de poseer actividad
antigenotoxica al reducir el dafio a ADN provocado por MMC hasta en un 88.42 % en
células hepaticas en un 57.6 % en células renales a la misma dosis (Cruz L, 2014).

De igual manera, se evaluo el efecto antigenotoxico del LQM 755 a través del ensayo
cometa en células de higado y rifién de ratones CD1, demostrando que a una dosis de
20 mg/kg presenta un efecto antigenotoxico, disminuyendo el dafio inducido al ADN por
MMC, por lo que puede perfilarse como un compuesto quimio-protector (Aguilar R, 2014).
En otro ensayo, se evaluo la actividad genotdxica y citotoxica el cual fue realizado a traves
de la prueba de micronucleos en ratones CD1 con una dosis de 15 mg/kg de peso de
LQM 731, 738y 755, en el cual se midié su potencial genotoxico y citotoxico en un tiempo
de respuesta agudo y subcronico; donde se concluyo que ninguno de los tres compuestos
presenta actividad citotoxica en PMN de raton y que la actividad genotoxica presentada
por los tres compuestos es menor a la que provoca un agente clastogeno como la MMC,
siendo el LQM 731 el que presenté mayor actividad genotoxica durante las seis semana
de administracion, el compuesto LQM 738 fue el que menos actividad genotdxica
presentd de los tres compuestos y el compuesto LQM 755 solo mostré actividad
genotodxica en el periodo subcrdénico de administracion después de la tercer semana, esto
resulta sumamente importante porque pone de manifiesto que los compuestos son
sustancias de muy bajo potencial genotoxico y citotoxico (Gutiérrez S, 2015).

Con los estudios mencionados, se despierta el interés de realizar otros ensayos que
caractericen mejor su actividad quimio-protectora, asi como de evaluar parametros de

toxicidad en un tiempo de respuesta subcronico de exposicion en modelos animales de
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experimentacion in vivo, como la actividad genotoxica y citotoxica que pudieran inducir,
ya que de esto dependera el posible uso de los compuestos de la serie LQM 700’s como
anticancerigenos y quimio-protectores.

3. Cancery su relacion con los compuestos CAPA

3.1 Cancer

El termino cancer puede definirse como aquella situacién patolégica cuya principal
caracteristica es la proliferaciéon celular incontrolada, en la que las células se encuentran
comprometidas en sufrir la mitosis indefinidamente. Se han emitido teorias para explicar
el mecanismo implicado en la pérdida de control de la proliferacion. La teoria genética
propone que las alteraciones adquiridas en el genoma celular, es decir las mutaciones
somaticas, son las que dan origen al cancer, mientras que la teoria epigenética sugiere
gue las alteraciones metabdlicas pueden inducir la expresion de genes que originan
cancer. En los ultimos afios se ha aceptado que el cancer es una enfermedad en la que
mutaciones en el material genético hacen que se activen genes dominantes o se inactiven
genes recesivos, que ejercen una funcion reguladora del ciclo celular (Mufioz A. et al,
2004).

La malignidad del cancer es variable, segun la agresividad de sus células y demas
caracteristicas bioldgicas de cada tipo tumoral. En general, el comportamiento de las
células cancerosas se caracteriza por carecer del control reproductivo que requiere su
funcién original, perdiendo sus caracteristicas primitivas y adquiriendo otras que no les
corresponden, como la capacidad de invadir de forma progresiva y por distintas vias
organos proximos, o incluso diseminandose a distancia (metéstasis), con crecimiento y

divisidon mas alla de los limites normales del 6rgano al que pertenecian primitivamente,
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diseminandose por el organismo fundamentalmente a través del sistema linfatico o el
sistema circulatorio, y ocasionando el crecimiento de nuevos tumores en otras partes del
cuerpo alejadas de la localizacion original (Camargo B. et al, 2004). Las anormalidades
genéticas encontradas en las células cancerosas pueden consistir en una mutacién
puntual, translocacion, amplificacién, delecién, y ganancia o pérdida de un cromosoma
completo (Fernandez P, 2008). Existen genes que son mas susceptibles a sufrir
mutaciones que desencadenen cancer. Esos genes, cuando estan en su estado normal,
se llaman proto-oncogenes, y cuando estdn mutados se llaman oncogenes. Lo que esos
genes codifican suelen ser receptores de factores de crecimiento, de manera que la
mutacion genética hace que los receptores producidos estén permanentemente
activados, o bien codifican los factores de crecimiento en si, y la mutacién puede hacer
gue se produzcan factores de crecimiento en exceso y sin control (Hernandez M y
Hernandez R, 1999).
3.2 Epidemiologia

El cancer es la segunda causa de muerte, las muertes por cancer estan aumentando. Se
estima que a lo largo del siglo XXI el cancer sera la principal causa de muerte en los
paises desarrollados. A pesar de esto, se ha producido un aumento en la supervivencia
media de los pacientes diagnosticados de cancer (Bray F. et al, 2012). La frecuencia
relativa de cada tipo de cancer varia segun el sexo y la region geografica, el cancer de
pulmén es el mas frecuente en el mundo para el total de los dos sexos especialmente en
los varones, mientras que en las mujeres es el de mama. En Estados Unidos, excluyendo
el cancer de piel, los mas frecuentes en varones son el de pulmdn, préstata y colorrectal,

mientras que en mujeres el primero es el de pulmdn, seguido por el cancer de mamayy el
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colorrectal. En Europa, en varones, el cAncer de prostata es el mas frecuente, seguido
del cancer de pulmén y el de colon y recto. En mujeres, el més frecuente es el cancer de
mama, seguido del colorrectal y el de pulmén (Lépez A. et al, 2004), mientras que en
México el cancer de prostata es el mas frecuente en hombres y el de mama en mujeres
(Aldaco F. et al, 2012).

Para conocer los casos nuevos de cancer que se diagnostican en una poblacién alo largo
de un periodo de tiempo, se utilizan los denominados registros poblacionales de cancer,
los cuales se ocupan de recoger de una forma sistematica, continuada y estandarizada
la informacion necesaria para obtener datos de incidencia de cancer y estudiar su
distribucion por edad, sexo, caracteristicas tumorales, asi como su evolucion a lo largo
del tiempo (Tabla 1) (Lopez A. et al, 2004; Massagueé J, 2008).

Tabla 1. Incidencia de cancer en adultos en Estados Unidos, Espafiay
México

Datos que corresponden a Estados Unidos (American cancer society), Espafia
(Centro nacional de epidemiologia) y México (Gaceta mexicana de oncologia)

Estados Unidos Espafa México
pulmén (31%) pulmon (28%) Préstata (15%)
Hombre préstata (10%) colorrectal (12%) pulmén (12%)
colorrectal (8%) préstata (8%) estbmago (8%)
pancreas(6%) pancreas(6%) higado (7%)
Estados Unidos Espafa México
pulmén (26%) mama (19%) mama (13%)
Mujeres mama (15%) colorrectal (15%) cv (10%)
colorrectal (9%) pulmén (8%) higado (7%)
pancreas (6%) pancreas (6%) estbmago (7%)

Las cifras entre paréntesis representan el porcentaje total de muertes por ese
tipo concreto de cancer (Massagué J, 2008 y Aldaco F. et al, 2012)
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No se debe pensar en el cAncer como una enfermedad de causa Unica, sino mas bien
como el resultado final de una interaccion de multiples factores de riesgo. La gran mayoria
de los canceres, aproximadamente el 90-95 % de los casos, tiene como causa factores
ambientales, el 5-10 % restante se debe a factores genéticos (Anand P. et al, 2008).
"Factores ambientales" se refiere no so6lo a la contaminacion, sino a cualquier causa que
no se hereda genéticamente, como el estilo de vida, los factores econémicos y de
comportamiento (Anand P. et al, 2008). Alrededor de un tercio de las muertes por cancer
se debe alos cinco principales riesgos conductuales y dietéticos: indice de masa corporal
alto, baja ingesta de frutas y verduras, falta de actividad fisica, consumo de tabaco y
consumo de alcohol. El consumo de tabaco es la causa de alrededor del 20 % de las
muertes por cancer. Ciertas infecciones virales (como la hepatitis B, la hepatitis C y el
virus del papiloma humano) son responsables de hasta el 20 % de las muertes por cancer
en los paises en vias de desarrollo (WHO, 2015).
3.3 Quimioterapia

Consiste en la utilizacién de una serie de medicamentos que se llaman citostaticos, son
sustancias que tienen la capacidad de inhibir la evolucién de los tumores malignos
restringiendo ciertos mecanismos bioquimicos especificos de la multiplicacion de sus
células dificultando el proceso de division (carcinogénesis). Estos medicamentos
constituyen un grupo heterogéneo de diversas sustancias que se utilizan de forma
preferente, aunque no exclusiva, en el tratamiento del cancer. Algunas de las mas
empleadas son la ciclofosfamida, el 5-fluorouracilo y el metotrexato (Comision de salud

publica, 2003; Camargo B. et al, 2004).
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3.4 Quimio-Prevencion

El término de quimio-prevencion se acuiid para describir una nueva disciplina en
oncologia, que consiste en el uso de compuestos sintéticos o naturales para inhibir,
retardar o revertir la carcinogénesis. La quimio-prevencién se basa en la hipétesis de que
la interrupcién de los eventos bioldgicos involucrados en la carcinogénesis inhibird este
proceso y reducira la incidencia de cancer (Beltran R. et al, 2006). Esta hipotesis provee
un punto de partida para el disefio y evaluaciéon de esquemas de quimio-prevencion,
incluyendo la seleccion de los agentes para inhibir el proceso biolégico, los cuales pueden
aplicarse en cualquiera de las tres etapas del proceso de carcinogénesis:

* Iniciacion. Cuando las células reciben los primeros dafios y se forman células
iniciadas

* Promocién. Donde las células iniciadas sufren una expansion clonal, formando
lesiones preneoplasicas

