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RESUMEN

Fescdipi cs un p que i fue sintctizado cn los
tab ios de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.  Pertencee al

h grupb de 1as 1,4-Dihidropiridinas y al ser valorado su cfccto farmacolégico cn
animalcs de laboratorio presento cfecto vasodilatador, antiarritmico ¥ fue capaz
de c:‘\‘pulsar calcio de 1a mitocondria.

Con ¢l p \{ bajo sc i

determinar 1a DLso para ¢l compucsto (en

ratones ) ratas) v también sc cvalio la hep icidad aguda, beroni v

crénica  en ratas ccpa Wistar ( machos de 250 g. de peso), mediantc la

deter i bioqui de y-gl i peptid f: Icali ¥y
transaminasa glitamico piruvica, bilirrubi slucog, v lipoperc

bién se realizaron cortes histopatologicos dc higado. Todo csto como parte de

las prucbas preclinicas que decben realizarse a todo firmaco que sc intenta
administrar cn ¢l hombre,

Con los rcsultados obtenidos sc concluyd que fescdipina posce un amplio
margen de scguridad ya que a dosis tan clevadas de 300 mg kg' no causo la
mucrte a los ratones ¥ con una sola dosis de 600 mg kg. ' solo provoca alteracion
dc las bilirrubinas y ¢l glucégeno cn ratas. por lo que queda clasificado como un
compucsto ligeramente toxico., Y al admini una dosis

de 3.1
mg kg diariamente por 6 meses no causa ningan tipo de dafio hepitico.



1. INTRODUCCION

Estudios epidemiolégicos han mostrado que las enfermedades cardiovasculares estan
entre los principales problemas de salud en el mundo, a pesar de la disponibilidad de
medicamentos nuevos y del avance en el conocimiento de los mecanismos patogénicos y
factores de riesgo involucrados en ellas ( hiperlipidemia, hipertension, abuso del tabaco y

ritmo de vida acelerado, principalmente).'

Los farmacos antagonistas del canal de calcio han ganado gran aceptabilidad para el

tratamiento de una variedad de desdrdenes cardiovasculares. Los farmacos de la clase de las

dihidropiridinas son especialmente atractivas para el tratamiento de la hnpenens:on y la. .

angina de pecho, por su selectividad vascular, su perfil de efectos secundanos y su

farmacocinética que permiten una sola dosis diaria.?

Felodipina, Isradipina y amlodipina son los firmacos mas recientes de la clase de las
dihidropiridinas, son efectivos antihipertensivos pero no han demostrado claras vemajas

sobre otros antagonistas de calcio de la clase de las dlhldroplndmas

Fescdipina es un compuesto que lleva este nombre porque fue sintetizado en los -
laboratorios de la Facwitad de Estudios Superiores Cuautitlan, pertenece al grupo de
las 1,4-dihidropiridinas y al ser valorada su accion farmacolégica en animales de laboratorio
resultd que presenta efecto vasodilatador, efecto antiarritmico y ademas fue capaz de

expulsar Ca " de 1a mitocondria. *



Por lo tanto, el procedimiento a seguir una vez que el compuesto : ha pasado

ién y perfilamiento, iste’'en - proponer estudios

satisfactoriamente las pruebas de

preclinicos de toxicidad que provean datos para valorar las posxblhdades de nesg,o al

emplear el compuesto para el uso humano. ©

Se han formulado varios procedimientos aphcables a las pruebns de to c1dad que’

incluyen estudios agudos subcrénicos y croénicos. . La pnncnpal dlferenc: entre ellas es la

Es sabido que el higado juega un papel centra]‘

sustancias organicas . por. lo’ que se dehe CBSI obligatori iderar la posible

hepatotoxicidad de los nuevos agcnles terapeuucos



2. OBJETIVOS

1.- Apreciar la importancia que tienen las pruebas toxicologicas

primarias en el desarrollo de un nuevo féi'magzo.

Detertrunar la DLso yel Margen de segundad dela
: FESCDIPINA" ’

3.- Evalu& la hepétotoxiddad aguda,’ subcrénica y crénica de
FESCDIPINA. '

4.- Establecer las ventajas (referentes a la toxicologfa) de fescdipina

sobre otros farmacos del grupo de las dihidropiridinas.



3. ANTECEDENTES

3.1 Enfermedades cardiovasculares

3.1.1 Fr ia e impor

El que hoy en dia, merced a la higiene y terapéutica, la poblacion humana de los paises
civilizados alcance un promedio de vida de 68-70 aflos, permite que acontezca una
mayor morbilidad y letalidad por cardiopatias. Estudios epidemiolégicos han mostrado

que las enfermedades cardio tlares estan entre los principales problemas de salud en

el mundo. En México, segiin cifras del Sistema Nacional de Salud, en 1992 la principat

causa de mortalidad fueron las enfermedades crénicas cardiovasculares con un 13.5%.°

P ) i

3.1.2 Factores 34 »pr VY

Junto a la hipertension, la arteriosclerosis es el factor etioldgico mas nocivo para el
corazén. Los factores de riesgo que predisponen a la enfermedad coronaria
aterosclerotica favoreciendo asi el desarrollo hacia el infarto de miocardio, son la
hiperlipidemia, abuso del tabaco, stress y exceso de trabajo principalmente, posiblemente
ello esta tambicén favorecido por el ritmo de vida actual, de mayor inquietud y desgaste,
ademas de el tipo de alimentacion que acostumbra la mayoria de la poblacion

meéxicana.'®



3.1.3 Tratamiento

El tratamiento clinico de este tipo de padecimientos se realiza en base a diversas

clases de farmacos, en México se cuenta con los siguientes grupos:''

1.- Diuréticos.

2.- Agentes con accion en el sistexjha nervioso.

3.- Betabloqueadores.

4.- Bloqueadores alfa 1.

5.- Vasodilatadores directos.

6.- Antagonistas de calcio.

7.- Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina.
8.~ Inhibidor de la serotonina.

9.- Betabloqueadores con efecto vasodilatador.

10.- Antagonistas especificos no peptidos de los receptores de angiotensina I1.

Actualmente la disponibilidad de nuevos farmacos principalmente del tipo
calcioantagonista y del tipo inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina provee
a la clinica con alternativas adicionales para estos pacientes.'?

3.2 Antagonistas de la entrada de calcio

Los antagonistas de la entrada de calcio incluyen farmacos de uso clinico tales como
el verapamil, la nifedipina y el diltiazem constituyendo asi una clase bien establecida de
agentes farmacolégicos de uso comian para tratar varias condiciones clinicas incluyendo
hipertensién, angina de pecho y arritmias. Estos farmacos disminuyen la presion
sanguinea bloqueando la entrada del ion calcio lo que provoca relajacion y dilatacion del
musculo liso vascular, principalmente en arteriolas. También mejoran los sintomas de la
angina de pecho al aumemar el fluyjo sanguineo en el miocardio por medio de la
wvasodilatacion de las arterias coronarias y reduciendo la demanda de oxigeno:. ademas
disminuyen la contractibilidad del miocardio. 2

5



3.2.1 Mfecanismo 3 sitio de accion

Los calcioantagonistas actiian inhibiendo el flujo de calcio hacia la célula a través de

canales de calcio dependientes del voltaje especificos localizados en la membrana celular.

brana que

Los canales de calcio son glicoproteinas alargadas y extendidas en la:
funcionan como valvulas para iones selectivos. Ellos forman un poro que abre y cierra

para permitir el movimiento de calcio en la direccidon de un g,radnente de concentracion

electroquimico. '

3.2.2 Clasificacidn

Los fairmacos calcioantagonistas comprenden un grupo qulmncamente heterogéneo
de compuestos que han sido clasificados por la Organizacion Mundxal de la Salud en seis

grupos en base a su estructura quimica y perfil farmacolégico. ™

il ( fenilalquilami ).

1. Compuestos relacionados con el verap
11. Compuestos relacionados con la nifedipina ( dihidropiridinas ).

1II. Compuestos relacionados con el dilti: ( benzoti pi ).
1V. Compuestos relacionados con la flunarizina.
V. Compuestos relacionados con la prenilamina.

VI. Otros, tales como caroverina o perhexilina.

Las primeras tres clases comprenden sustancias altamente selectivas para los canales
lentos de calcio, mientras que las otras tres incluyen compuestos que ademais tienen

efecto inhibitorio sobre los canales rapidos de sodio.?

En general los compuestos de las clases 1 y 11l ejercen su efecto primordialmente
sobre miocardio, en cambio los calcioantagonistas de la clase de los compuestos
relacionados con nifedipina tienen mucha mayor afinidad por canales de calcio a nivel
vascular, ademas de ser el grupo que se ha expandido mas rapidamente. 2

6



3.3 C os relaci dos con nifedipina: Dihidropiridinas

P

N7
H
: . 1.4-Dihidro-2,6-dimctil-(o-nitrofenil)-
3-Aril-1.4 dihidropiridina piridina-3.5-dicarboxilato de dimetito.
Estructura base Estructura de¢ nifedipina.

