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RESUMEN. 

En este trabajo se estudió la toxicología de dos compuestos conocidos como ANTI A VI 
y ANTI AVIII. los cuales fueron sintetizados en la Sección de Química Orgánica en la 
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán. Estos compuestos son derivados piperidinil 
fenólicos y en estudios anteriores se ha determinado que presentan una actividad 
antiarritmica. 

Como una parte de los estudios toxicólogicos que se realizaron a estos compuestos fue 
la determinación la toxicidad hepéitica aguda a las 24hrs y en forma subcrónica a los 7 
dias y a los 60 días en rata macho cepa Wistar. ocupando machos de peso promedio de 
2S0g. La toxicidad se determinó por medio de pruebas bioquímicas que sirven como 
marcadores de daño hepiltico siendo: fosfatasa alcalina, transaminasa glutarnico piruvica. 
gama-glutamil traspeptidasa. proteínas, lipopcroxidación, bilirrubina directa. bilirrubina 
total, glucógeno y colágena. 
Los marcadores que se alteraron para el compuesto ANTI AVI fueron; la bilirrubina 
total y la bilirrubina directa para el tratamiento de 24hTs; la bilirnibina total para el 
tratamiento de 7 días y la alteración de proteínas. de la lipoperox.idación, de la bilirrubina 
total y de la colágena para el tratamiento de 60 dias. 
Para el compuesto ANTI A VJll se alteraron la bilirrubina total y la bilirrubina directa 
para el tratamiento de 24hrs .• la bilirrubina directa para el tratamiento de 7 días y la 
bilirrubina total y el glucógeno para el tratamiento de 60 dias. 

De acuerdo a los resultados se concluye que el compuesto ANTI AVI es hepatotóxico, 
por haber alterado marcadores hepáticos como bilirrubina directa, bilirrubina total. 
proteínas. lipopcroxidación, y colagéna~ ntientras que el compuesto ANTI AVIII sólo 
altera la bilirrubina directa. la bilirrubina total y el glucógeno. 
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! .-INTRODUCCIÓN 

Reportes de la Organización Mundial de ta Salud indican que una de las principales 
causas de muerte en la actualidad es atribuida a las enfermedades cardiovasculares. las 
cuales comprenden las perturbaciones del corazón como hipertensión arterial y arritmias 
cardiacas. Los desórdenes del ritmo cardíaco. generalmente son causados por diversas 
enf"ennedades y por el uso de ciertos fartnacos. Las arritmias cardiacas son el resultado 
de la defonnación del impulso eléctrico y perturbaciones en la conducción del impulso a 
través del miocardio o por una combinación de ambos. Los farmacos utilizados para 
restablecer o modificar el ritmo cardíaco anormal. son los agentes antiarrítmicos. La 
acción de estos es modificar di.-ecta o indirectamente el flujo transmembr-anal de iones1

• 
2

· 

Dentro de los estudios realizados en la sección de Quinúca Orgánica de la Facultad de 
Estudios Superiores Cuautitlán, destaca la investigación de los compuestos 2,6-Bis( 1-
piperidilmetil)fenólicos. Algunos de estos compuestos han mostrado tener efecto 
antiarritmico en el modelo de isquemia y reperfusión mio.cárdica en rata. En estos 
compuestos se observó que a dosis de 3. 1 mg!kg. protegen las diferentes arritmias 
cardiacas obtenidas por la reperfusión. 
Se a decidido por ello estudiar a estos compuestos en relación a su toxicología. Por esto 
el objetivo de nuestro trabajo fue determinar la toxicidad hepática aguda y subcronica de 
los dos compuestos llamados 3.5-Dietoxicarbonil-4-
{3.Sbis( l piperidinitmetil)4hidroxifcnil}2,6dimetil l,4dihidripiridina (ANTIA VI) y del 4-
{ { 1--( 4-hidroxifenil)-1-metil} ctil }-2,6-bis( 1-piperidinilmetil)fenol).(ANTJA VIII) 
utilizando los marcadores hepáticos como son fosfatasa alcalina. transaminasa glutá.m.ico 
pirúvica. gamma-glutamil traspeptida~ glucógeno, lipoperoxidación, proteinas. 
colágena... bilirrubina directa y bilirrubina total. 
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2.-0BJETIVO: 

- Determinar la toxicidad hepática aguda y subcrónica de los compuestos llamados 3.S
Dietoxicarbonil-4-{ 3. 5-bis( -piperidinilmetil )4 hidroxifenil} 2. 6dimetil 1.4dihidropiridina. 
(ANTI AV 1) y del 4-{ { 1-(4-Hidroxifenil)l--metil}etil)-2.6 bis(l-piperidinilmetil)fenol. 
(ANTI A VIII) utilizando marcadores hepáticos como son: Fosfatas alcalina.. 
transaminasa glutámico pirúvica,. garnma-g\utamil transpeptidasa,. glucógeno. 
1ipoperoxidaci6~ proteínas. colágena. bilirn.ibina directa y bilirrubina total. 
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3.-ANTECEDENTES. 