* Progresion. Donde se acumulan mas alteraciones que llevan a las células a adquirir
un fenotipo maligno
A los compuestos utilizados en la quimio-prevencion se les denomina quimio-protectores
y estos se han identificado en algunos farmacos de uso comuan como los antinflamatorios
no esteroidales y otros se han encontrado frecuentemente cuando se estudia el efecto
de sustancias purificadas de extractos de productos naturales a los cuales la medicina
ha atribuido propiedades terapéuticas, este es el caso del propdleo y de sus derivados

CAPE y CAPA (Beltran R. et al, 2011).
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4. Estudio toxicologico

En los animales se realizan diversos tipos de estudios toxicologicos, los cuales tienen
como finalidad general identificar los tipos de efectos adversos en la salud causados por
una sustancia quimica y la variedad de dosis sobre las cuales se producen los efectos
(Biblioteca Virtual, 2015). El animal de experimentacidn constituye la unidad experimental
en los estudios toxicolégicos in vivo, y su empleo esta regido por regulaciones con vistas
a un adecuado uso, segun los requerimientos del estudio y tomando en cuenta principios
éticos. El empleo de animales de experimentacion ha de estar respaldado por un
protocolo de ensayo, que debe confeccionarse cumplimentando las Buenas Practicas de
Laboratorio (BPL) no clinicas y los protocolos especificos del estudio (NOM-062-ZO0-
1999 ,2001).
La seleccion de los diferentes ensayos toxicolégicos a emplear, especies, tiempo y via
de exposicion, asi como de los niveles de dosis a emplear en los mismos, estaran en
dependencia de las caracteristicas propias de la sustancia a ensayar, asi como de los
objetivos de su posible uso en humanos (Gamez R y Mas R, 2007). Estos ensayos
pueden agruparse en cuatro categorias principales y cada una tiene usos especificos
diferentes (Biblioteca Virtual, 2015).

e De corto plazo

e Subcronicos

e Cronicos

e Especiales
Dado que el desarrollo de nuevos medicamentos impone la necesidad de evaluar su

potencial téxico en modelos experimentales. Esto es posible a través de la realizacion de
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un conjunto de estudios toxicolégicos en diferentes especies de animales que permiten
identificar la toxicidad intrinseca, asi como los 6rganos y tejidos diana de la toxicidad
relacionada con el compuesto en evaluacion. El tipo y disefio de estos estudios estara en
dependencia de las caracteristicas y destino final del producto, pero en la generalidad de
los casos, el objetivo debe ser la demostracion de las potencialidades téxicas por
administracién Unica (toxicologia aguda), administraciones repetidas (subcrénica y
cronica) y estudios especiales de genotoxicidad, toxicologia de la reproduccién y la
fertilidad, llegando incluso en muchos casos a ser necesario la evaluacion de su potencial
carcinogénico. Esta evaluacion constituye un aspecto esencial de la valoracion de la
razon riesgo/beneficio que la entidad reguladora de medicamentos tiene en cuenta antes
de autorizar el desarrollo de estudios clinicos en humanos, y posteriormente para la
aprobacion de su uso en el mercado, en funcion de la indicacion propuesta. En general,
solo la interpretacion de los resultados de los estudios realizados integrados
arménicamente, permite llegar a conclusiones mas generales sobre el potencial toxico de
la sustancia evaluada (Gamez R y Mas R, 2007). Por lo que una evaluacion toxicolégica
completa significa que la toxicidad del compuesto debe ser probada mediante diversos
ensayos: unos cortos, para detectar la toxicidad general y aguda sobre el animal de
experimentacion; y otros prolongados, para comprobar toxicidades especificas después
de una exposicion continuada durante un largo periodo de vida de los animales. El
compuesto se administra en varias tomas de forma regular, o bien de manera irregular
con la alimentacion. Permitiéndonos poner de manifiesto posibles acumulaciones del
agente téxico, como asi dafios a los tejidos expuestos mediante la observacion

histolégica (Bello J, 2001).
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4.1 Estudio subcronico

Los estudios toxicolégicos subcrénicos de las sustancias permiten evaluar el potencial
toxicoldgico y obtener informacidn sobre la toxicidad acumulativa de una sustancia en los
organos diana, asi como la tolerancia fisiol6gica y metabdlica de un compuesto a la
exposicion prolongada a dosis bajas (Tillan C. et al, 2008), generalmente implican la
dosificacion diaria o intermitente durante varios dias, semanas o meses. Este tipo de
pruebas puede ayudar a identificar los érganos o tejidos diana que, de manera especifica,
sufren efectos perjudiciales por la exposicion a una sustancia particular. También ofrecen
una oportunidad para observar como afecta a la respuesta toxica el periodo de
exposicion. Para los agentes no carcinogénicos, los estudios subcronicos suelen ser
suficientes para precisar el valor umbral, dosis bajo la cual no se observan efectos
adversos significativos en la salud (Biblioteca Virtual, 2015).

Por lo que la toxicidad subcronica, se define como los efectos adversos por toxicidad
acumulativa de la sustancia administrada o sus metabolitos, los cuales ocurren por la
administracion del agente durante un periodo de tiempo que representa de 1 mes a 1 afio
de la vida del participante (Bello J, 2001) .Esto propicia la deteccion de los efectos aditivos
debido a la administracion del producto, y permite definir la maxima dosis con la que no
se aprecia toxicidad relacionada con la droga (NOEL), asi como la dosis maxima tolerada
(DMT). El estudio subcrénico no es capaz de detectar aquellos efectos que se manifiestan
tras un mayor periodo de latencia, sin embargo, brinda una valiosa informacion sobre los
organos dianas, y constituye la base para la seleccion de las dosis a evaluar en los

estudios cronicos (Gadmez Ry Mas R, 2007).

20



4.2 Niveles de respuesta

Los estudios toxicoldégicos en animales y otros experimentos controlados procuran
establecer diversas dosis criticas de sustancias. Para los no carcindgenos, esta dosis
incluye las siguientes:

e Valor umbral: la dosis minimamente efectiva de cualquier producto quimico que

provoca una respuesta

e DL50: dosis letal media

e NOEL: nivel de efecto no observable

e NOAEL: nivel de efecto adverso no observable

e LOEL: nivel minimo de efecto observable

e LOAEL: nivel minimo de efecto adverso observable
La dosis critica comunmente usada para los principios activos es el valor umbral, un punto
tedrico por encima del cual se observan efectos mientras que por debajo no los hay.
Comunmente se considera al umbral como el valor intermedio entre el NOEL y el LOEL.
A veces, para ahorrar tiempo y por precaucion, se usa el NOEL como una aproximacion
conservadora al umbral para determinar los niveles seguros de exposicion (Biblioteca
Virtual, 2015).
El valor umbral es el punto de concentracion por encima del cual se observan efectos y
por debajo del cual no se advierte efecto alguno; el valor umbral a menudo se calcula
como el valor intermedio entre el NOEL y el LOEL y en el caso de esta investigacion se
utilizé un valor por debajo del LOEL debido a no tener valores de NOEL establecidos

(Figura 5) (Biblioteca Virtual, 2015).
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Figura 5. Dosis umbral para los niveles de respuesta toxicoldgicos
(Biblioteca Virtual, 2015)

5. Histologia

5.1 Célula cémo unidad funcional basica

Los conocimientos modernos confirman la teoria de Rudolf Virchow que describia a la
célula como la unidad basica estructural de los organismos vivos. Las células son muy
variadas, aungue todas las células del cuerpo humano derivan en dltima instancia de un
unico huevo fertilizado, cada célula desarrolla atributos estructurales para adecuarse a
su funcion gracias a un proceso de diferenciacion y es una unidad considerablemente
mas compleja y sofisticada de lo que se creia al principio, ya que la biologia molecular ha
demostrado que células de diferentes aspectos morfolégicos se pueden agrupar porque
tienen atributos o interacciones funcionales comunes (Stevens Ay lowe J, 2006).

Se ha demostrado que en adultos hay poblaciones de células nho comprometidas muy
adaptables, que pueden modificar tanto su estructura como su actividad funcional con el

fin de adaptarse a las demandas provocadas por los cambios ambientales. Esta
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capacidad cobra gran importancia en la adaptacion al estrés interno o externo y se
observa a menudo en las enfermedades, un ejemplo de ello es el remplazamiento de
musculo cardiaco lesionado por tejido fibroso resistente después de un ataque cardiaco
(Stevens A, lowe J, 2006). Debido a esto posible clasificar las células en grupos
ateniéndose a su funcion principal, dividiéndose principalmente en células epiteliales,
células de sostén, células contractiles, células nerviosas, células germinales, células
sanguineas, células inmunitarias y células secretoras de hormonas, sin embargo es
importante reconocer que una célula puede desempefiar varias funciones y puede formar
parte de mas de un grupo de células, como lo son muchas células productoras de
hormonas que son parte del tejido epitelial las cuales se unen intimamente gracias a
uniones especializadas para formar una glandula, o el caso de células inmunitarias que
también son células sanguineas (Stevens A, lowe J, 2006).
5.2 Tejidos como organizaciones funcionales de células

Un tejido es una agrupacion de células dispuestas en una organizacion especifica. En
algunos casos las células tienen la misma estructura y forman tejidos simples, como el
tejido adiposo, sin embargo la mayoria de tejidos contienen una mezcla de células con
diferentes funciones, que se pueden denominar tejidos complejos, un ejemplo de esto es
el tejido nervioso que contiene células nerviosas denominadas neuronas, células de
sostén (astrocitos), células inmunitarias (microglia) y células epiteliales (epéndimo). El
concepto de tejido simple y complejo es util en la histologia descriptiva, pero por
simplificar se emplea el término sin calificar de “tejido” para ambos tipos (Stevens A 'y

Lowe J, 2006).
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5.3 Relacion anatomia e histologia

La histologia nos da una vision de la estructura y funcion de los diferentes tejidos en
relacién al érgano al que pertenecen, este tipo de estudio es una extension de la anatomia
y se suele denominar frecuentemente anatomia microscépica por esta misma razon. El
estudio de la histologia es un componente importante dentro de la biologia humana y en
la mayor parte de los planes de estudio se incluye dentro de la anatomia normal cémo es
el caso de Bioquimica Diagnostica (Stevens Ay lowe J, 2006; UNAM, 2019).