Tienen como estructura base la 4-aril-1,4-dihidropiridina (DHP). Las DHPs son
conocidas desde 1882 cuando Hantzsch las utilizé como intermediarios en la sintesis de
piridinas. A pesar de su accesibilidad quimica, fueron de poco interés hasta los afios
60°s, cuando se descubrid la propiedad vasodilatadora de algunas de ellas. A partir de
entonces, han sido sintetizadas un gran nimero de DHPs e investigadas sus propiedades

farmacolégicas. ** ' 17

3.3.1 Uso clinico

Las DHPs son bloqueadores muy potentes y selectivos de la entrada de calcio y son
de la hipertension, angina de
3,16

. .

pecho, isquemia y enfermedades vasculares a nivel periférico o cerebral.

e utilizados en la clini para el tr

Las DHPs también han sido objeto de dios (preclinicos y de investigacion basica)

ldgicos pot iales para otros tipos de padecimientos y usos,
4,16

como ag farr
como son: profilaxis de la migrafa y el fenémeno de Raynaud.



Gracias a su selectividad vascular las DHPs presentan las siguientes ventajas sobre

otras clases de farmacos antagonistas del calcio: ?

a) No tienen efecto sobre el sistema de conduccion del miocardio. Por lo tanto,
aunque no se usen en el tratamiento de taquiarritmias (como lo son el verapamil y el
diltiazem) son mucho mas seguras que otros calcioantagonistas en pacientes que.toman

betabloqueadores y en pacientes con obstruccion del corazén. ?

b) Muchas nuevas DHPs tienen poca o ninguna interaccién con otros farmacos

( p.¢j. digoxina, warfarina, insulina y coumarinas) que son plead péra el frgr' o’

de condiciones asociadas. '*

c) Algunas DHPs tienen efecto diurético, lo cual contribuye a la propfedad

antihipertensiva de estos compuestos. 2

3.3.2 Farmacocinctica

Se absorben muy bien por via sublingual, bucal (por ingestion) y por las vias
parenterales, dicha absorcion alcanza en los primeros dos casos al 90 por ciento, pero
sufren un extenso primer paso hepatico cuando se administra por via bucal, por esto en
general presentan baja biodisponibilidad. Se combinan con las proteinas en un 90 % y se

distribuyen a todos los 6rganos, especialmente higado, rifién y pulmén. '?

Las DHPs se metabolizan extensamente en el organismo, sobretodo en el higado, por
oxidacién (deshidrogenacion) catalizada por una isoforma del citocromo P-450
denominada P-450~r. Las DHPs se oxidan en primera instancia a sus derivados 1.4-
dehidro. posteriormente el metabolismo puede involucrar la hidrolisis de los grupos
éster, la hidroxilacion del grupo 2 y/o la 6-alquilo, formacidn de lactonas. la excrecidn de
los metabolitos se realiza principalmente por el riién, alrededor del 80 por ciento y el

20.21,22, 23

resto en heces, dicha excrecion es lenta .



3.4 Susceptibilidad del higado

El dafo hepatico inducido por compuestos quimicos ha sido reconocido como un
problema toxicolégico por mas de 100 afos, ya que el higado ademas de ser el 6rgano
mas grande del cuerpo es también el Organo blanco para estos compuestos, son
conocidos diversos factores importantes que contribuyen a la susceptibilidad, primero,
muchos xenobidticos entran al cuerpo a través del tracto gastrointestinal y después de la
absorcioén son transportados por la vena porta hepatica al higado, de esta manera, el
higado es el primer érgano bafiado por las sustancias quimicas absorbidas en el intestino.
Un segundo factor es una alta concentracion de enzimas metabolizantes de xenobioticos,
en el higado, principalmente el sistema del citocromo P-450, aunque muchas
biotransformaciones son reacciones de destoxificacion, muchas reacciones oxidativas

producen metabolitos reactivos que pueden inducir lesiones en el higado. **

3.5 Principales reacciones hepatotéxicas.
3.5.1 Necrosis zonal o centrolubulillar

Se produce por los toxicos directos o especificos del higado como acetaminofén,

acido valproico, alcohol, cloroformo, fdésforo, mercaptopurina, metales pesados,

28,26 i

tetraciclinas, tetracloruro de carbono y vitamina A, entre otros.

La lesidn consiste en necrosis de los hepatocitos, en amplias zonas y.en ’yc'icnas

ocasiones, con infiltracién grasa en pequefias gotitas o como grandes gotas que ocupan

N s

gran parte del citoplasma y desplazan al nucleo. Se que el

siguiente: *7

W

BN

El téxico produce un radical que actiia sobre el reticulo endopla 5> con’

( peroxidacién lipidica ),

de los lipidos de las membranas mitocondriales y

originando la salida de sus fracciones enzimaticas.

9




Los trastornos cnzimaticos promoveran la inhibicion de la sintesis proteica, mientras

que las i lisosémi ind la necrosis celular. La falta de sintesis de proteinas

transportadoras y de formacion de hpoproxemas para la excrecién de los (ngllcerldos. es

la causa de acumulacién de grasa ¥

La lesion hepatica inducida por este grupo se caracteriza por; -

1) Gravedad relacionada con la dosis. P

2) Reproducibilidad en animales de experimentacion. P i

3) El periodo entre la exposicidén al toxicoy la apan’ci‘én del dafio es breve y
constante. T k

4) Sensibilidad en todos los individuos. =

5) Se suele acompaiiar de lesiones en otros 6rganos, especmlmente el rifion. 22"

3.5.2 R fe tipo hepatitis viral

La lesion anatémica es como la de la necrosis cen(rolubulii]ar. con la aparicion al
microscopio de hepatocitos necrosados. . Se édy’nit’e que 1a reaccion ‘es de caracter
inmunolégico, con un mecanismo similar al del una colestasis intrahepatica; sin embargo
se ha sugerido que el téxico podria activar virus latentes y desencadenar el dafio

hepatico.??

Las reacciones son esporadicas, no demostrables con animales de laboratorio y

N -

sugieren idiosincrasia del huésped, aunque su ir

es . la mortalidad es
relativamente elevada hasta un 20 % de los casos.?®

P

Este tipo de reaccion la originan: amiodarona, aspirina. clor: icol, clortetracicli

cincofeno, dantrolene, halotano, isoniacida, ketoconazol, 'rnetroxiﬂui-ano'.‘ metildopa.
nitrofurantoina, oxacilina, fenilbutazona, plracmamlda, qu:mdma. estreptomxcma.

sulfonamidas, sulfamelomplndacmay zoxazolarmna.

10




3.5.3 R

Consisten en la obstruccidon o supresién del flujo de bilis y puede tener causas
intrahepiticas o extrahepdticas. La inflamacién o bloqueo de Jos conductos biliares da
como resultado una acumulacién de las sales biliares como bilirrubina, causando ictericia.
También se admite que, en ocasiones, el proceso puede deberse a modificaciones en el
equilibrio fisico-quimico de la secrecién biliar y variarse la concentracion de los dcidos
biliares.>*#?

Este tipo de reaccidon no se puede reproducir por via experimental. su tasa de
monalidad es casi nula, sélo puede ser circunstancia agravante el tiempo de latencia. que
es largo (15 dias); no existe relacién causa-efecto, sino que dosis bajas pueden inducir

cuadros dramadticos en sujetos sensibilizados. Por ello se estima que consiste en una

24,27

reaccidn de hipersensibilidad.

Hay dos categorias generales que difieren cuanto a la presentacion clinica y las

caracteristicas histopatoldgicas. Estas reacciones dependen de la dosis, pero existen

grandes diferencias en la sensibilidad individual. **

en los ismos de la

-- No Inflamatorias: Probable efecto directo del
secrecion de la bilis y en reacciones inflamatorias. Los farmacos que pueden causar este

tipo de reaccién son: azatioprina, mercaptopurinas, mestranol. metilestosterona,

noretandrolona. *

- Dtf7e ias: Infl ion de las dreas porta, con caracteristicas alérgicas, por
ejemplo  eosinofilia. Los farmacos que pueden causarla son: clorotiacida,
cloropr 2t clorpropamida, estolato de eritromicina, peniclilamina, proclorperacina,

promacina, sulfadiacina, tiouracilos entre otros.**
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3.5.4 Reacciones diversas.
I Higado graso
La infiltracion grasa del higado es una reaccion hepatica muy frecuente, sus

mecanismos de produccion son :

1. Mhyor aproveéhamiento de acidos grasos de los depésitos adiposos periféricos.

2. Disminucién de la utili ion u oxidacion de los acidos grasos por el higado.

3. Aumento de la sintesis hepatica de los acidos grasos. )

4. Mayor esterificacion de los acidos grasos en !riglicéridos;

5. Disminucién de la secrecion o liberacidn de grasa del higado.: A con#ecuencia'del
déficit en la sintesis de proteinas, disminuye la formacion y excrecion  de las

24,26, 27

lipoproteinas,

11 Cirrosis

La cirrosis es un proceso reparativo (desde el punto de vista organico aunque no
funcional); después de una lesion hepatica se puede producir una regeneracion nodular o
reparaciones por cicatrices fibrosas. Estas se deben bien a colapso del esqueleto del
reticulo, bien a proliferacion del tejido conjuntivo; ambas formas conducen a la fibrosis y
mas adelante, a la cirrosis. Se caracteriza patolégicamente por la presencia de colageno
en la mayor parte del higado. Originan cirrosis el alcohol, las aflaloxinas, el tetracloruro

de carbono, etc. ¥7*°

111 Neoplasias

Las neoplasias del higado surgen en las células del parénquima hepatico o en los”

conductillos biliares. Se han encontrado neoplasias benignas y malignas en mujeres que

acostumbran tomar anticonceptivos orales. =

12
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1V, Porfirias.