3.1.-FARMACOLOGÍA. 

Los íannacos utilizados para restablecer o modificar el ritmo cardíaco anormal son los 
agentes antiarritmicos. La acción de estos es la modificación directa o indirecta de las 
moléculas que controlan el flujo transmenbranal de iones. 2 

Los principales Iannacos antiarritmicos de utilidad clínica establecida desde hace largo 
tiempo son: quinidina y procainamida,, además de los glucósidos digitalicos. Son 
adiciones más recientes al grupo de antiarritmicos lidocaína. fenitoina y propanolol. 
Algunos otros agentes se hallan en etapa de investigación.2 1 

3. 1. ! .-CLASIFICACIÓN. 

Los fánnacos antianitmicos se clasifican en 4 clases: 

Clase 1.- Los bloqueadores de los canales de sodio el cual se divide en 3 subclases. 

la.- Estos actúan con una marcuüa depresión de la fase o. efecto moderado sobre la 
conducción y repolarización prolongada como ej. disoparimida (Norpase). 

lb.- Con una mínima depresión de fase o. efecto insignificante sobre la conducción y 
repolarización acortada por ej. lidocaína (Xilocaina) y tocainida (Tonocard). 

le.- Marcada depresión de la fase O, marcado efecto sobre la conducción y efecto 
acortado sobre la repolariz.ación ej. flecainida (Tambocor). 

Clase 11.- Bloqueadores B-adrenérgicos ej. acebutolol (Scctral). propanolol (lnderal) 

Clase 111.- Fármacos con repolarización prolongada y acortanúento del efecto sobre la 
conducción ej. bretilium (Bretiliol). 

Clase IV.- Bloqueadores del canal de calcio ej. verapamil (Calan .. Isoptil)13
• 
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3.1.2.-MECANISMO DE ACCIÓN. 

Consiste en la supresión selectiva del automatismo en sitios ectópicos al disminuir la 
rapidez de Ja despolarización de la fase 4, al aumentar el potencial umbral, o por 
combinación de ambas acciones dicho de otra manera bloquean la conducción de 
impulsos anonnales por Ja deficiénte conducción eléctrica en el músculo ventricular y el 
tejido conductor.21 • 2 .2.lo. 

3.1.3.-USO CLÍNICO: 

Son fármacos utilizados para restablecer o modificar el ritmo cardiaco anormal, siendo 
utilizados en Ja taquicardia supraventricular paroxística, el alc;:teo auricular. la fibrilación 
auricular. las respuestas ventriculares ptematuras y anulación de la actividad de 
marcapaso cctópico. 11 

3.2.-ANTI AVI y ANTI AVUI. 

3.2.1.-SÍNTESIS. 

Para los compuestos de los derivados piperidinil fenólicos se realizó de la manera 
siguiente: Para los compuestos monosustituidos. se mezclará una proporción molar 1: 1: 1 
de piperidina. fonnaldeido y el correspondiente fenol. Para los disustituidos la relación 
motar será 2:2: 1. La mezcla de reacción se disolverá en etanol y se someterá a reflujo. El 
avance de la reacción se evaluará por cromatografia de capa fina. Para la síntesis de J.5-
Dietoxicarbonil-4-[3. 5-bis( 1-piperidinilmetil )-4-hidroxifenil[ -2,6-dirnetil-1. 4-
dihidropiridina. Previamente se realizará la síntesis de 3.S-dietoxicarbonil-4-(4-
hidroxifenil)-2.6-dimetil-1.4-dihidropiridina. la cual será utilizada como materia prima 
fenólica. Al termino de la reacción. se procederá a purificar Jos productos de reacción 
mediante métodos de purificación comunes como cromatografia en columna. destilación 
simple. destilación fraccionada y recistalización. Los compuestos purificados se 
identificaran por métodos espectroscópicos como RJ\..1N- 1H, RJ\.1:N- 13C, espectrometria 
de masas, IR y en los casos necesarios por difracción de rayos. En la figura 1 se muestra 
las estructuras desa.rolladas de los compuestos ANTI AVI y ANTI A VIII. 
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Estructura del ANTI AVI. 