La patologia (estudio de las enfermedades) llega a representar cerca de la mitad de todos
los estudios que necesitan los especialistas en salud independientemente de su
especialidad, y desde sus comienzos se ha ligado intimamente al estudio de la histologia.
Sin embargo, en la mayor parte de los planes de estudio la patologia se ensefia en cursos
posteriores a los que se ensefa la histologia, esto es una pena, ya que la mayoria de las
enfermedades se asocian a alteraciones histologicas. Por eso comprender el diagnostico
histopatoldgico es fundamental en la medicina moderna, ya sea para encontrar la raiz de
una enfermedad o realizar estudios de toxicidad por medio de las lesiones causadas por
diferentes compuestos (Stevens Ay lowe J, 2006).

5.4 Técnica histoldgica

Denominamos proceso histolégico a una serie de métodos y técnicas utilizados para
poder estudiar las caracteristicas morfolégicas y moleculares de los tejidos. En el
siguiente esquema se muestran los métodos y técnicas comunmente empleados para el
procesamiento de los tejidos para su observacion con los microscopios o6ptico o
electronico (Figura 6). Sin embargo, hay que tener en cuenta que existen muchas

variantes a estos "caminos" y su eleccién dependera del resultado final que queramos
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obtener (Molist G y Pombal D, 2011). En el caso de la presente investigacion, utilizamos
la técnica de inclusidn en parafina de rutina y la tincibn HE para evaluar las diferentes
lesiones que los compuestos de interés podrian inducir sobre dos tejidos de gran
importancia en el metabolismo y eliminacién de los compuestos exdgenos o xenobidticos

(Figura 11).
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Figura 6. Esquema de un proceso histolégico general (Molist G y Pombal D, 2011)
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5.5 Tincion Hematoxilina - Eosina (HE)
Una de las tinciones mas comunmente usada en histologia es la hematoxilina-
eosina sobre cortes de parafina. Se usa un colorante basico y otro acido para tefiir de
diferente color a las estructuras &cidas y béasicas de la célula (Figura 7). Antes de
proceder a la tincidn, si partimos de cortes de parafina, tenemos que llevar a cabo unos
tratamientos previos sobre las secciones como es el desparafinado, y la hidratacién
puesto que estos colorantes son hidrosolubles. Si partimos de cortes de criostato la

tincion es directa (Molist G y Pombal D, 2015).

Figura 7. Seccién de un glomérulo en un rifibn de mamifero obtenida a partir de una
inclusién en parafina y tefiido con HE. Los ndcleos aparecen de color azul
(hematoxilina) y el citoplasma de color rosado (eosina) (Molist G y Pombal D, 2015)
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6. Anatomia e histologia de los 6rganos de estudios
6.1 Higado

El higado es la glandula mas grande del cuerpo. Esta situado bajo el diafragma y
protegido por las costillas, y lo recubre una capsula de tejido conectivo fibroso que
penetra en el 6rgano para formar tabiques que lo dividen en l6bulos y lobulillos. La
formacioén del higado es a partir de una invaginacién del tubo digestivo que se produce
durante el desarrollo embrionario, por tanto tiene un origen ectodérmico. Los hepatocitos
son las células que forman la mayor parte del higado y son las principales responsables
de su funcion. Una gran parte de la sangre que llega al higado proviene de la vena porta
gue recoge los productos de la digestion que han sido absorbidos. Esta fuerte irrigacion
sanguinea es lo que hace que tengan un color rojizo (Jiang Y. et al, 2014).

La organizacion celular del higado es relativamente sencilla puesto que es la repeticion
de una estructura basica denominada lobulillo hepatico. Los lobulillos suelen estar
separados entre si por tejido conectivo, aunque no en todas las especies es claramente
visible. Tienen forma de prisma poligonal que mide de 1 a 2 mm de diametro. En
secciones transversales tiene una forma aproximada de hexagono con una vena central
o centrolobulillar de gran diametro. En los vértices del hexagono, entre lobulillos
contiguos, se encuentran los espacios portales formados por tejido conectivo y por las
denominadas triadas portales compuestos por una rama de la vena porta, una rama de
la arteria hepatica y un conductillo biliar. La vena porta hepatica trae el 70-75 % del flujo
sanguineo (15 ml/min) y contiene sangre poco oxigenada y rica en nutrientes proveniente
del sistema digestivo y del bazo, mientras que la arteria hepatica contiene sangre

oxigenada. La sangre llega a los vasos sanguineos portales de los vértices, los cuales
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traen las sustancias desde el sistema digestivo, mientras que la arteria central drena el
resultado de la actividad de los hepatocitos. Los vasos portales y la vena central se
comunican gracias a capilares que discurren entre los hepatocitos denominados capilares
sinusoidales, cuya pared esta compuesta por una capa discontinua de células
endoteliales fenestradas que carecen de membrana basal. Estos capilares discurren de
forma radial, recogen el fluido de las venas portas y arterias de los vértices, ademas de
la secrecidén endocrina de los hepatocitos, y confluyen en el centro del lobulillo para liberar
su contenido en la vena centrolobulillar. La confluencia de las venas centrolobulillares da
lugar a las venas hepaticas que finalmente drenan en la vena cava inferior (Molist G y
Pombal D 2013a). Los conductos biliares, que forman parte de la triada, recogeran el
contenido exocrino de los hepatocitos que se denomina bilis. Esta excrecion ira en sentido
contrario a la corriente que discurre por los capilares sinusoidales, es decir, se dirige
desde los hepatocitos hasta los conductos biliares de la periferia del lobulillo hepatico.
Esto es posible porque las membranas plasméaticas de hepatocitos continuos crean unos
espacios interconectados que forman los denominados canaliculos biliares, los cuales se
organizan en una red anastomosada que termina por fusionarse con los canales biliares
(Molist G y Pombal D, 2013a). Los hepatocitos suponen mas del 75 % del higado y se
organizan en laminas o trabéculas con perforaciones, frecuentemente de una célula de
espesor, que se fusionan entre si para formar un entramado complejo de forma parecida
a una esponja (Figura 8). Entre las laminas circulan los capilares sinusoidales que poseen
un pequefio calibre, y entre el endotelio de éstos y los hepatocitos existen unos espacios
acelulares denominados espacios perisinuosidales o espacios de Disse. Los hepatocitos

liberan dos tipos de sustancias: endocrinas hacia los capilares sinusoidales y exocrinas
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hacia los canaliculos biliares. Son células relativamente grandes, unas 20 a 30 ym, con
nacleos redondeados, algunas son binucleadas, y la mayoria son tetraploides (Molist G
y Pombal D, 2013a).

Los hepatocitos son los responsables de la secrecion endocrina de una gran cantidad de
proteinas plasmaticas como albuminas, lipoproteinas (transportan colesterol),
glucoproteinas como la transferrina, protrombina y fibrinbgenos (responsables de la
coagulacién sanguinea). También almacenan y modifican vitaminas tales como la A, la D
o la K, y hormonas tales como hormona del crecimiento. La insulina y el glucagén son
hormonas degradadas principalmente en el higado. Son centros de detoxificacion de
primer orden, participando en el catabolismo de toxinas y moléculas externas al
organismo (como la mayoria de los farmacos). Son importantes en el metabolismo de
carbohidratos (gluconeogénesis, glucogendlisis y glucogenogénesis) y lipidos (sintesis
de triglicéridos y colesterol). Ademas, sintetizan, a partir de amonio, la mayor cantidad de
la urea que se produce en el organismo, y que posteriormente serd excretada en los
rifiones. En el higado también se elimina por fagocitosis un 20 % de los glébulos rojos
envejecidos (el 80 % restante se elimina en el bazo) por medio de macrofagos hepaticos
denominados células de Kupffer (Molist G y Pombal D, 2013a).

Los hepatocitos producen la bilis, es recogida en los conductos que salen de los l6bulos
hepaticos y convergen en un soélo conducto denominado conducto hepatico comun, al
cual esta conectado el almacén temporal de la bilis que es la vesicula biliar. Desde ahi
se conduce hasta el duodeno. Es una solucién acuosa que contiene productos de
deshecho que son enviados al intestino y eliminados, pero la bilis también contiene

componentes utiles que ayudan a la digestion como sales biliares, proteinas, colesterol y

29



hormonas. Las sales biliares ayudan en la digestion de las grasas (Molist G y Pombal D,

2013a).

< Cap lares lnusdl ales

Figura 8. Histologia del higado, Especie: Rattus norvegieus, Técnica: HE en cortes
de 8 micrometros (Molist G y Pombal D, 2013a)

6.2 Rifion

Los rifiones son 6rganos pares que se localizan en la parte posterior de la cavidad
abdominal, en el retroperitoneo, en mamiferos a la altura de la octava vértebra dorsal.
Tienen forma de alubia con la zona convexa orientada hacia la parte lateral del cuerpoy
la céncava hacia la zona medial. Es por esta Ultima parte, en una zona denominada hilio,
por donde las arterias renales suministran sangre a los rifiones y las venas renales lo
drenan. Por el hilio también salen los conductos (uréteres) que recogen la orina para
llevarla de la pelvis hasta la vejiga urinaria (Molist G y Pombal D, 2013b).

El rifdn esta rodeado por gran cantidad de tejido adiposo. En la parte superior de cada

rifidn, encastradas en esta grasa, se encuentran las cdpsulas suprarrenales, que son
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glandulas endocrinas. La capa mas externa del rifidn se denomina capsula, formada por
tejido conectivo, en ratdn es una fina capa de conectivo, pero en otras especies, como
en humanos, se puede dividir en dos partes: externa e interna, a externa esta formada
por fibroblastos y fibras de colageno, mientras que la interna contiene miofibroblastos, los
cuales permiten resistir los aumentos de presién del rifidén. En la zona del hilio la capsula
se continda con el conjuntivo de los conductos y vasos sanguineos (Molist G y Pombal
D, 2013b).