Con este nombre se agrupa una seric de afecciones que se caracterizan por aumento
en la sintesis de profirinas, intermediarias en la sintesis del hem. Como consecuencia
aparecen en orina y heces elevados niveles de porfobilinégeno, uroporfirina,
coproporfinina, simultineamente a diversos cuadros clinicos cutaneos (manchas o

necrosis), abdominales y neurales.?”
Los farmacos capaces de producir un ataque de porfiria son aminofenazona

anticonceptivos orales, apronalida, barbitaricos, cocama. dlurencos mercuriales,

fenilbutazona, griseofulvina, quinina, sulfonal, suifamidas, tnonal y tolueno

3.6 Marcadores del dafio hepiitico |

Las prucbas de funcionamiento h

actividades’ enzimaticas en suero, proporcnomm en- gran numero de casos, la primera

Imente ‘las alteraciones de las

sospecha de algin trastorno del higado. *

3.6.1 y-Glutamiltranspeptidasa ( GGT))

Es una enzima que esta unida a la membrana celular ( enzima intrinseca ), cataliza la
transferencia del grupo gamma-glutamico del glutatién a un aminoacido o a un péptido
que actia como aceptor. [Esta reaccion esta involucrada en el transporte de aminoacidos
a través de la membrana por interaccion entre los aminoacidos extracelulares y el
glutation intracelular. La GGT se origina en el rifidon, pancreas, higado, intestino delgado
y bazo. Se eleva en hepatitis aguda infecciosa o toxica, hepatitis crdnica subaguda,

cirrosis hepatica, obstruccion intrahepatica y lesion hepatica causada por alcoholismo. *

13



Los mecanismos por los cuales se incrementan los niveles de GGT en el suero de
pacientes con enfermedad hepiatica atn no son conocidos, pero la actividad de GGT
aumentada en el suero es considerada como el reflejo del aumento de actividad en el

3132

higado.

3.6.2 Fosfatasa alcalina (F A)

Es una glicoproteina, desfosforila selectivamente a proteinas fosforiladas dando como
resultado residuos de tirosina. Las fosfatasas alcalinas se originan en el higado, hueso e
intestino delgado, siendo excretadas por la glandula hepatica a través de la bilis. Se ha
demostrado que la actividad de esta enzima se incrementa cuando se produce un
aumento en la actividad osteoblastica y en ciertas enfermedades hepatobiliares tales

como colestasis y regeneracién hepatica, asi como por la administraciéon de algunos
32,33

farmacos como cloropror ina y metil ona.

3.6.3 Tr i /] ico piriivica ( TGP)

Esta enzima es llamada también alanin amino transferasa ( ALT ) porque cataliza la
transferencia reversible de un grupo amino de la alanina al «-cetoglutarato, se ha
encontrado en varios érganos como el miocardio, el musculo esquelético, el cerebro, el
pancreas y el rifién pero su mayor actividad ocurre en ¢l higado. La elevacion en la
actividad de la TGP es debida a su liberacion a causa de la necrosis celular

principalmente > ¥4

La utilizacion de muchos agentes terapéuticos, sobre todo hipotensores,
vasodilatadores y antiinflamatorios puede producir discretos y pasajeros ascensos
plasmaticos de las transaminasas. El mecanismo de accién es desconocido y la existencia

de una verdadera hepatotoxicidad improbable. ®

14



3.6.4 Bilirrubinas

Aproximadamente el 85% de la bilirrubina se origina de la destruccion de los

eritrocitos viejos por el sistema reticulo endotelial, la hemoglobina es metabolizada

dando como resultado el grupo hemo y globina,
transformado a biliverdina y hierro; la biliverdina riapidamente es reducida a bilirrubina y
a este tipo de bilirrubina se le

después el grupo hemo es

de este modo sale a la circulacién unida a la albimina,
denomina libre, no conjugada o indirecta, esta bilirrubina llega al hepatocito en donde
por medio de una serie de reacciones es conjugada dando como resultado la bilirrubina
conjugada o directa que es eliminada en la bilis, de ahi pasa al intestino en donde es

transformada a urobilindgeno por accion de las enzimas bacterianas. **

Desde el punto de vista anatémico, el aumento de los valores séricos de bilirrubina es
prehepatico. hepatico o poshepatico. La ictericia prehepatica se debe a la produccién
excesiva de bilirrubina. En la ictericia hepatica puede aumentar la bilirrubina sérica por
disfuncién cualitativa o cuantitativa de las células hepaticas, por ejemplo en reacciones
medicamentosas. La ictericia posthepatica se debe a interferencia con la eliminacion

fisioldgica de la bilirrubina. **

3.6.5 Glucdgeno

La glucosa aporta la energia necesaria para los procesos metabolicos que ocurren en
el organismo. La glucosa se almacena en forma de glucégeno en el higado de tal forma
que cuando es requerida en el organismo se lleva a cabo la glucogendlisis y de esta

manera se tiene la glucosa necesaria para los procesos metabolicos. 3236

de experi: acién con daio hepitico,

La energia metabdlica es anormal en
la disminucién en el contenido de glucégeno y la disminucion de la gluconeogénesis

también se ha observado en la cirrosis biliar secundaria.”
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3.6.6 Lipoperoxidacidon.

La lipoperoxidacidon es un proceso que se lleva a cabo a nivel de las membranas
celulares, ' consiste en una seric e reacciones que se llevan a cabo entre radicales libres y

los acidos grasos poliinsaturados que se encuentran en las membranas.

En condiciones normales, los radicales libres que se producen en el organismo son
captados por los sistemas antioxidantes., pero cuando se origina una produccion excesiva

de radicales libres por genos los radicales libres interacionan con los acidos

grasos poliinsaturados de la membrana celular para formar radicales lipidicos (ROO), que
producen hidroperdxidos (ROOH) y también radicales lipidicos, de esta forma hay una
prop ion de la da peroxidativa que puede consumir gran cantidad de lipidos de

la membrana, lo que origina cambios en su permeabilidad y posteriormente muerte

celular, 3% %39

Se ha postulado que la lipop idacion es el no del dafio hepatocelular

causado por anfetaminas. *°
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3.7 Pruebas toxicolégicas

El uso clinico de cualquier farmaco acarrea con ¢l cierto riesgo. El proponer estudios
toxicologos en el desarrolio de un nuevo compuesto provee datos para valorar su
seguridad para el uso humano. E! grado de con el cual puede estimarse el peligro

depende de l1a calidad de los datos toxicolégicos. ©
Los principios que se aplican a todos los procedimientos de ensayo toxicologico son:

1 ) Para que un agente quimico produzca un efecto bioldgico, debe entrar en contacto
inmediato con las células en consideracion.

2 ) Para cada sustancia quimica existe una cantidad por debajo de la cual no produce
efecto detectable en ningun sistema bioldgico, y una cantidad con la cual produce un
efecto significativo en todos los sistemas bioldgicos. Entre estos extremos se encuentra
el intervalo de cantidades en el que toda sustancia quimica ocasionara un efecto
significativo en algunos tipos de sistemas bioldgicos.

3 ) Las células que tienen funciones parecidas y vias metabdlicas similares en varias
especies por lo general se veran afectadas de forma parecida por una entidad quimica
dada.

4 ) Pequeflos cambios en la estructura de un agente quimico pueden influir en gran

manera en su accion biologica, *

Se han formulado varios procedimientos aplicables a las pruebas de toxicidad. que

incluyen estudios agudos, subagudos y cronicos. La principal diferencia entre estas
pruebas es la dosis empleada y el lapso de exposicion al agente quimico. Todas ellas
requieren que grupos de animales sanos, alojados en condiciones apropiadas. y que sean

expuestos a dosis diferentes de la sustancia quimica de prueba. *+*7
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3.7.1 Prucbhas de toxicidad aguda

Se ha definido la toxicidad aguda diciendo que esta compuesta por los efectos
adversos que ocurren dentro de un breve lapso con posterioridad a la administracion de

una dosis nica o de dosis multiples administradas en 24 horas, 7+

La prueba involucra la determinacion de la dosis letal media (DL s0) del compuesto.
El protocolo basico debe ser establecido con el nimero de animales suficiente para el

analisis estadistico, todos ellos progenie de hembras sanas que no hayan recibido
las p

tratamiento previo con otros compuestos. Por cuestiones econd
frecuentemente utilizadas son ratones y ratas y los métodos que se pueden emplear para

calcular 1a DL 5o son: Método grafico de Litchfield y Wilcoxony y meétodo de papel
cuadriculado de probit logaritmico de Miller y Tainer, *

La causa de la muerte involucra generalmente al sistema nervioso, cardiovascular, o
respiratorio, los efectos en otros érganos como el higado o el rifién algunas veces son

o solo pueden ser detectados con algunas determinaciones especiales

enmascarados
o pruebas

como estudios clinicos de laboratorio (hematologia, quimica clinica

funcionales especiales). ®

Dado que algunas sustancias quimicas producen la muerte en dosis de microgramos y
otras pueden ser relativamente inocuas, incluso después de dosis de mas de varios
gramos, se han establecido categorias de toxicidad en funcion de las cantidades de

sustancia necesarias para producir una accién perjudicial.*

1. Extremadamente téxico 1 mg kg’ o menos
2. Altamenie 16xico 1as0mg kg™

3. Modcradamente téxico 50 a 500 mg kg™
4. Ligeramenic 1oxico 0.5a5gkg”

S. Pricticamenic atdxico SalsSgke’

6. Relativamenic inocuo mais de 15 g kg™
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Para el farmacodlogo el margen de seguridad es el intervalo de dosificacion emire la
dosis que produce un efecto letal y la que produce el efecto deseado. Este margen de
seguridad se expresa como el indice terapéutico y se represenia por la relacion:*!