Estructura de ANTI ÁVlll. 

Fig. 1- Estructuras desarrolladas de los compuestos ANTI AVI y ANTI AVlll a Jos que 
se les determino la toxicologia aguda y subcrónica. 
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3.3.-PRUEBAS TOXICOLÓGICAS. 

Ningún f"armaco carece de efectos tóxicos. A1gunos ef'ectos perjudiciales de un fánnaco 
durante el tratamiento a veces son triviales. pero pueden ser graves. incluso monales. 
Algunos aparecen rápidamente y otros sólo después de larga administración o incluSo los 
que ocurren sólo en algunos pacientes. Por Jo tanto. la toxicidad medicamentosa es un 
aspecto critico de la terapéutica moderna. Es necesario elaborar metodologías con 
animales de experimentación métodos que permitan predecir con precisión los efectos 
nocivos potenciales de los médicamentos en el ser humano. 21 

3.3.1.-PRUEBAS DE TOXICIDAD AGUDA. 

En investigaciones farmacobiológicas se presentan frecuentemente ensayos de tipo 
cuantal. es decir donde hay una respuesta del todo o nada ejemplo de esto es la 
determinación de la dosis letal media (DL 50) o pruebas de toxicidad aguda las cuales 
están caracterizadas por una única toma del medicamento o de dosis múltiples 
administradas en 24 horas. Esta prueba se realiza con lotes de animales que cumplan 
caracteristicas similares de sexo, peso. raza. que no hayan sido sometidos a otro tipo de 
estudio o tratados anteriormente y que sean en número suficiente para un tratamiento 
estadístico. 21

' 
2 

.. 

La causa de la muene involucra por lo general al sistema nervioso. cardiovascular, o 
respiratorio. la afección de órganos como el hígado o el riñón algunas veces son 
enmascarados y sólo se detectan con determinaciones de laboratorio (pruebas de 
funciona.miento hepático. renal. química clínica etc.)2

!1. 
26 

3.3.2.-PRUEBAS DE TOXICIDAD SUBCRONICA 

Las pruebas de toxicidad subcrónica se basan en Ja administración repetida del 
compuesto dentro de un período relativamente cono comparado con lo que dura la vida 
del organismo receptor. Estos estudios se realizan para determinar ef"ectos cuantitativos 
o cualitativos que pudieran pasar inadvenidos después de una prueba de toxicidad aguda; 
para dar pauta a Jos planes clinicos probables de dosis múltiples y para estimar la 
toxicidad de las primeras dosis del fármaco administrado al hombre. 26

• 
27

· 

En este estudio se utilizan animales de experimentación de fonna similar al estudio de 
toxicidad aguda; con animales del mismo peso. raza. sexo. edad. que no tengan algún 
tratamiento previo. que sean en número suficiente para un tratamiento estadístico y como 
regla general se debe incluir grupos controles en número suficiente. a los cuales se les 
administra sólo el vehículo de dosificación o tratamiento simulado. Una vez concluido el 
tiempo de administración subcrónica se realizan las pruebas necesarias para la evaluación 
toxicológica que convenga. 27

· 
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Aunque las pruebas de toxicidad aguda y subcrónica tienen un valor limitado para 
pronosticar efectos tóxicos crónicos. los resultados que se obtienen nos dan la pauta para 
investigar los efectos toxicológicos de algunos compuestos compuestos. 27

· 

3.4.-FUNCIONAMIENTO HEPÁTICO. 

Et lúgado es el órgano donde se desarrollan mas de 500 actividades metabólicas que 
incluyen categorías tan amplias como: metabolismo intermedio de carbohidratos. 
proteínas y lipidos; síntesis de proteínas del tipo de fibrinógeno. albúmina. protombina y 
muchas enzimas; conjugación de bilirrubina con glucurónido; desintox.icación y 
eliminación de materias extrañas. bacterias. fármacos y otras substancias nocivas; 
almacenamiento de proteínas. glucógeno. vitaminas, y minerales. Por esto cienas 
substancias de origen mineral y vegetal son capaces de producir lesión hepática en el 
hombre y en el animal de experimentación 10

. 

3.4.1.-SUSCEPTIBILIDAD DEL HiGADO. 