Debajo de la capsula esta la corteza renal, de un color rojizo debido a la gran cantidad
de vasos sanguineos que contiene. En la corteza se encuentran los corpusculos renales
de las nefronas, asi como los tubulos contorneados proximales y distales, que en su
conjunto forman los laberintos corticales. Espaciadas mas o menos regularmente se
encuentran en la corteza unas lineas o estrias que se dirigen a las piramides renales y
gue se denominan rayos o estrias medulares (aunque estan en la corteza). Son las
asociaciones de los tubulos rectos, proximales y distales de la nefrona, y los tubulos
colectores (Rosenberg H, 2015).

Los tubulos contorneados y corpusculos renales sélo estan en la corteza, mientras que
los tubulos rectos y los tubulos colectores se extienden hasta la capa mas interna
denominada médula. Sobre todo los tubulos colectores y los conductos colectores, éstos
de mayor calibre, se disponen en haces grandes que conforman estructuras en forma de
piramide, con la punta sefialando hacia el hilio y la base en contacto con la corteza. A
cada una de estas piramides se les llama piramides renales o medulares. En humanos
hay de 8 a 18 piramides renales en cada rifién, mientras que en otras especies como en

el ratén sélo hay una. En torno a las piramides y en contacto con sus caras laterales, se
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extiende parte de la corteza. En las piramides renales se da un proceso de confluencia
de tubulos colectores a conductos colectores, cada vez de mayor diametro (Molist G y
Pombal D, 2013b).

El vértice de la pirdAmide se denomina papila. Esta perforada y a través de dichas
aberturas se libera el filtrado renal en los calices menores. Estos Ultimos son
prolongaciones de una estructura colectora denominada caliz mayor, que a su vez es una
ramificacion de la pelvis renal, la cual finalmente se contintia con el uréter (Figura 9 y 10).
La funcion del rifién no es solo eliminar productos de desecho presentes en la sangre,
sino que también controla la concentracion de electrolitos, la relacion acido-base y la
presion sanguinea. Estan inervados por el sistema nervioso periférico de manera que
mediante vasoconstriccion o vasodilatacion pueden regular el flujo sanguineo (Molist G y

Pombal D, 2013b).
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Figura 9. Histologia de rifion, Especie: Rattus norvegieus, Técnica: HE en cortes de
8 micrometros (Molist G y Pombal D, 2013b)
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Figura 10. Caracterizacion del epitelio de transicidén de la pelvis del riidbn a medida
gue se convierte en uréter (Molist G y Pombal D, 2013b)
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JUSTIFICACION

Las amidas feniletilicas del &cido cafeico (CAPA) son compuestos que con Sus
modificaciones se busca mejorar las propiedades biolégicas que compuestos
relacionados como el CAPE poseen, especificamente las acciones antigenotdxica y la
guimio-protectora. Ya que a estos compuestos se les han realizado varios estudios de su
efecto farmacoldgico y su potencial de seguridad a través de evaluaciones de toxicidad
aguda, encontrando en ellos excelentes caracteristicas, surge la necesidad de evaluar
mediante un estudio subcrénico y con técnicas histoldgicas su efecto sobre higado y
rifidn, dos drganos de gran importancia en el metabolismo y eliminacion de xenobidticos,
para descartar que tengan efectos colaterales por su administracion durante tiempos
prolongados.

HIPOTESIS

Los compuestos LQM 731, LQM 738 y LQM 755 a la dosis de 20 mg/Kg por via
intraperitoneal han demostrado en modelo murino una baja toxicidad evaluada en
esquemas de una sola administracién (dosis Unica), se espera que una dosis de 15 mg/kg
administrada por un lapso de seis semanas (subcrénico) no presentara efecto nocivo
sobre las células hepaticas o renales.

OBJETIVO GENERAL

Estimar mediante evaluacion histoldgica el dafio que los compuestos CAPA de la serie
LQM 700°s (731, 738 y 755) causan en higado y rifion en un estudio subcrénico en
ratones machos CD1, esto permitiria continuar con su perfilacion como farmacos inocuos

para la salud y quimio-protectores
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DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL

Pesar, marcar y distribuir a los
animales segun la Tabla 2

U-

Administrar los compuestos de la serie LQM 700’s en una dosis de 15 mg/kg a cada
lote y el vehiculo (DMSO) en el lote control mediante via intraperitoneal (NOM-062-

Z00-1999 ,2001)

{ Administrar la misma dosis de los compuestos una vez por semana durante 6 ]

semanas (subcronico) (Gadmez R y Mas R, 2007).

{

Sacrificar a los ratones mediante dislocacion cervical (NOM-062-ZO0-1999
,2001) y a través de diseccion obtener el higado y un rifion por raton (Estol
L y Dugas R, 1998; Madrigal S. et al, 2000)

{

Realizar estudio histopatoléogico mediante la
preparacion histolégica y tincion HE (Madrigal S.
et al, 2000; Ross P, 2008)

4

Analizar cuantitativamente el nivel de dafio ocasionado por los
compuestos LQM mediante el uso de pruebas no paramétrica
(Quintin, 2007)
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MATERIALES Y METODOS

Material Bioldgico

Higado y un rifién indistinto de 32 ratones machos procedentes del Bioterio de la Facultad
de Estudios Superiores Iztacala de 25 + 5 g de peso de la cepa CD1, que se mantendran
en la Unidad de Aislamiento y Bioterio de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de
la Facultad de Estudios Superiores Cuautittan en campo 4. El protocolo se sometié al
CICUAE - FESC (Comité Interdisciplinario para el Cuidado y Usos de los Animales de
Experimentacién). Los animales permanecieron en cajas de plastico con cama sanitaria
estéril, tapa de acero inoxidable, con agua y alimento (Purina férmula 5001) ad libitum,

temperatura controlada (24°C) e iluminacion 12x12 horas.

Material quimico

Equipo e instrumental de laboratorio

v' Albimina de Mayer v/ Balanza analitica

v Colorantes hematoxilina-eosina v' Bafio de flotacion
(HE) v" Cubreobjetos

v' Compuestos CAPA de la serie v' Dispensador de parafina
LQM 700’s: LQM 731, LQM 738 y v Espatula
LQM 755, sintetizados en el v' Estuche de diseccion
Laboratorio de Quimica Medicinal v' Histocassetes
de la FES- Cuautitlan por el Dr. v" Horno microondas
Enrique Angeles Anguiano y su v" Microscopio 6ptico
equipo de trabajo v" Micrétomo

v" Dimetil sulféxido (DMSO) grado v Pipetas graduadas de diversos
biologia molecular volumenes

v' Etanol al 70, 80, 90, 96 y 100 % v Platina térmica

v" Formalina bufferada v Portaobjetos

v' Grenetina v" Recipientes

v' Parafina v" Tubos Falcon de 15 ml

v" Resina sintética

v' Xileno
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Métodos
Distribucion de los lotes y administracion de compuestos

Tabla 2. Distribucién de lotes de trabajo

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD 1, pesados, marcados y separados por
lotes

Lote Solucion administrada NUumero de ratones
1 Agua y DMSO 8
2 Solucion de LQM 731 en dosis de 15 mg/kg de peso 8
3 Solucién de LQM 738 en dosis de 15 mg/kg de peso 8
4 Solucién de LQM 755 en dosis de 15 mg/kg de peso 8

Los compuestos CAPA de la serie LQM 700’s que se utilizaron son: LQM 731, LQM 738
y LQM 755, que son analogos amidicos del acido cafeico (CAPE). Dichos compuestos se
administraron via intraperitoneal (IP) en forma de solucion en la que el vehiculo fue dimetil
sulfoxido de grado biologia molecular, se realizaron los calculos necesarios para
administrar un volumen menor a 0.3 ml de la solucion en una dosis de 15 mg/kg.

Durante las administraciones que se llevaron a cabo, el raton se sujeté mediante la
técnica descrita en el manual de introduccién al manejo de animales del laboratorio
(Hernandez G. et al, 2001) y se administré el compuesto via intraperitoneal durante 6
semanas en cada lote por lo tanto recibieron un total de seis inyecciones lo que nos a un

tiempo de respuesta subcronico.
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Obtencion de érganos para estudio histopatolégico

El sacrificio se llevé a cabo por dislocacion cervical; inmediatamente se procedié a la
diseccion, la cual se realiz6 con tijeras, pinzas y un bisturi, cortando por la linea media
del térax hasta la sinfisis pubica, para obtener los 6rganos que se depositaron en
recipientes con formalina bufferada para preservarlos.

Preparacion histolégica

Para el estudio morfoldgico las muestras se colocaron en histocassetes, se deshidrataron
y se les realiz6 una inclusion en parafina asistida por microondas, con inmersiones
consecutivas en soluciones crecientes de etanol : R-OH al 70 % (dos cambios), R-OH al
80 % (dos cambios), R-OH al 90 % (dos cambios), R-OH al 96 % (dos cambios), R-OH
al 100 % (dos cambios) y Xileno, en cada uno de los cambios las muestras se introdujeron
en el microondas durante 2 min (potencia media-alta) y se mantuvieron en reposo durante
15 min antes de pasar al siguiente alcohol.