DL.sa / DEgo.

3.7.2 Pruebas de toxicidad subcronica

El mecanismo por virtud del cual un compuesto provoca la muerte raramente es
similar cuando se produce con una sola dosis o después de exposiciones a dosis
miltiples, por lo que las pruebas de toxicidad aguda son inadecuadas para prever la

seguridad de nuevos farmacos y deben confirmarse con estudios a largo plazo. ®

La prueba de toxicidad subcrénica en general involucra la exposicion diaria o
frecuente al compuesto durante un lapso hasta 90 dias aproximadamente. Estas pruebas
se llevan a cabo por tres motivos: 1) descubrir efectos cuantitativos o cualitativos que
pudieran haber pasado inadvertidos después de una prueba con dosis Gnica; 2) remedar
los planes clinicos probables de dosis miltiples y 3) estimar la toxicidad de las primeras

dosis del farmaco para administrar al hombre. *-3*

Los estudios con dosis multiples buscan determinar si un compuesto actia como
toxico acumulativo., es decir si se fija fuertemente a los tejidos, o si los procesos
metabolicos y de eliminaciéon no 1o eliminan del cuerpo en tiempo adecuado.
Alternativamente el compuesto y sus metabolitos pueden desaparecer, pero los efectos
tisulares de cada dosis adicional pueden persistir: ello originaria un cambio de la lesion,

que pasaria de reversible a irreversible. *
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Tradicionalmente se elige a la rata y ¢l perro para las pruebas de toxicidad subcrénica,
debido a su disponibilidad y el gran caudal de informacion basica a su respecto, cuando
no se dispone de datos sobre el destino metabélico de 1a sustancia quimica de prueba en
el hombre, se debe seleccionar como especie de prueba aquella que muestra mayor
sensibilidad en los estudios agudos, estos estudios deben realizarse con el compuesto que
es analiticamente idéntico a el que se intenta emplear para uso humano (diferentes
formulaciones o profarmacos pueden causar efectos toxicos distintos ).*

Por regla general se debe incluir un grupo control al cual se le administra el vehjculo
de dosificacion o un tratamiento simulado. Luego del tratamiento, se debe evaluar la
integridad funcional de los distintos sistemas organicos medianie pruebas bioquimicas de
la funcion organica y examen postmortem. ¢

3.7.3 Pruchas de toxicidad crénica.

De cualquier manera, las prucbas de toxicidad aguda y subcrénica tienen valor
limitado para pronosticar los efectos toxicos cronicos debido a: 1) Las sustancias
quimicas pueden producir diferentes respuestas toxicas cuando se administran
reiteradamente durante un periodo de tiempo y 2) durante el proceso de envejecimiento,
factores tales como la sensibilidad tisular alterada, el cambio de la capacidad metabdlica

y fisiologica y la morbilidad espontanea pueden influir en el grado y la naturaleza de las
respuestas téxicas. *

Las pruebas de toxicidad cronica, en las cuales los animales estan expuestos la mayor
parte de su lapso de vida a las sustancias quimicas, han constituido un medio atil para
identificar las sustancias de mayor interés desde el punto de vista de la salud publica. Por
lo comun, las pruebas se realizan con el objeto de establecer “niveles de efecto adverso

observado™ que se pueden utilizar para formular las ingestas diarias aceptables. ***
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Algunos expertos sugieren que un estudio de toxicidad crénica en las especies de
animales apropiadas roedores o no roedores podria ser suficiente, bajo las condiciones
en las que pueda ser demostrado que la farmacocinética y el metabolismo del farmaco en
estas especies son similares a las del hombre. *°

Durante las pruebas de toxicidad cronica deben emprenderse estudios a fin de evaluar
la integridad funcional de los distintos sistemas organicos, ademas todos los animales
deben ser sometidos a autopsia macroscodpica a fondo, ya que por lo comun las

decisiones relativas a la inocuidad de un compuesto se basan en estas observaciones. *'-
Por cuanto las pruebas de toxicidad cronica son costosas y requieren servicios y

personal especializado, se debe poner gran cuidado en el disefio, la ‘ejecucién y la
interpretacion de los resultados de estos estudios.® .
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4. METODOS
4.1 Prucbas de toxicidad

4.1.1 Pruebas de icidad la enr Derer

inacion de la DLss.

Se realizaron las pruebas de toxicidad aguda con el objero de deschb}ir‘los eféct'bs
toxicos ocasionados por una sola administracién de fesedipina. = Se erh{)]eaﬁ:n un total
de 180 ratones albinos (machos) de 30 a 40 gramos de peso, Mlé’s : c;x;xlés' fuefdn
proporcionados por el bioterio de los laboratorios Bayer y. manlemdos durame ‘la
experimentacion en el laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Estudios SUpenorcs
Cuautitlin,

Primeramente se pesaron y distribuyeron a los animales en forma aleatoria.. Se
formaron 18 grupos de 10 animales cada uno, cada animal fue administrade por via oral

con una dosis Unica de fesedipina seleccionada por progresidn logaritmica y estas dosis
fueron:

Dosis Dosis
GRUPO mg kg™ GRUPO mg kg
0.010 « 8
0018 3.1
0.031 .0
K 060 0.0
.100 - B.
L1KO K
310 60
8 600 100,
1.000 300.

El vehiculo empleado para suspender el compuesto en esta prueba fue agua destilada.
Posterior a la administracion se mantuvo a los animales en observacién durante varias
horas, registrando cualquier comportamiento anormal en su conducta y/o locomocion,
asi como la aparicion de otros sintomas o su muerte.
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4.1.2 - Pruebas de hepatoxicidad en ratas

1 Animales de experimentacion:

Para realizar estas pruebas, se emplearon ratas albinas de la cepa Wistar, Ginicamente
machos de 200 a 250 g de peso, las cuales fueron proporcionadas por el bioterio del
Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados (CINVESTAV) del Instituto

Politécnico Nacional y durante su evaluacion toxicoldgica se mantuvieron en Optimas

condiciones de distribucidn, alir ion y limpi en el cuarto de la granja que

corresponde al laboratorio de farmacologia y toxicologia hepatica de la misma
Institucién.

11 Equipo y aparatos empleados:

-- Balanza granataria con canastilla marca Ohaus.

Jeringa de 1 ml. con dispositivo para administracién oral ( sonda ).

Jeringa de 10 ml. con aguja 16 x 32 mm para realizar las punciones cardiacas.
Camara de anestesia impregnada con éter etilico.

-- Equipo de cirugia completo.

-- Centrifuga con refrigeracién marca Beckman T3-R.

-- Bafio Maria a 37 °C marca Temperor.

-- Espectrofotémetro Spectronic 20 marca Milton Roy Company.

Micropipetas para medir diferentes volimenes en microlitros.
111 Soluciones y Reactivos:

-- Alcohal etilico absol (Baker Analized).

-- Carboximertilcelulosa.
-~ Eter ctilico puro (Baker Analized).

-- Reactivo de Bowin.
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Diagrama metodologico

EVALUACION DE LA
HEPATOTOXICIDAD DE
FESCDIPINA

AGUDA
Dosis inica de 300 y 600 mgkg-1
Tiempo de observacit n: 24 Hrs,

SUBCRONICA
Ddsis diaria de 3.1 mgkg-1
Tiempo de administracion:

1,2y 3meses

CRONICA
Dosis diaria de 3.1 mgkg-1
Tiempo de administracié n:
45y 6 meses

CONTROL
1ml. de CMC 1%

CONTROL
0.8 ml. deCMC 1%

CONTROL
0.8ml. de CMC 1%

]

Extraccié n de SANGRE
por puncié n cardi aca
del animal anestesiado

I

Determinacio n en suero de:
GGT, FA, TGPy Bifimmubinas

l

Exiraccié n del Hi GADO
del animal sacrificado

Determinacion de:
Glucd genoy Lipoperaxidacion,

l Cortes para histopatologi 2
Tincio n de:
Hematoxilina-eosina
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a) Tratamiento agudo

En estas pruebas se emplearon un total de 15 animales los cuales fueron distribuidos
al azar en tres grupos de 5 animales cada uno, en este caso se administré via oral una
unica dosis de fescdipina de 300 y 600 mg kg."' al grupo 1 y 2 respectivamente, al

grupo namero 3 (Control) se le administré por la mi via 1 ml. del vehiculo empleado:

carboximetilcelulosa al 1 %. Durante 6 horas posteriores a la administracién se observd

a los animales registrando cu port o anormal en su conducta y/o

locomocioén y esperando la aparicidon de sintomas o la muerte.