Se realizaron cortes del bloque de 4 ym de espesor con el microtomo, cada corte debio
pasar por un bafio de flotacion a 37°C el cual tiene 1 g de Grenetina por cada litro de
agua para adherir el corte, la disposicién de 6rganos lo muestra la Tabla 10. Mientras el
corte se encontraba flotando, con cuidado se introdujo un portaobjetos debajo del corte
para extenderlo. Se colocé en la platina térmica para eliminar residuos de agua
adquiridos durante el bafio de flotacién. Las laminillas se colocaron en la estufa a 60°C
para terminar con la adhesién de los cortes. Las secciones de tejido embebido en parafina
se sometieron al proceso de desparafinado y rehidratado para su posterior tincion con

HE.
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Tincion de HE

Se llevé a cabo un proceso de desparafinado, hidratacion, tincién y deshidratacién el cual
consistio en inmersiones consecutivas a través de una caja con Xileno 2 x 10 min, camara
con alcohol absoluto 2 x 10 min, camara con alcohol al 96 % 2 x 10 min, camara con
alcohol al 80 % 2 x 10 min, cdmara con alcohol al 70 % 10 min, lavado con agua destilada,
camara con hematoxilina 10 min, lavado con agua corriente inmediatamente seguido por
alcohol acido y agua destilada, camara con carbonato de litio 1 min, cadmara con eosina
10 min, lavado con agua destilada, camara con alcohol al 96 % 2 x 10 min, cAmara de
alcohol absoluto 2 x 10 min y camara con xileno 2 x 10 min.

Antes de que el xileno secara de la laminilla, se agreg6é una gota de resina sintética
cubriéndola con el cubreobjetos sin dejar burbujas de aire. Se dejo secar para finalmente

observar las laminillas en un microscopio a 40x.

39



Desparafinado
Xileno 2 x 10 min

/ Hidratacién \
Alcohol absoluto 2 x 10 min
Alcohol al 96% 2 x 10 min
Alcohol al 80% 2 x 10 min
Alcohol al 80% 2 x10 min
Alcohol al 70% 10 min
Lavado con agua destilada
\§ J

g

Tincién
Hematoxilina 10 min
Lavado con agua corriente
inmediatamente seguido por
alcohol 4cido y agua destilada
Carbonato de litio 1 min
Eosina 10 min

\ Lavado con agua destilada j

g

Deshidratacion
Alcohol al 96% 2 x 10 min
Alcohol absoluto 2 x 10 min
Xileno 2 x 10 min

g

Resina sintética

4 )

Figura 11. Pasos seguidos durante la preparacion de laminillas, Tincién de HE
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Evaluacion de lesiones y pruebas no paramétrica para histopatologia

En la Tabla 3 y 4 se muestra los criterios que se evaluaron de cada muestra histologica

mediante la observacion de 10 campos no confluentes a 40x para cada parametro y

obtener una medicidbn semicuantitativa. Criterios de evaluacion sugeridos por el Dr.

German Isauro Garrido Farifia (Madrigal S. et al, 2000; Padron T, 2006).

Tabla 3. Evaluacién de lesiones renales

Criterios a evaluar en rifdn

Infiltracién en corteza — glomérulo

Infiltracion en corteza — perivascular

Infiltracion en médula

Congestion en vasos sanguineos de la
corteza renal

Hemorragia en médula

Hemorragia en corteza

Glomérulos con alteraciones en el
espacio glomerular

Tubulos alteraciones de su

morfologia

con

Observaciones a 40x

PMN alrededor y dentro del glomérulo
formando agregados

PMN alrededor de vasos sanguineos
formando agregados

PMN migrando hacia médula y en
médula formando agregados

Localizacién de vasos sanguineos con
acumulacion excesiva de eritrocitos

Localizacion de agregados de eritrocitos
en meédula o saliendo de vasos
sanguineos en médula

Localizacién de agregados de eritrocitos
en corteza o saliendo de vasos
sanguineos de la corteza

Localizacibn de PMN, eritrocitos y/o
sustancias que ocupen este espacio,
como asi localizar alteraciones
morfologicas de este espacio

Localizar sitios con alteraciones
morfologicas de las células que forman
parte de los tubulos renales
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Tabla 4. Evaluacién de lesiones hepaticas

Criterios a evaluar en higado

Congestion en vasos de calibre grande

Congestion en vasos de calibre mediano

Congestion vasos de calibre pequefio

Infiltracién en el parenquima

Infiltracién en espacio porta

Infiltracion vena central

Hemorragia en parenquima

Hemorragia alrededor de espacio porta

Hemorragia alrededor de vena central

Hepatocitos con alteraciones en su
morfologia

Observaciones a 40x

Localizacién de vasos sanguineos con
acumulacion excesiva de eritrocitos

Localizacién de vasos sanguineos con
acumulacion excesiva de eritrocitos

Localizacién de vasos sanguineos con
acumulacion excesiva de eritrocitos

PMN formando agregados

PMN dentro del tejido conectivo del
espacio porta  ( constituido por una
triada que contienen una rama de la
arteria hepatica, una rama de la vena
porta y un conductillo biliar) formando
agregados

PMN dentro del tejido conectivo de la
vena central hepatica formando
agregados

Localizacidon de agregados de eritrocitos
fuera de los sinusoides hepaticos

Localizacién de agregados de eritrocitos
alrededor del tejido conectivo del
espacio porta

Localizacién de agregados de eritrocitos
alrededor del tejido conectivo de la vena
central

Localizacion de sitios en donde se
encuentren hepatocitos con alteraciones
morfologicas
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Area en la cual se realiz6 a lectura

Area = Pi x r2 (del objetivo 40x)

Area = (3.1416) (70 micrémetros)? =15393.84 micrometros

Area de 10 campos confluentes = Area x 10 = 153938.4 micrometros

Tratamiento estadistico

Prueba de hipétesis con desviacién estandar conocida (de 2 colas)

Se buscé diferencia significativa entre parametros con respecto al control para poder
discernir el grado de dafio inducido por los compuestos LQM’s en la prueba de hipotesis
con desviacion estandar conocida (de 2 colas), los datos fueron analizados con un grado
de significancia del 5 % (Quintin, 2007).

Se presentan dos hipotesis

HO: Se descarta diferencia significativa inducida por LQM’s con respecto del control

H1: Se encuentra diferencia significativa inducida por LQM’s con respecto del control

Se descarta HO si Z calculada < — 196 0 > 1.96

Célculos

._Z X
x= n—1

~ ha—xy
$= n—1

Z calculada = XT

2
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Z critica fue calculada a partir de las tablas de area de la distribucion normal estandar
tomando como valor la divisiéon de los grados de significancia (Quintin, 2007).

0.05/2 = 0.025, 0.50 — 0.025 = 0.0475 por lo tanto = - 1.96 y 1.96

En donde “M: media poblacional, x: media muestral, S: desviacion estandar, n: nimero
de datos”

Prueba de chi cuadrada de homogeneidad

Al no tener un mismo numero de 6rganos analizados para cada compuesto se realizo la
prueba de chi cuadrada de homogeneidad para la comparacién de frecuencias entre lotes
y asi descartar si el dafio analizado depende del nimero de 6rganos obtenidos o este
depende de la capacidad citotoxica de los compuestos. Los datos fueron analizados con
un grado de significancia del 5 % (Quintin, 2007).

Se presentan dos hipotesis

HO: El numero de lesiones encontradas no depende del nimero de érganos analizados
H1: El numero de lesiones encontradas dependen del nimero de 6rganos analizados

Si el valor de x%calculada < al valor de x?critica entonces se acepta la hipotesis HO
Célculos

fe = (100 %) (% de organos analizados por compuesto) / Sumatoria total de érganos

analizados

x*calculada = Z(fof——efe)z

gl = (NUmero de renglones — 1) (Numero de columnas — 1)
gl=(4-1)(2-1)=3

p = 1 — Nivel de significancia = 1 — 0.05 = 0.95
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x*critica es calculada a partir de las tablas para valores de chi cuadrada con los valores
gly p = 7.815 (Quintin, 2007)

En donde “fe: frecuencia esperada, fo:frecuencia obtenida, gl:grados de libertad,
p:valor que corresponde a la significancia “

RESULTADOS

Observaciones del numero de decesos por lote que se tuvo durante el tratamiento
subcrénico de 6 semanas con LQM 700°s

Se utilizaron 32 ratones, la administracion comenzé con 30 ratones por lo que solo se
tenian tres lotes de 8 ratones administrados con LQM y 2 controles pero al final se decidio
agregar dos ratones control mas para completar los 8 ratones y los resultados fueran
estadisticamente significativos. La primera administracion con DMSO (Vehiculo de los
LQM 700°s) a estos dos ratones se realizaron el 23 de junio siguiendo el patron de
administracion que se observan en las tablas siguientes, siendo la sexta y ultima
administracion el 1 de agosto.

Tabla 5. Observaciones en el lote de ratones al que se administréo LQM 731
y dos ratones control

Fecha (2014) Actividades Observaciones

2 de junio 1° Admon. dosis 15 mg/Kg No hay
3 de junio No se administro Muere raton control
11 dejunio 2° Admén. dosis 15 mg/Kg No hay
18 de junio  3° Admdn. dosis 15 mg/Kg No hay

20 de junio  No se administro Muere raton 5 LQM 731 y dos
ratones (3 y 4) se torna débil
23 de junio  No se administro Muere ratén 4

Ratones se tornan agresivos
y matan al ratén 8
25 de junio  4° Admon. dosis 15 mg/Kg Ratén 3 se torna débil
26 de junio  No se administro Ratén 3 muere
2 de julio 5° Admén. dosis 15 mg/Kg No hay
9 de julio 6° Admon. dosis 15 mg/Kg No hay
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11 de julio

Sacrificio de los animales

No hay

Nota: se obtuvo un total de 5 muertes que corresponden a 1 sujeto control y 4
sujetos con administracion de LQM 731

Tabla 6. Observaciones en el lote de ratones al que se administré6 LQM 738
y dos ratones control

Fecha (2014)

9 de junio

16 de junio
18 de junio
23 de junio
30 de junio
7 de julio

14 de julio
16 de julio

Actividades

1° Admén. dosis 15 mg/Kg
2° Admon. dosis 15 mg/Kg
No se administro

3° Admon. dosis 15 mg/Kg
4° Admon. dosis 15 mg/Kg
5° Admon. dosis 15 mg/Kg
6° Admon. dosis 15 mg/Kg
Sacrificio de los animales

Observaciones

No hay
No hay
Muere ratén control 4
No hay
No hay
No hay
No hay
No hay

Nota: se obtuvo un total de 1 muerte que corresponden a 1 sujeto control

Tabla 7. Observaciones en el lote de ratones al que se administré LQM 755
y dos ratones control

Fecha (2014)

11 de agosto
19 de agosto
21 de agosto

22 de agosto

25 de agosto

26 de agosto

28 de agosto

1 de septiembre
2 de septiembre
9 de septiembre
17 de septiembre

Actividades

1° Admon. dosis 15 mg/Kg
2° Admon. dosis 15 mg/Kg
No se administro

No se administro

No se administro
3° Admén. dosis 15 mg/Kg
No se administro
No se administro
4° Admon. dosis 15 mg/Kg
5° Admén. dosis 15 mg/Kg
6° Admon. dosis 15 mg/Kg

Observaciones

No hay

No hay

Ratén 1y control presentan
diarrea

Ratén 4 se nota débil
Ratén 1 muere
Raton 4 se nota débil
Ratén 4 muere

No hay

Ratén 7 se nota débil
Ratén 7 se muere
No hay

No hay

No hay
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19 de septiembre  Sacrificio de los animales  No hay

Nota: se obtuvo un total de 3 muertes que corresponden a 3 sujetos con
administracion de LQM 755

Tabla 8. Observaciones en el ultimo lote dispuesto con dos ratones control
extras

Fecha (2014) Actividades Observaciones
23 de junio 1° Admon. dosis 15 mg/Kg ~ No hay
7 de julio 2° Admon. dosis 15 mg/Kg  No hay
14 de julio 3° Admon. dosis 15 mg/Kg  No hay
21 de julio 4° Admon. dosis 15 mg/Kg  No hay
28 de julio 5° Admon. dosis 15 mg/Kg  No hay
1 de agosto 6° Admon. dosis 15 mg/Kg  No hay
4 de agosto Sacrificio de los animales No hay

Nota: no se obtuvo ninguna muerte.

Tabla 9. Niumero de decesos y Oorganos obtenidos por lote que se tuvo
durante el tratamiento subcrénico de 6 semanas

LQM NUmero de NUmero de Numero de Numero de
ratones decesos rinones higados
731 8 4 4 4
738 8 0 8 8
755 8 3 5 5
Control 8 2 6 6

(DMSO)




Disposicion de los 6rganos en las laminillas

En la Tabla 10 se muestra la disposicion de cada érgano en las laminillas. Se realizaron
dos cortes por 6rgano los cuales se colocaron en laminillas diferentes, dejando en una
sola laminilla lo cortes de todos los érganos segun el LQM administrado, se etiqueto cada
laminilla con un namero de identificacion para poder hacer la lectura con un doble ciego.
Doble ciego: Consistié en que al revisar cada laminilla no se supiera de qué compuesto
se trataba hasta revisar el nimero de identificacion y asi poder homogenizar todas las
muestras tratadas para hacer la lectura de las laminillas basandose en el area de 10
campos confluentes; Se decidié esta forma de trabajar debido a los érganos que se

obtuvieron después de seis semanas de administracion

Tabla 10. Disposicion de los 6rganos en las laminillas

Numero de Organos Numero de érganos LQM Numero de
identificacion por laminilla laminillas
235 Rifién 5 755 2
236 Higado 5 755 2
238 Higado 4 731 2
240 Rifién 4 731 2
241 Higado 8 738 2
242 Rifién 8 738 2
244 Higado 6 Control 2
245 Rifion 6 Control 2

Nota: el nimero de 6rganos no es el mismo debido a las muertes ocurridas en la
administracion
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Observaciones histolégicas en higado y riidn de raton CD1 inducidas por LQM’s

Se presentaron dos tipos de lesiones, congestidn e infiltracion para higado y rifion. Cada

lesion se presenta con el numero total de hallazgos, graficas de barras para una

representacion mas visual y tabla de valores obtenidos para descartar diferencias

significativas con respecto al lote control.

Tabla 11. Evaluacion de histopatologia hepatica (congestion)

LQM

731

738

755

Control
(DMSO0)

Numero de
organos
analizados en
153938.4
micrémetros/
Frecuencia (%)

4 higados/
4 presentaron
congestion/100 %

8 higados/
8 presentaron
congestion/100 %

5 higados/
5 presentaron
congestion/100 %

6 higados/
4 presentaron
congestion/67 %

Congestion Congestion Congestion

en vasos
de calibre
grande

10

en vasos
de calibre
mediano

28

24

33

en vasos
de calibre
pequefio

12

Congestio
nes
totales
por LQM

39*

46*

42*

*Valor analizado con diferencia estadistica significativa con respecto al lote control
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Figura 12. Congestion de vasos sanguineos con diferentes calibres en higado de
ratén inducida por el tratamiento subcrénico con LQM's 700°s

50

45

40
35 ‘
m Congestion en vasos de
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20 calibre mediano
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Figura 13. Congestion total en higado de raton inducida por el tratamiento
subcrénico con LQM's 700°s
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Tabla 12. Prueba de hipo6tesis con desviacion estandar conocida (de 2 colas)
para descartar diferencias significativas entre la congestion total en higado
de ratén inducida por el tratamiento subcrénico con LQM's 700's y el control

Numero de
LQM congestiones
totales por LQM M: 5 a: 0.05
x: 425 gl: 2
731 39* S: 3.51 Zcalculada: 14.05
738 46* n: 3 Z critica: -1.96y 1.96
755 42*
Control (DMSO) 5

HO: Se descarta diferencia significativa entre la congestién total inducida por LQM’s
y el control
H1:Se encuentra diferencia significativa entre la congestion total inducida por LQM’s
y el control

Se descarta HO si Z calculada < -1.96 o Z calculada > 1.96

Nota: en donde “M: media poblacional, x: media muestral, S: desviacion estandar,
n: numero de datos, a: grado de significancia, gl: grados de libertad”

*Valor analizado con diferencia estadistica significativa con respecto al lote control
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Tabla 13. Prueba de chi cuadrada de homogeneidad, comparacion de frecuencias
obtenidas de la “Evaluacion de histopatologia hepatica, tabla 11” para descartar
si el dafio causado en higado (congestidén) depende del compuesto o no, debido
a que no el 100 % de higados presenta congestién

Frecuen #de #de % de Valores  Valores

LQM cias de Higados Higados Total | higados esperad esperado
la tabla que que no analizad os con s sin

10 contienen  contienen 0s infiltraci infiltraci6
congestiéon congestion on (fe) n (fe)

(fo) (fo)
731 100 % 4 0 4 17 % 3.57 0.34
738 100 % 8 0 8 35 % 7.35 0.70
755 100 % 5 0 5 22 % 4.62 0.44
Control 67 % 4 2 6 26 % 5.46 0.52
Total 21 2 23 100 % 21 2

x%calculada: 6.222 x*critica:7.815 gl: 3 Valor P: 0.95

HO: El nimero de infiltraciones encontradas no dependen del nimero de higados
analizados
H1: El ndmero de infiltraciones encontradas dependen del numero de higados
analizados

Si el valor de chi cuadrada calculado < Valor de chi cuadrada critica entonces se acepta
la hipotesis nula

No hay valores con diferencia estadistica significativa con respecto al control
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Tabla 14. Evaluacién de histopatologia hepatica (infiltracion)

LQM

731

738

755

Control
(DMSO)

Numero de
organos
analizados en
153938.4
micrometros/
Frecuencia (%)

4 higados/

2 presentaron
infiltracion/50 %
8 higados/

6 presentaron
infiltracion/67 %
5 higados/

3 presentaron
infiltracion/60 %
6 higados/

2 presentaron
infiltracion/33 %

Infiltracidn

parenquima

Infiltraciéon  Infiltracion

en espacio vena
porta central
3 0
6 0
4 0
2 1

Infiltracion
es totales

por LQM

No hay valores con diferencia estadistica significativa con respecto al control

53



14
12

10

dInfiltracion en el parenquima

B Infiltracion en espacio porta

i J ' m Infiltracidn vena central
. e o pf@le ¢

LQM 731 LQM 738 LQM 755 Control

D

N

Figura 14. Infiltracion en diferentes areas del higado de ratén inducida por el
tratamiento subcrénico con LQM's 700°s
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Figura 15. Infiltracién total en higado de ratdon inducida por el tratamiento subcrénico
con LQM's 700°s
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Tabla 15. Prueba de hipétesis con desviacidon estandar conocida (de 2 colas)
para descartar diferencias significativas entre el nUmero de filtraciones total
en higado de raton inducida por el tratamiento subcrénico con LQM's 700°s
y el control

Numero de
LQM infiltraciones
totales por M: 3 a: 0.05
LQOM x: 5 gl: 2
S: 2.6 Zcalculada: 1.33
731 3 n: 3 Z critica: -1.96y 1.96
738 8
755 4
Control (DMSO) 3

HO: Se descarta diferencia significativa entre el numero de infiltraciones inducidas
por LQM's y el control

H1:Se encuentra diferencia significativa entre el numero de infiltraciones
inducidas por LQM's y el control

Se descarta HO si Z calculada < -1.96 o Z calculada > 1.96

Nota: en donde “M: media poblacional, x: media muestral, S: desviacion estandar,
n: numero de datos, a: grado de significancia, gl: grados de libertad”

No hay valores con diferencia estadistica significativa con respecto al control
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Tabla 16. Prueba de Chi cuadrada de homogeneidad, comparacion de frecuencias
obtenidas de la “Evaluacion de histopatologia hepética, Tabla 14” para descartar
si el dafio causado en higado (infiltracion) depende del compuesto o no, debido
a que no el 100 % de higados presenta infiltracion

Frecuenci #de #de % de Valores Valores

LQM asdela Higados Higados Total | higado esperad esperad
tabla 13 que que no S 0s con 0s sin

contiene contiene analiza infiltraci infiltraci

n n dos on (fe) oOn (fe)