Transcurridas 24 horas posteriores a la administracion, en los animales
sobrevivientes (tanto controles como tratados) se procedid a obtener una muestra de
sangre por puncidon cardiaca del animal previamente anestesiado con éter etilico.
Después se sacrifico a los animales y se les extrajo el higado, se separaron de ¢} dos
porciones de 0.5 g exactamente para realizar las cuantificaciones de glucdgeno y
lipoperoxidacién respectivamente y ademés se obtuvieron cortes para la realizacion de

los estudios histopatologicos.

Las muestras de sangre y de de higado se mantuvieron desde su extraccidn hasta su
utilizacidn, en refrigeracion para evitar alteraciones en las determinaciones bioquimicas,

los cortes de higado para teftir se conservaron en el reactivo de Bowin.

Se obtuvo el suero, centrifugando las muestras de sangre a 3000 r.p.m. durante 10
minutos, en ¢él se realizaron las determinaciones bioquimicas de bilirrubinas 'y
enzimas marcadoras del dafio hepatico como son: y-glutamiltranspeptidasa (GGT ) '
Fosfatasa Alcalina (F A) y Transaminasa Glutamico Pinivica ( TGP), las porciones de

higado se emplearon para la determinacién de glucé > ¥ lipoperoxidacion.

Los cortes que se mantenian en ¢l reactivo de Bowin se lavaron a las 10 horas con
etanol al 70 % y se conservaron en este hasta que se fijaron y tileron con la  técnica de

hematoxilina-eosina.”
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b) Tratamiento subcrénico y crénico

Para este estudio se emplearon un total de SO animales los cuales se distribuyeron en
5 grupos de 10 animales cada uno, cuatro animales de cada grupo fueron administrados

Unicamente con 0.8 ml de carboximetilcelulosa al 1 %% ( vehiculo ). A los seis restantes

de cada grupo se les administré diari e fescdipina por via oral en dosis de 3.1 mg
kg™ durante los siguientes periodos de tiempo:

Tiempo dc Tipo de
No.Grupo Administracién TOXICIDAD
1 1 mes subcrénica
2 2 mescs subcrénica
3 3 mcscs subcrénica
+ 4.5 mceses crénica
El 6 mcscs crénica

Transcurridos los tiempos de administracién diaria, de todos los animales (control y
tratados) se obtuvo una muestra de sangre por puncion cardiaca de los animales
previamente anestesiados con éter etilico, posteriormente se sacrifico a los animales y se

les extrajo el higado del cual se obtuvieron muestras para realizar las determinaciones

de glucd y lipoperoxidacion asi como  algunos cortes para los estudios
histopatoldgicos.

Todas las muestras obtenidas se conservaron en refrigeracion hasta que fueron
utilizadas. De aqui en adelante se procedid con las muestras de Ja misma manera que en
el caso de las pruebas de toxicidad aguda. :

Los resuitados obtenidos para las pruebas bioquimicas de los’“ Gimales tratados se

compararon con respecto a los resultados para los animales control empleando la prueba
estadistica de t de student (ver apéndice 1). BT : ’
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4.2 'Determi iones bioqui

En muestras de suero fueron determinadas las enzimas: y-Glutamiltranspeptidasa, .
fosf: alcalil y transami glhitamico pirivica asi como otros compuestos como
bilirrubinas. . En muestras. de higado se cuantificaron glucégeno y lipoperoxidacion.

Reactivos emplecados:

— Acido acético glacial (Baker Analyzed).

-- Acido clorhidrico (Baker Analyzed ).

— Acido fosforico -Acido ortafosforico- (Baker Analyzed ).

- Amdo alfaoxaglutarico (Sigma).

— Acido tiobarbitirico (Sigma).

- Acido tricloroacético (Merck).

— Acido sulfirico (Baker Analyzed).
Alcohol crilico (Baker Analyzed).

- Antrona (Sigma).

= Azl de coomassie g-250 (Sigma).

-- Cloruro de magnesio (Baker Analyzed ).

-— 2.8-Dinitrofenilhidrazina (Sigma).

-~ Fosjfato disodico (Baker Analyzed).

-- Fo: (_‘fal() nmnopumuco (Baker Analyzed).

- ilida (Sigma).

- Gllcil-g/lclna (Sigma).

-- Hidroxido de potasio (Merck).

-~ Hidroxido de sodio (Baker Analyzed).

-- Piruvato estandar (Sigma).

-- p-nitrofenilfosfaro (Sigma).

-~ p-nirrafenol estandar (Sigma) .

-- p-nirroanilina (Sigma).

Todos los reactivas son de]  maximo grado de purcza .
Entre parénicsis sc anota la casa distribuidora de dichos reactivos .

El dnico kit de i dos que sc lco fue:

-- Equipo para la determinacion fotométrica de:
Bilirrubinas ( 3333 Merck).
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4.2.1 Determinacidn de la actividad de la Gl il tr Pel

Py

En este método se usé como sustrato la glutarﬁilfp-nitroanilida que en presencia de la

enzima y-glutamil transpeptidasa y de un recepto - del "grupro ¥-l-glutamil (como es la

glicil-glicina) produce y-l-glutamilglicilglicina .'y: -~ p-nitroanilina que puede ser

cuantificada espectrofotométricamente. **
Se prepard una curva estandar de p-nitroanilina de la siguiente forma:

Se pesaron 13.81 mg de p-nllroanilina y se disolvieron en 250 ml de dcido
acético 1.5 M. :

Se graficod la concentracién de p-nitroanilina (nmoles) contra ia absorbancia.

ul. de sol de ul. de Agua

TUBO - p- nitroanilina bidestilada

- . 50 1950

2 100 1900

3 150 1850

4 250 750

X 5 375 625
] 500 500

7. 750 250

8 1000 1000
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PROCEDIMIENTO

. 1.- . En un wibo de ensayo de vidrio ( 13 X 100 mm ) se mezcla lo siguiente:
- 400 ul. de ris-HCl 200 mM pH 8.2
- 100 ul. de MgCl; 200 mM
- 100 ul. de glicil-glicina 40 mM pH 8.2
- 200 ul. de g-gi; il-p-ni ilida 10 mM.

2.- Seincuba en bafio Maria a 37°C durante 10 min. y se inicia la reaccién

agregando 200 ul de swero. Se agita e incuba nuevamente a 37°C.

3.- Lareaccidon enzimitica se detiene a los 30 minutos agregando 2 ml de
dgceido acético 1.5 M.

4.~ La absorbancia de cada reaccion se determina a 410 nm cuantificandose
la p-nitronilina producida. La concentracion de la enzima se determina por
interpolacién de la absorbancia en la curva estdandar.

5.- Los resultados se reportan en umol . L™ min. para lo cual se realizo el

siguiente calculo:

CALCULO

cC = ( VR ) (Jlumol ) (1000m)
(VS)(T) (1000nmol) ( 1 L )

Donde :

C = Concentraciéon de la enzima (nmol ml ™)
VR = Vol de reaccion (3 ml )
VS = Vol. de suero empleado ( 0.2 m! )

T = Tiempo de reaccién ( 30 min. )
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4.2.2 . Determinaciin de la actividad de Ia‘ En;gfma.\:h Alcalina

Este método se basa en la hidrélisis del ;5- trofemlfosfato por la fosfalasa alcalma

para producir fosfato morgamco y p-mtrofenol al absorhe a 4 1 O nm:

Reactivos:

1.- Solucié. reind dcp-mu 2 de 10 *nrl.
2.- 0.5 mldela'sol. 1 sellevana un volumen de 100 mi1 con NaOH 0.0’ N
3 : ; H : .

Curva indar de Fosfatasa Alcali
ol pmoles de
TUBO Sol. 2 NaOH 0.02 N sustrato
: (ml) . (ml) hidrolizado
0.5 5.0 0.025
2 1.0 4.5 0.050
3 2.0 3.5 0.100
4 3.0 2.5 0.150
5 4.0 1.5 0.200
6 5.0 0.5 0.250

La absorbancia de las mezclas se determind a 410 nm.
Se graficd la concentracion ( pmoles de sustrato hidrolizado ) contra absorbancia.
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PROCEDIMIENTO

1.- En un tubo de ensayo de vidrio ( 13 X 100 mm) se mezclan los siguientes
reactivos:

= 0.25 ml de buffer de glicina 0.1 M y AMgCl2'1 mM pH 10.5.-
- 0.25 ml. de sustrato de p-nirrofenilfosfaro disédico ( 0.4 %), -

- . Se incuba la mezcla en bafio Maria a 37°C durante 5 min.

Se afladen 50 nl de swero problema y se incuba nuevamente a 37°C por 30min.
Se detiene la reaccién adicionando 5 ml. de NaOH 0.02 N.

- Determinar la absorbancia de la mezcla a 410 nm.

whw
[}

La racion de la i se determina por interpolacion de la absorbancia en la

curva estandar de p-nitrofenol.

Los resultados se reportan en pmol .L™! min *! considerando el sig

CALCULO

[ GOSN oS ) (1000 ml)
(VS) (T) (1L

Donde:

C =Con acién de la i ( umot ).