Infiltraci Infiltraci

6n (fo)  6n (fo)

731 50 % 2 2 4 17 % 2.21 1.7
738 67 % 6 2 8 35% 4.55 3.5
755 60 % 3 2 5 22 % 2.86 2.2
Control 33 % 2 4 6 26 % 3.38 2.6
Total 13 10 23 | 100 % 13 10

x%calculada: 2.50 x%critica: 7.815 gl: 3 Valor P: 0.95

HO: El nimero de infiltraciones encontradas no dependen del niumero de higados
analizados
H1: El ndmero de infiltraciones encontradas dependen del numero de higados
analizados

Si el valor de chi cuadrada calculado < Valor de chi cuadrada critica entonces se acepta
la hipotesis nula

No hay valores con diferencia estadistica significativa con respecto al control
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Tabla 17. Evaluacién de histopatologia renal (congestion)

LQM Numero de érganos analizados en  Congestion en vasos
153938.4 micrometros/Frecuencias sanguineos de la
(%) cortezarenal
731 4 Rifiones/4 con congestion/100 % 17
738 8 Rifiones/8 con congestion/100 % 20
755 5 Rifiones/5 con congestién/100 % 17
Control (DMSO) 6 Rifiones/6 con congestion/100 % 19

No hay valores con diferencia estadistica significativa con respecto al control

50
45
40
35

30
E Congestién en vasos

25 :
sanguineos de la corteza

20 - renal
15
10
5
17 20 17 19
0
LaM 731 LOM 738 LQM 755 Control

Figura 16. Comparacion de la congestion observada en vasos sanguineos de la
corteza renal de ratén inducida por el tratamiento subcrénico con LQM's 700°s
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Tabla 18. Prueba de hipdétesis con desviacidon estandar conocida (de 2 colas)
para descartar diferencias significativas entre la congestion de vasos
sanguineos de la corteza renal de raton inducida por el tratamiento
subcrénico con LQM's 700's y el control

LQM Numero de congestiones
totales por LQM M: 19 a: 0.05
x: 18 gl: 2
731 17 S:1.73 Zcalculada: -1
738 20 n: 3 Z critica: -1.96y 1.96
755 17
Control 19

HO: Se descarta diferencia significativa entre la congestion total inducida por
LQM’s y el control
H1: Se encuentra diferencia significativa entre la congestion total inducida por
LQM’s y el control

Se descarta HO si Z calculada < -1.96 o Z calculada > 1.96

Nota: en donde “M: media poblacional, x: media muestral, S: desviacion estandar,
n: numero de datos, a: grado de significancia, gl: grados de libertad”

No hay valores con diferencia estadistica significativa con respecto al control
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Tabla 19. Evaluacion de histopatologia renal (infiltracion)

LQM Numero de 6rganos analizados  Infiltracidon en corteza
en 153938.4 perivascular
micrometros/Frecuencia (%)
731 4 Rifiones/4 con congestion/100 % 10*
738 8 Rifiones/8 con congestidén/100 % 12*
755 5 Rifiones/5 con congestion/100 % 10*
Control (DMSO) 6 Rifiones/6 con congestiéon/100 % 9

*Valor analizado con diferencia estadistica significativa con respecto al lote control

14

12 I
10 T T
r
8
O Infiltracidn en corteza
6 perivascular
4
2
10 12 10 9
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LQM 731* LQM 738* LQM 755* Control

Figura 17. Comparacion de la infiltraciobn observada en la corteza perivascular renal
de raton inducido por el tratamiento subcrénico con LQM's 700°s
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Tabla 20. Prueba de hipétesis con desviacidon estandar conocida (de 2 colas)
para descartar diferencias significativas entre la infiltracion en corteza
perivascular en rifidbn de ratén inducida por el tratamiento subcrénico con
LQM's 700°s y el control

LQM Numero de
infiltraciones totales M: 9 a: 0.05
por LQM x: 106 gl: 2
S:1.15 Zcalculada: 2.4

731 10* n: 3 Z critica: -1.96y 1.96
738 12*

755 10*

Control 9

HO: Se descarta diferencia significativa entre el nimero de infiltraciones inducidas
por LQM’s y el control
H1:Se encuentra diferencia significativa entre el numero de infiltraciones inducidas
por LQM's y el control

Se descarta HO si Z calculada < -1.96 o Z calculada > 1.96

Nota: en donde “M: media poblacional, x: media muestral, S: desviacion estandar,
n: numero de datos, a: grado de significancia, gl: grados de libertad”

*Valor analizado con diferencia estadistica significativa con respecto al lote control
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DISCUSION

Este estudio permite poner en manifiesto las lesiones a los tejidos expuestos mediante la
observacion histoldgica. El estudio histolégico estaba planeado para realizar multiples
observaciones por érgano obtenido, obteniendo asi un rifién y el higado por sujeto de
experimentacion, dentro de las seis semanas de administracion de los compuestos
LQM’s se obtuvieron varias muertes, por lo que al ser un estudio subcrénico se decidié
solo evaluar aquellos sujetos de prueba que llegaran a las seis semanas de
administracion. Se obtuvieron diferentes nimeros de higados vy rifiones para analizar
cada compuesto administrado (Tabla 9), los cuales se separaron por grupos a la hora de
la preparacion histolégica, teniendo todos los higados tratados con el compuesto 731 en
una sola laminilla, 738 en una sola laminilla y 755 en una sola laminilla, ademas de una
copia de los cortes obtenidos en otra laminilla, de esta manera se trabajo para los distintos
compuestos y los tipos de 6rganos (rifidn e higado), es decir, se realizaron dos cortes por
organo los cuales se colocaron en laminillas diferentes (Tabla 10). Esta disposicion
permito una evaluacion histolégica haciendo un doble ciego, el primero de ellos permitié
evaluar cada laminilla sin saber de qué compuesto se trataba hasta terminar la evaluacion
histolégica y comparar el numero de identificacion de la laminilla con la lista de cotejo. El
segundo ciego consisti6 en homogenizar todas las muestras (6rganos) que se les
administré el mismo compuesto en una sola laminilla, debido a que todos los 6rganos
tienen los mismos componentes estructurales pero diferente nimero de ellos, dicho de
otra manera, no todos los higados tienen el mismo nimero de espacios porta. De esta
forma la histologia se evalué contando 10 campos confluentes cubriendo un &rea de

153938.4 micrometros por laminilla (Tablas 11, 14, 17y 19).
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De los pardmetros que se tenian previsto evaluar so6lo fue posible evaluar congestion y
filtracion debido a que no se encontraron hallazgos para evaluar todos los parametros.

En la Tabla 11 se observa el nUmero de congestiones halladas en vasos de diferente
calibre dentro del higado, al comparar la respuesta que tiene en diferentes tipos de
calibres de venas se observa que el LQM 755 presenta mayor actividad en venas de
calibre mediano y el LQM 738 en venas de calibre pequefio dejando ver que el LQM 731
es el que presenta menor actividad provocando una congestion total menor (Figura 12),
se observa que el nUmero de congestiones totales es mayor para el compuesto 738, las
congestiones provocadas puede ser debido a que estos compuestos debilitan las paredes
de las venas y dafian las valvulas lo que provoca que las venas permanezcan llenas de
sangre (Madrigal S. et al, 2000), En contraste con el lote control se observa que la
actividad es menor y que esta diferencia es mas marcada al graficar la sumatoria total de
congestiones en higado por cada compuesto administrado (Figura 13). Para descartar la
diferencia estadistica significativa de la congestion total inducida por los LQM’s con
respecto al control a estos datos se les realizé la prueba de hipétesis con desviacion
estandar conocida de dos colas, en donde se demostr6 que si hay un diferencia
estadistica significativa para valores obtenidos de los LQM’s con respecto al control
(Tabla 12), al analizar las frecuencias de cada laminilla se observé que el niumero de
organos que presentaron congestion en la laminilla del control so6lo representa un 67 %
en contraste con el 100 % de frecuencia para los compuestos LQM’s, quiere decir que Si
se analizaron 8 higados para el compuesto 738, los 8 higados presentaban congestion
en contraste con el control, que se analizaron 6 higados pero solo 4 tenian congestion,

es por esta razén que se realiz6 una comparacion de frecuencias por medio de la prueba
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de chi cuadrada de homogeneidad para descartar si el dafio total mostrado en cada
laminilla depende del compuesto o depende del niumero de 6rganos analizados que es
menor (Tabla 13). Por medio de esta prueba se demostrd que el nUmero de congestiones
encontradas no dependen del nimero de higados analizados, por lo que el nimero de
congestiones encontradas si dependen de la toxicidad del compuesto. Con resultado se
perfila a los compuestos 731, 755 y 738 como compuestos que pueden provocar dafio a
nivel de vasos sanguineos en células no tumorales de higado con una administracion
subcronica, teniendo mayor actividad citotdxica en vasos de calibre mediano.

En la Tabla 14 se presenta el nUmero de infiltraciones halladas en diferentes estructuras
del higado, se observo que el numero de infiltraciones totales es mayor en el compuesto
738 ademas de presentar un mayor numero de infiltraciones en el espacio porta, es
importante resaltar que los tres compuestos centran su actividad en este mismo espacio
(Figura 14), esto puede ser debido a que los compuestos tiene mayor actividad dentro
del tejido conectivo del espacio porta constituido por una triada que contienen una rama
de la arteria hepética, una rama de la vena porta y un conductillo biliar (Molist G y Pombal
D 2013a), formando agregados de PMN. Al comparar la actividad entre compuestos se
observo que el compuesto 731 presenta una menor actividad. En contraste con el lote
control se observa que la actividad es similar de los compuestos 731 y 755, siendo el
compuesto 738 el unico que tiene valores alejados del control (Figura 15). Para descartar
la diferencia estadistica significativa entre el nimero de infiltraciones totales inducida por
los LQM’s y el control a estos datos se les aplicé la prueba de hipotesis con desviacion
estandar conocida de dos colas, en donde se demostré6 que no hay una diferencia

significativa entre los datos observado de los LQM's y el control (Tabla 15). Al analizar
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las frecuencias de cada laminilla se encontr6 que todas eran diferentes, esto es debido a
gue no todos los érganos analizados para cada compuesto presentaban dafio, por lo que
los resultados del niumero de filtraciones totales puede depender del nimero de érganos
con dafio analizados, cédmo ejemplo se tiene al compuesto 738 que de 8 higados solo 6
presentaban infiltracion, y al control que de 6 higados analizados s6lo 2 presentaban
infiltracion. Es por esta razén que se realizé una prueba de comparacién de frecuencias
llamada prueba de chi cuadrada de homogeneidad para descartar si el dafio total
mostrado en cada laminilla depende del compuesto o no se observa dafo debido a que
el nimero de O6rganos analizados es diferente (Tabla 16). Por medio de esta prueba se
demostré que el numero de infiltraciones encontradas no dependen del niumero de
higados analizados, por lo que el numero de infiltraciones encontradas si dependen de
la toxicidad del compuesto. A partir de estos datos se pude decir que los compuestos
731, 755 y 738 con respecto del control no presentan diferencia estadistica significativa
tomando en cuenta el namero de infiltraciones totales, lo cual indica que la actividad
encontrada es debido a procesos independientes de los compuestos o0 no es suficiente
para nombrar una actividad citotéxica que provoque infiltracién en higado.

En la Tabla 17 se presenta el nimero de congestiones halladas en vasos sanguineos de
la corteza renal, al comparar la actividad entre compuestos se observa que el compuesto
738 presenta una mayor actividad, si se compara con el lote control se observa que la
actividad es similar, ademas el compuesto 731 y 755 presentaron una actividad menor
comparada con la actividad del control (Figura 16). Al obtener valores por debajo del
control es necesario descartar diferencia estadistica significativa entre el niumero de

congestiones inducidas por los LQM's y el control ya que esto se puede relacionar a que
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el compuesto DMSO esté presentando una actividad citotoxica mayor que los
compuestos LQM’'s o se trate de un hallazgo no relacionado con la actividad citotoxica
inducida. Se realizé la prueba de hipétesis con desviacion estandar conocida de dos
colas, en donde se demostré que no hay una diferencia estadistica significativa entre los
datos observados de los LQM's y el control (Tabla 18). Al analizar las frecuencias de las
laminillas se encontrd que todas tienen un 100% indicando que si hay cuatro riflones para
analizar los cuatro presentan congestion por lo que no fue necesario realizar la prueba
de chi cuadrada de homogeneidad. Estos resultados indican que la acumulacion excesiva
de eritrocitos en esos vasos sanguineos no depende de la actividad citotéxica de los
compuestos.

En la Tabla 19 se presenta el nUmero de infiltraciones halladas en la corteza perivascular
de rifion de ratdn. Al comparar la actividad entre compuestos se observa que el 738
presenta una mayor actividad en contrate con los otros lotes, siendo el lote control el que
menor actividad presenta (Figura 17). Para descartar la diferencia estadistica significativa
entre el numero de infiltraciones inducida por los LQM’s y el control a estos datos se les
realizo la prueba de hipotesis con desviacion estandar conocida de dos colas, en donde
se demostrd que si hay una diferencia significativa en relacion al lote control (Tabla 20).
Se perfila a los compuestos 731, 755 y 738 cdmo compuestos que pueden provocar
agregados de PMN en corteza perivascular de células no tumorales de rifibn con una
administracidon subcrénica de seis semanas, destacando, que los valores observados de
los LQM no se alejan del valor observado del control, teniendo en conjunto una Z
calculada que sobresale de los valores de Z critica por muy poco pero lo suficiente para

nombrar una actividad citotéxica que induce infiltracion en células renales, esto
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posiblemente ocurrié debido a que la administracion subcrénica de seis semanas no fue
tiempo suficiente para que los compuestos presentaran mayor actividad o simplemente
su capacidad de provocar agregados de PMN no dista de la capacidad del DMSO
(control) para provocar estos mismos.

Entonces, con el estudio realizado y la informacién de los estudios anteriores a este,
podemos decir que el LQM 738 se presenta como un compuesto con actividad citotoxica
cuando se administra en un tiempo de seis semanas a una dosis de 15 mg/kg,
provocando ruptura de los vasos sanguineos de calibre mediano en higado de raton
ademas de provocar agregados de PMN en corteza perivascular de riiidn de raton.
Teniendo en cuenta los resultados del ensayo cometa (Cruz L, 2014) y la técnica de
micronucleos (Gutiérrez S, 2015), podemos decir que este compuesto no tiene actividad
genotdéxica a una dosis de 20 mg/kg, presenta una actividad genotoxica menor
comparada con los otros dos compuestos a una dosis de 15 mg/kg (Gutiérrez S, 2015),
presenta cualidades de quimio-protector reduciendo el dafio por MMC en un 88 % en
higado de ratdn y 57 % en rifidn a una dosis de 20 mg/kg (Cruz L, 2014). En relacion con
en el presente trabajo el compuesto tiene mayor actividad citotoxica comparada con el
LQM 731 Y 755 a una dosis de 15 mg/kg induciendo congestién en vasos de calibre
mediano del higado de raton e infiltracion en corteza perivascular de riidn de ratén en
contraste con el trabajo de microndcleos en donde no presenta actividad citotdxica en
leucocitos de raton (Gutiérrez S, 2015).Tomando en cuenta todos los estudios anteriores
se postula como el compuesto con mayor actividad citotdxica pero menor actividad

genotdxica y mejor compuesto quimio-protector.
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El compuesto 731 se presenta como un compuesto con actividad citotoxica que provoca
menor congestién (higado) en comparacion con los otros dos compuestos y agregados
de PMN (rifién) en menor cantidad que el 738 pero igual al 755. Tomando en cuenta los
estudios relacionados a este compuesto coémo el ensayo cometa el cual demostré que
tiene un efecto antigenotéxico en células de higado y rifién de ratén a una dosis de 20
mg/kg, pero que en una dosis de 40 mg/kg reduce su potencial antigenotoxico a las 18
horas (Hernandez M, 2013), el modelo de lesiones preneoplasicas en el cual se perfild
COmO un compuesto quimio-protector y proapoptotico a una concentracion de 20 mg/kg
(Martinez R, 2014) y el estudio de micronucleos en donde se perfil6 como el compuesto
con mayor actividad genotoxica pero sin actividad citotoxica en leucocitos de raton
(Gutiérrez S, 2015), se puede decir que es el compuesto con mayor actividad genotoxica
de los tres pero menor actividad citotoxica siendo esta observada por medio de las
lesiones en venas de calibre mediano del higado de ratdon y agregados de PMN en la
corteza perivascular del rifidn en contraste con la actividad citotoxica en leucocitos.

El compuesto 755 se presenta como un compuesto con actividad citotoxica media entre
los otros dos compuestos, induciendo el mismo numero de infiltracion en corteza
perivascular que el compuesto 731 y mostrar un nimero medio de congestiones totales
entre el compuesto 731 y 738 a una dosis de 15 mg/kg en contraste con el estudio de
micronucleos en donde no se encontr6 actividad citotoxica en leucocitos de raton. Con lo
gue respecta a este compuesto los estudios relacionados han demostrado su actividad
guimio-protectora a una dosis de 20 mg/kg (Aguilar R, 2014) y por medio de la prueba de
micronucleos su actividad genotéxica presente sélo hasta la tercer semana del estudio

subcronico a una concentracion de 15 mg/kg (Gutiérrez S, 2015). Con estos datos este
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compuesto se perfila como el que presenta una actividad citotoxica y genotoxica media
comparada con los otros dos compuestos, ademas de resaltar que su actividad
genotéxica es mayor que la del compuesto 738 pero so6lo en estudios subcronicos

(Gutiérrez S, 2015).
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CONCLUSIONES

Se determiné mediante evaluacion histologica que los compuestos LQM 731, LOM 738y
LQM 755 tienen actividad citotoxica induciendo congestion en venas de calibre pequefio,
mediano y grande en higado e induciendo infiltracion de PMN en corteza perivascular de
rindn mediante un estudio subcrénico en ratones machos CD 1 con una dosis de 15
mg/kg.

El compuesto 738 presenta mayor actividad citotéxica induciendo congestion en higado
e induciendo infiltracion en rifién de raton.

El compuesto 755 presenta mayor actividad citotoxica induciendo congestion en venas
de calibre mediano de higado de ratén.

El compuesto 731 presenta la menor actividad citotoxica induciendo congestion en
higado de raton.

Los compuesto 755 y 731 presentan actividad citotdéxica similar induciendo el mismo
numero de infiltracidon en corteza perivascular de rifidn de raton.

La actividad citotoxica en higado y riidn es contrastada con la actividad citotoxica de la
prueba de micronucleos demostrando que los compuestos inducen lesiones en higado y
rifidn pero no en leucocitos, estos resultados no establecen un dafo significativo a las
estructuras morfologicas de estos 6rganos debido a que los compuestos LQM solo
inducen dos tipos de lesiones que son infiltracion y congestion, esto permite continuar

con su perfilacion como farmacos inocuos para la salud y quimio-protectores.
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PROSPECTIVAS

Evaluar el dafio histolégico en un estudio cronico que los compuestos de la serie LQM
700’s puedan causar en diferentes 6rganos incluyendo higado y rifion de ratén para
observar si el nUmero y tipo de lesiones aumentan con esta misma dosis.

Realizar otras pruebas con la dosis de 15 mg/kg para determinar si es factible disminuir
la dosis y asegurarnos que esa dosis siga teniendo un efecto terapéutico.

Determinar los posibles metabolitos citotoxicos resultantes del metabolismo de los

compuestos en pruebas de citotoxicidad in vivo.
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