VS = Vol. de Suero empleado ( 0.05 ml ).
T = Tiempo de Reaccién ( 30 min ).

31




4.2.3 ‘Determinacion de la actividad de la Alanin Amino Transferasa sérica
(Tr i Glutdmica Piravica T G P)

La actividad de la TGP se determind por el método de Reitman-Frankel, en el que se
midié el complejo formado por el piruvato y la 2,4-dinitrofenilhidrazina que se producea

partir de 1a alanina y el alfa-oxoglutarato, complejo colorido que absorbe a 515 nm. hat

Reactivos empleados:

1.- Buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4
Se prepard mezclando 840 ml. de soluciéon 0.1 M de fosfato disddico con 160 ml
de solucién 0.1 M de fosfato monopotasico.

2.- Solucion de sustrato

Se disolvieron 1.78 g de D-alanina y 30 mg de acido alfaoxoglutarico en solucion
buffer, se afadieron 0.5 ml de hidroxido de sodio 1 N y se completd hasta 100 mil con
la solucién buffer. Se conservé a 4°C.

- Reaciivo cromogeno ( 2-4 dinitrofenilthidrazina 1 mMf )
Se disolvieréon 200 mg de 2.4-dinitrofenithidrazina en HC1 1 N caliente y se completd
hasta un litro con HC1 1 N.

4.- Solucion estandar de piruvato. (1 ymol ml ' )
Se disolvieron 11 mg de piruvato sddico en 100 ml de solucién buffer.

Se prepard una curva estandar de piruvato de la siguiente manera:

Tubo No. 1 2 3 4 s 6 7
Sol. sustrato_ (11 ) 250 225 200 1751 150 1251 100
Sol estandar de piruvato (ul ) - 25 50 75 100 1251 150
Sol. Buffer de fosfatos (1) 50 50 50 50 50 50 50
Reactivo cromogeno ((ul ) 250 250 250 | 250 250 | 250 | 250
NaOH 0.4 N (ml) 2.5 2.5 235 2.5 2.5 2.5 2.5

La curva se construyo graficando la concentraciéon en pmoles de piruvato contra
absorbancia.
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; PROCEDIMIENTO

Reactivos Blanco | Problema

s Sol. sustrato D-1-alaniina (1) 250 250
Sucro problema (111 ) hin 50
Mezclar suavemente e incubar a 37°C durante 60
minutos .

i Reactivo cromdageno (1) 250 250
Incubar S minutos a 37°C.
Suero problema (1l ) 50 —
i Incubar 135 minutos a 37°C
NaOH 0.4+ N (ml) 2.5 2.5

Se determino la absorbancia del problema y el blanco calibrando con agua destilada.
Restando la absorbancia del blanco a la de la muestra respectiva e interpolando en

la curva estandar de piruvato se determiné la actividad de la enzima en pmoles de

piruvato.

El resultado, como el de las anteriores enzimas se reportd en pumol L' min, !

CALCULO:
i
(V)I(T) (1 L)

Donde: )
V= Volumen de suero problema ( 0.05 ml).
T= Tiempo de incubacién { 60 min ). -
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Determinacicn de Bilirr

La bilirrubina forma con el acido sulfanilico diazotado un colorante azoico que en
solucién neutra es rojo y -azul en solucién . alcalina. - El glucorénido de bilirrubina

hidrosoluble reacciona directamente,:mientras que la bilirrubina indirecta libre reacciona -

solo en presencia de un acelerador.

4.2.4 Bilirrubina total

La bilirrubina total en suero o plasma se determina por copulacion con el icido

sulfanilico diazotado tras la adicion de cafeina, benzoato de sodio y acetato de sodio.

Con la solucion de Fehling se forma azobilirrubina azul,

determinarse también en presencia de subproductos amarillos ( coloracion mixta verde )

de manera selectiva por fotometria a 578 nm. *3

cuyo contenido puede

PROCEDIMIENTO

Reactivos Problema Blanco
Acido Sulfanilico 0.2 ml 0.2 ml
Nitrito de Sodio 1 gota eeed
Acclerador 1.0ml 1.0ml
Suero ( reciente no hemolizado ) 0.2 ml 0.2 mi

Mezclar y dejar reposar de 10 a 60 minutos a temperatura ambiente

Solucion I FFehiing |

1.0ml

| 1.0 ml

blanco.

Mezclar, medir a 578 nm de absorbancia los problemas al cabo de 5
a 30 minutos contra agua destilada y en caso necesario, contra el

CALCULO

Medicion frente a un blanco:

Concentracidn de bilirrubina total = E x 10.5 mgdl !
E x 180 umol L




3.2.5 Bilirrubina directa

La bilirrubina dlrecta. pnnmpalmeme los glucoromdos hidrosolubles de bilirrubina,

reaccionan a los. 5 mmutos sin'la adnmon de’ acelerador La blllrrubma libre. bajo estas

condlcuones reacclona mas lentameme. B

La blhrrubma dlrccla se mlde segun Schellong y Wende, * % sin adicion de alcali, como

colorame azo:co ro;o a 5 6 nm,

La bnhrrubma mdlrecta‘se obnene de la dlfercncta entre la bxhrrubmn total y la
bilirrubina dxrecta

PROCEDIMIENTO

Reactivos Problema Blanco
Acido sulfanilico 0.2 ml 0.2 ml
Nitrito de sodio 1 gota -
Solucion salina fis cmlog/ca 2.0 ml. 2.0ml
Suero reci no i 0.2 ml 0.2 ml
Mezclar inmediat. dejar reposar a temperatura ambiente.
A los 5 minutos exactos, tras la adicion del suero, medir las
extinciones de los problemas contra el blanco a 546 nm.

CALCULO:

Concentracién de bilirrubina directa= E x 14 mg dl !
= E x235 umol L'
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4.2.6 Determi. ion del ido de Glucdg Hep

Este procedimiento consiste en la digestidn caliente de una muestra de higado
conteniendo glucdgeno, el cual es hidrolizado con KOH 30% dando como resultado

glucosa, que se cuantifica colorimétricamente con el reactivo de antrona. ¥’

1.- Se pesan 0.5 g de muestra de higado y se colocan en tubos de
ensaye (150 x 15 mm) se afladen 1.5 ml. de una solncion de KOH al 30% a cada
uno de ellos, se hierve en bafio de agua durante 30 minutos,

2.- Después de enfriar los tubos, la muestra digerida se coloca en un matraz
aforado de 25 ml y la muestra se lleva a este volumen con agua tridestilada.

3.~ Dela dilucidn se toma un ml y se lleva nuevamente a 25 ml con agua
tridestilada.

4.- De la ultima diluciéon se toma un ml y se coloca en un tubo de ensayo de
150 X 15 mm, ademas se prepara un blanco con 1 ml de agua tridestilada y‘
también un midar de gl ( 20 pgmi™). :

5.- Se prepara la solucidn de anrona al 0.2% en H:SO. concentrado,

6.- Los tubos del paso 4 se colocan en hielo y se le affade 2 ml. del reactivo de.
antrona agitando suavemente. S

7.- Se tapan los tubos con canicas y masking-tape y se colocan en baiio de agua
hirviendo durante 15 minutos.

8.- Se enfrian en agua fria y se lee la absorbancia de Ia reaccion a 620 nm.

CALCULO

ug de glucogeno = 20 pe x U
1.11 x S

U = Absorbancia de la muestra problema
S = Absorbancia del estandar de glucosa
1.11 = Factor de conversion determinado por Morris para convertir la
glucosa a glucégeno .

Los resultados se reportan en gramos de glucégeno ( 100 g de higado )"
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4.2.7 Dererminacién del Ce ido total de Proteinas

La determinacion del contenido de proteinas se llevd a cabo utilizando el método de
Bradford que se basa en la unién de azul brillante de Coomass:e ‘G-250a las proteinas El
azul brillantede Coomassie G-250 muestra dos fon-nas de coloracnén a.zul .y-rojo.-. La

forma roja se convierte a azul cuando seune a prolemas :'7

El complejo colorante-proteina presenta una absorcion maxima a 595 nm,” el proceso

de for ion del complejo es virtual completo, - rapido 'y permanece en solucién

por un tiempo relativamente largo ( aproxlmadameme una hora ). *

Composicién del reactivo de Bradford.

—  Acido fosforico al 85% ......... ....... 100 ml
—  Alcohol erilico al 95% 50 ml
- Azulde C je G-250 100 ml
- Agua tridestilada ¢sp.....ceeerereiueane 1000 ml

Preparacion de Ia curva estindar

Se coloca en tubos dc ensayo 13X100 mm 10, 25,.50, 75, y 100 . ug de i

1.-
ina sérica b ( ABS).

2.- Seafiaden 2.5 ml. de reaciivo de Braq'ford h todds los tubos y se agita.

3.- Selee la absorbancia del COmPIEJO a 595 nm_en el espectrofotometro. '

La curva estandar se construye grafi cando Ia concentracnén de albumina contra
absorbancia.

4.-
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PROCEDIMIENTO

1.- Setoman 100 1l del homogenado de higado utilizado para la determinacion del
grado de lipoperoxidacién y se llevan a 1 ml con agua tridestilada.
2.- De la dilucién anterior se toman 20 uly se agregan a 80 pul de agua
tridestilada.
3.- Se prepara un blanco que consiste en 100 pl de agua tridestilada.
4.- Se afade tanto a los tubos con muestra como al blanco 2.5 ml de reacrivo de -
Bradford.
5.- Se agitan y se lee la absorbancia a 595 nm.
6.- La concentracion de proteinas se determina interpolando la absorbancia
resultante en la curva estandar.
Se consideran el cc id de pr i v‘en 300 ml del homogenado mediante el
siguiente: - : :
CALCULO
Q 000, pl) :
Donde : :
Cc = Concentrnc:on de protemas ( mg / ml)
- FD = Factor de Dﬂucnén. 10 N
4.2.8. Deternunacmn del gra:lo (Icl., ,v iducio phr el mérodo del
aculo nobnrlnrunca C TRA PR T B
El método se fund en que dos ﬁoié.culas ‘de4cido . tiobarbiturico (TBA)

reaccionan con una molécula de malondmldehldo (MDA) formando un pigmento rojo, el

cual tiene un maximo de absorcidn en solucmn acnda a 532 nm. El cocficiente de

extincién molar del complejo colorido es de 1.56 X 1008 emt. 4®
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Reactivos:
-—  Tris HCl 150 mM pH 7.4,
-- Ac. Tricloroacética (TCA) al 15%.
— Ac. Tiobarbitirico 0.375% en TCA al 15%.

PROCEDIMIENTO

1.- Se hoﬁldgénizgn 0.5 g. de higado con 5 ml de agua tridestilada con lo que se
obtiene un homogenado al 10% P/V. '

2.- Setoman 300 ul del homogenado y se completa a 1 ml con 7ris-HC/ 150 mM
pH 7.4 :

3.- Seincuba a una temperatura de 37°C durante 10 min al término de este tiempo
a cada muestra se le adicionan 2 ml de dcido tiobarbitirico (TBA) al 0.375%
di 1to en decido tricolor Eei (TCA) al 15%.

4.- Seincuban los tubos en agua hirviendo durante 15 minutos.

5.- Se enfriany centrifugan los tubos a 4000 rpm durante 10 minutos.

6.- El sobrenadante se separa y lee la absorbancia a una longitud de 532 nm.
La concentracion ( C ) se obtiene:

; C = E (19.2308 nmo] MDA) En Espectronic 20
! (25.6410 nmol MDA ) En Coleman :

El resultado se expresa en nmol‘MDA ( mg de proteina’)’!,. para lo cual se
divide la concentracién en nmol de MDA entre el resultado de proteinas de la muestra

correspondiente.
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5. RESULTADOS

a) Determinaciéon de la DL s

BOSIS DL ANINALES ANINMALES ]
GRUPO FE(:;I::‘,'L\).A l:»‘;:r‘;::‘ son:::l\'l-:s

1 0010 10 10

2 0.018 10 10

3 0.031 .10 10

4 0.060 10 10

5 0,100 10 10

6 0.180 10 10

7 0.310 10 10

8 0.600 10 10

9 1.00 10 10

10 1.80 10 10
11 3.0 10 10
12 6.00 10 10
13 10.0 10 10
14 18.0 10 10

15 310 10 10

16 60.0 10 1o . -
17 100.0 10 10

18 300.0 10 . 10 -

Sescdipina sobrevivieron al tratamiento. :‘La dosis mas elevada que se. administro a los

ratones fue de 300 mg kg. ' : o

En rata se administro a 2 grupos ;de s nimales cada uno,: las dosis de 300 y 600

mg kg™ respectivamente y todos los animales sobrevivieron.
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b) Pruecbas de hepatotoxicidad aguda, subcrénica y crénica.

A continuacién se muestran en forma grifica los resultados que se obtuvieron de las

Lirndas ini 1

alos it que

determinaci bioquimi los cuales fueron r

se emplearon en el estudio de toxicidad hepitica.

Para cada uno de los parametros determinados solo se ha gratificado la media y
desviacion estindar- de cada uno de los grupos tratados con fescdipina, ademas se
colocaron a su lado los resultados obtenidos para el grupo control con el fin de comparar

entre ellos.

En total se determinaron siete marcadores del dafio hepatico, en las graficas 1,2y 3

se muestran los resultados obtenidos para la i No. 1 y-glutamil transpeptidasa,

No. 2 fosfatasa alcalinay No. 3 transaminasa glatamico pirtvica.

Las grificas 4 y 5 corresponden a los pigmentos biliares, bilirrubina directa y

bilirrubina indirecta respectivamente.

Las determinaciones bioquimicas efectuadas con muestras de higado y que también
son muy importantes en la deteccion del daiio hepatico son: cuantificaciéon de glucogeno
y lipoperoxidacion, los resultados obtenidos los podemos observar en las graficas 6 y 7

respectivamente.

a1



En todas las graficas los numeros colocados debajo del eje de las ordenadas

corresponden al tipo de tratamiento al que se sometieron las ratas.

do. Se administrd una sola dosis de 310 y 600 mg kg*

No. 1 y 2 tr: iento ag
respectivamente y los parametros fueron determinados a las 24 horas.

No.3,4 y S5 corresponden al tratamiento subcrénico, en este caso la dosis
dministrada fue siempre igual ( 3.1 mg kg. *' diariamente), la diferencia estriba en el
dministraciéon del comp o, es decir el tiempo al cual se

tiempo que duro la
determinaron los parametros.
numero cuatro fue a Jos dos meses y para el cinco fue a los tres meses.

Para el nimero 3 fue al transcurrir un mes, para el

Los nimeros 6 ¥ 7 nos indican los resultados del tratamiento crénico en el cual se

administré el compuesto de la misma manera que para el tratamiento subcraénico. solo
racion: para el ni o seis fueron cuatro y medio meses

cambia el tiempo de la ad

y para el siete fueron seis meses.



Grdfica No. 1 Determi ion de G gl il tr ide en sueros de

raras tr de

per
con fescdipina y sus resy ivos controles.

& CONTAGL
RATADO

AqmlfLnin

acupo suscroniCO cmownico

Los ani no cn ningan caso dif ia signi iva conr a los controles.

Grdfica No. 2 Determinacion de Fosfatasa alcalina en sucros de ratas
tratadas con fescdipina y» sus respectivos conroles.

SCONTRGT
wTRATADOD

A 100
“
°

-l

La cnzima tiende a disminuir conforme avanza ¢l tiempo del dio. pcro cste

tanto en animales tratndos como cn controles, por 1o gue no se atribuye a la i ion dc)
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Grdfica No. 3 Determil icn de Tr

ratas tr las con fe

V susr

P

ivos controles.

pirtivica en sucros de

@conTaot
TRATADO

yeltimn

Aaaupo

suscronic O

Sc obtuvicron valores constantes de la enzima tanto para ¢l grupo tratado como cn ¢l grupo control

se obsenvé diferencia significativa cntre cltos.
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Grifica No 4. Determinacion de Bilirrubina directa en sueros de raras
1 con fescdipina y sus r

spectivas controles.

G coNTRGE
TRATADO

yrait

|
|
!
|

Las desvi Andar son muy P sin cmbargo. en ningun ¢2so sc obtuvo difercncia significativa
entre los grupos trawndos ¥ tos controles.,

Grifica No. 5 Deierminacion de Bilirrubina indirecta en sucros de ratas
tratadas con fescdi

7 ¥ sus resy ivos controles.

|
CEIOLED g
‘mTAATADO |

En ¢l ralamicnto agudo ( Barras No. 2 ) la ad
una ¢l i ignificativa de cste i
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Grdfica No. 6 Determi ion de Glucdgeno en hig

de ratas tratadas con
Jescdipina y sus respectivos conroles

91109 DEHGADD

croNico

Sc obtuvo una dismi 16 igni iva de al ad
( barras con cl No. 2).

600 mg kg de fescdipina.

Grifica No. 7 Determinacién de la Lipop idacién cn hig

con fescdipina y sus respectivos controles

do Jde ratas traradas

@conTwoL

l-'IA'ADD .
JLRLLALLCH

vk de MDA J g 0 profeinss

sumcmownico

En csta determinacién no sc obseno difercncia significativa entre los grupos tratados ¥ sus controles,
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Figuras

Las fotografias cjuc se muestran a continuacién son representativas de los resultados
obtenidos al’ realfzax; cones'histopatologicos en higado de los animales en estgdio
(todos los animéies de éada,grupo presentaron una histologia semejante a la que se
exporie). Todos 1os “Cortés fueron tefiidos con fécnica de hematoxilina-cosina. '

Enla ﬁgurk No. 1 tenemos el corte de higado de un animal del grupo control, se
observan las células tipicas de higado ( hepatocitos ), la membrana celular delimita su
forma poliédrica, su nucleo es central y de color intenso debido a Ia tincién, el citoplasma
tiene un aspecto granular y contiene una gran cantidad de glucégeno. Estas células se

disponen en cordones unicelulares llamados trabéculas.

En la figura No. 2 se presentan los resultados obtenidos de un animal del grupo
tratado con una dosis de 600 mg kg. *' ( tratamiento agudo ) podemos apreciar que no
existe diferencia con respecto al control ( figura No. 1 ), las células no se han alterado a
causa de la administracion del compuesto, e incluso podemos observar una célula en

mitosis, que es muy comin en el higado ya que los hepatocitos son células con una gran

idad de duplicacién

De la misma manera , el tratamiento subcrénico y crénico ( figura No. 3 y 4
respectivamente ) no causaron alteracion en las células hepaticas, ya que conservan su
citoplasma bien delimitado por la membrana celular y no se presentan huellas de grasa,

ni necrosis.
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spitociios de un ammal control Células de forma pohédnca con un nucleo
sranular Tinoon de hematosihina-cosina (100N )

central v

b - -
ado con fescdiptng en dosis de 600 mg kg™

No presenta diferencia con respecio al control Algunas celulas presentan un doble nuclco Tincién de
hematoxahina-cosina ( 100 X .

Figura No. 2. Hepatocuos de un amimal e
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Figura No. 3. Hepatoaitos de un animul trtado con fescdiping cn dosis de 3 1 mg ke ' ( tratanuenio
subcromico ). Algunas celulas presentan un dobic nucleo Timaion hematosilina-cosna ¢ 100 X))
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Figura No. 4 Hepatocitos de un antmal tratado durante o meses con fescdipinag, dosis diana de

31 mg ke 7 No prescnta diferencia con tespecto al control  La adnnmistracion del compucsto no
altesa la estructura celular Tincion de hematosihna-cosing (100 Xy




6. ANALISIS DE RESULTADOS

A dosis tan elevadas de hasta 300 mg kg.”! ( en ratones ) y 600 mg kg! ( en ratas ),
fescdfpina no causa la muerte, por lo cual no es posible determinar un valor para la
dosis letal cincuenta, lo que a la vez nos indica que el compuesto presenta un margen de
seguridad t amplio do se emplea la via de administracién oral. ( dosis
terapéutica: 3.1 mg kg™').

Esto representa una clara ventaja sobre otros antagonistas de calcio, ya que se ha

publicado que es fr e el er jiento por la ingestion de dosis elevadas tanto
con nifedipina (600 mg) asi como con otras de reciente introduccién como amlodipina
(70 mg) en donde la hipotensién irreversible es una de las principales causas que
conducen al paciente a la muerte.( dosis terapéutica: 10 a 30 mg dia para nifedipina y 5
mg dia *! para amlodipina ).*6-47

Del analisis estadistico realizado a los resultados de las determinaciones bioquimicas
( ver apéndice 1 ) se tiene que:

a) Para el caso del tratamlento agudo solo 1a dosis mas elevada de 600 mg kg.”' de
Jescdipina fue capaz q

nente. el funci iento hepatico lo cual se.

demuestra ‘al encontrar un

gniﬁéativa en los . parametros: de - bilirrubina
indirecta (,t calculad 9.2405) y !

Jucégeno ( t calculada: - 6.3437 ).

Por lo que fﬁcdlptna se ublca.na en la categoria No. 4 (ligeramente 16xico) de la
clasificacién dada por Loom:s ‘ya aqm se - agrupa a las sustancias qulmxcas que
producen una accién penudncml al administrarlas en dosis de O. 5 asgkg.”
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Aunque creemos que seria dificil que el dafio hepatico ocasionado por el compuesto
se pueda observar en el hombre, ya que la dosis que causé esta alteracion fue demasiado

elevada, considerando que la dosis terapéutica es de 3.1 mg kg-', una dosis de 600

mg kg™ repr a aproximad 200 veces el valor de la dosis terapéutica (42 g.

) para un individuo de 70 kg. ).

b) En cuanto a los resultados obtenidos para el estudio de toxicidad subcronica y
créonica no se encontré diferencia significativa en ninguno de los parametros
cuantificados, ni atn a los periodos de tiempo mas prolongados ( 6 meses ), tampoco se

observo ' que fescdipina provocara alteracién a nivel de hepatocitos .

Es notorio que todas las determinaciones bioquimicas muestran un comportamiento
similar, es decir muestran cierta variacion pero no una tendencia a disminuir como es el

caso de la fosfatasa alcalina (grifica No. 2) en la cual al finalizar el estudio los valores

tetonid di

para esta yeron notabl ite .

Mediante el analisis estadistico se comprobd que tal comportamiento no es debido a

Al "

la racion de f« ipi ya que se observa tanto en los animales tratados como

en los controles, ademas se demuestra un dafio hepatico cuando se tiene elevacion de la
enzima en los animales tratados. Mais bien se puede atribuir al tiempo que dura el

estudio, es decir durante el proceso de maduracién y envejecimiento de Jos animal su

actividad metabdlica y fisiolégica cambia, lo que provoca que los valores de algunas

. 1 d di

P do la edad. De ahi la importancia de realizar los estudios de

toxicidad crénica. *
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En los cortes histopatoldgicos realizados en el higado de los animales estudiados se

I

ré que fz

dipina no provoca modificacién de la estructura del hepatocito asi
como iarﬁﬁ&cé Vse';bbs'ervah anormalidades, como necrosis. Las células que presentan
doble’ niicleo se obéervén tanto en animales control como en los animales tratados
(figuras 1 a 4 ) por lo que no son demostrativas de dafio, mas bien son representativas de
la capacidad de regeneracion de las células hepaticas.

No obstante, a pesar de que se ha demostrado que el compuesto no provoca daio

hepatico en animales de experimentacién al rarlo diari e por un amplio

periodo de tiempo, de cualquier manera se debe proceder con precaucidon al administrar
en humanos ya que debemos tener en cuenta que existen los fendmenos de
hipersensiblilidad, donde la toxicidad no depende de la dosis, ni de la duracion del

tratamiento, asi como tampoco es posible reproducir en animales de experimentacién.

Asimismo, de los resultados que se han obtenido hasta el momento se deduce que es
importante considerar un estudio posterior con el cual se pueda determinar si los
parametros alterados con dosis elevadas wvuelven a la normalidad al suspender el
farmaco y en qué tiempo lo hacen, ademas se debe investigar la posible toxicidad tanto
aguda como crénica en hembras y también en los demas érganos de los animales
tratados {(corazoén, rifion, pulmones, etc.) para tener asi un mayor conocimiento sobre
el compuesto y poder asegurar que de ser administrado en el hombre se obtendra un

mayor beneficio y muy poco o ningun riesgo.
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7. CONCLUSIONES

“Ya que no fue posible dar un valor definido para la DLso de fescdipina, si se ha
comprobado que posee un amplio margen de seguridad al administrar por via oral, ya
que- dosis tan . elevadas de 600 mg kg™ no causan la muerte en los animales de

laboratorio, esto representa una ventaja de este compuesto sobre otros antagonistas de

= Fenedimai tadin

b4 P

calcio como

Del estudio de toxicidad aguda se determiné que al administrar fescdipina en dosis
muy elevadas (600 mg kg™') se pueden alterar parametros del funcionamiento hepatico
como son bilirrubinas y glucdégeno, con lo que el compuesto quedaria clasificado

respecto a su toxicidad como ligerameme 1oxico.

Sin embargo al administrar diariamente una dosis terapéutica del compuesto por
periodos de tiempo prolongados, estos parametros no muestran cambios significativos,
por lo que se comprueba que  fescdipina no causa toxicidad hepatica como
consecuencia de la administracion diaria .  Aunque también es importante investigar la
toxicidad cronica en los demis organos de los animales (corazén, rifion, pulmones, etc.)
y ademas comprobar que el compuesto se comporta de la misma manera al administrarlo

en hembras.

De cualquier manera sabemos ahora que fescdipina es un compuesto que ademas de
tener - diversos efectos farmacologicos, presenta un amplio margen de seguridad y
escasa toxicidad hepitica lo hacen ain mas atractivo para ser desarrollado como un
fairmaco de nueva introduccién, con lo que se ampliarian las opciones para el tratamiento
farmacolégico de las enfermedades cardiovasculares que actualmente son causa de

muerte de un gran porcentaje de la poblacion mexicana en edad productiva.
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8. APENDICE 1
Prueba t de Student.’

A todos los resultados obtenidos de las determinaciones bi imi se les realizo el
siguiente tratramiento :

1. Tanto para el grupo control como para el tratado se les calculo la media con su
respectiva desviacién estandar.

2. Se compararon las medias de los grupos ( Control contra tratado ) mediantela prueba t
de Student con un nivel de significancia p< 0.05. Suponiendo que los datos constituyen
dos muestras aleatorias independientes cada una extraida de una poblacién normal. 33

Estadistica de prueba :

t = (x1 -%2) = (3 - m2)
Sp? YlUm+v1l/n:

Donde :

Sp* =  (m-1) si® + (n2-1)s°

n + ng -2
(n'-p*)=o0

m = Animales del grupo tratado con fescdipina ( 5 ).
x1 = Media del grupo tratado.
sy = Desviacién estandar del grupo tratado.

nz = Animales del grupo control ( 3 ).
X2 = Maedia del grupo control.
s2 = Desviacion estandar del grupo control.

Tomando en cuanta que p<0.05 y los grados de libertad son n-1 = 7, el valor de t en
tablas es 2.3646, tomando una curva de dos colas, por lo tanto :

Si -2.3646 <t EXP < 2.3646, no Existe diferencia significativa entre las medias del

grupo tratado y el control, es decir, la Administracién de fescdipina no provoca alteracion
en el parametro que se este determinando .
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