El hígado es uno de los órganos más frecuentemente lesionados de la economía. y es una 
verdadera f"onuna que su reserva funcional sea enorme. Se ha comprobado en el animal 
de laboratorio que se necesita únicamente 10°/o del parénquima hepático para mantener 
Ja función nonnal del higado9

. 

Ante estimulas que requieran una función más activa el hígado experimenta aumento en 
el número de sus células parenquimatosas {hiperplasia) o aumento en el volumen 
{hipenrofia). Al ser el hígado el órgano donde. preferentemente. se desarrollan las 
reacciones metabólicas. es lógico pensar que ante estímulos de los tóxicos responda con 
unas reacciones que. en ocasiones significa dano grave para el órgano. Por ello el hígado 
es el órgano que normalmente sirve de indicador de alteraciones metabólicas inducidas 
por tóxicos. 8 

· 

3.5.-HEPATOPATIAS TÓXICAS. 

Los efectos secundarios indeseables de los producto terapéuticos han pasado a ser un 
problema irnponante por lo tanto se han hecho esfuerzos por clasificar a las drogas de la 
siguiente manera: 1 ).- Las que provocan lesión en la mayor parte de los organismos 
(hepatotoxinas directas). 2).- Las que provocan lesión solo en individuos ocasionales 
hepatotoxinas indirectas y 3).- Los que tienen poca toxicidad directa. pero pueden 
provocar lesión por hipersensibilidad o idiosincrasia (alergcno hepático). Al no actuar 
igual las drogas en todos los pacientes se dividen en grupos morfológicos corno sigue: 
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1.- Las drogas que sólo provocan colesteasis. Estas incluyen esteroides anabólicos. 
mctiltestosterona.. cloropromacina y algunos de los anticoncepcionales por via oral.• 

2.- Las que provocan colesteasis y necrosis incluyen sulfamídicos. algunos antibióticos 
(tetraciclina),, tiouracilo. cincófeno. tolbutamida. mercaptopurina.. y en ocasiones 
compuestos f"enólicos como cloropromacina. • 

3.- Las que provocan principalmente necrosis que puede ser focal o masiva. Se incluye 
halotano. isoniacida. iproniacida.. ácido paraaminosalicilico. fenilbutazona. uretano y 6-
mercaptopurina•. 

3.5.1.-FÁRMACOS CON CUADRO DE HEPATITIS VIRAL. 

La aparición de la hepatitis viral está en relación con fenómenos de hipersensibilidad. 
Aunque su incidencia es escasa cuenta con una monandad de un 20%, las lesiones 
moñológicas son idénticas a las de una hepatitis vírica. Este tipo de lesión se relaciona 
con el uso de cincofeno, cloroformo. inhibidores de la mono-amino-oxidasa (IMAO). 
iproniazida. feniprazida.. e isocarboxacid. hidracidas del ácido isonicotinico (INH) y Ja 
rif"ampicina y en número muy reducido el halothane. 11 

3.5.2.-HEPATITIS TÓXICA COLESTIATICA. 

Este tipo de ictericia se vincula con la ingestión de fenotiacinas. se relaciona también con 
fenómenos de hipersensibilidad individual. Se manifiesta clínicamente de la primera a la 
tercera semana de haber tomado el medicamento. La ictericia es discreta aunque algunas 
veces puede ser intensa y simular ictericia obstructiva cxtrahepática. 11 

Otros medicamentos que pueden ocasionar una colesteasis son: promazina. 
procloperazina, pecazina. trifluper-azina. PAS, etionamida. cicloserina. tolbutamida y el 
estolato de eritromicina. • 

3.5.3.-TUMORES HEPÁTICOS. 

Se han descrito tumores benignos y malignos. adenoma, hamartoma y carcinoma 
hepatocclular-, relacionados con la administración prolongada de anovulatorios y de 
anabolizantes. Con frecuencia la manifestación clínica es un hemoperitoneo agudo 
espontáneo por rotura de tumor. en r-elación con la presencia de dilataciones vasculares 
en su interior- (peliosis hepática).ª 
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3.6.-MARCADORES DE DAÑO HEPÁTICO 

Cuando un tóxico comienza a llegar en pequeñas dosis. el hígado va incrementando su 
capacidad metabolizante por respuesta del retículo endoplásmatico liso (REL) y 
cstimulación de los sistemas enzimáticos apropiados. Cuando la capacidad destoxicante 
del hígado es superada. comienza a fallar los sistemas enzimáticos y se producen francos 
cambios histopatológicos. 3 

En fases iniciales de enfermedades hepatobiliares. son las exploraciones clínico-químicas 
especialmente las determinaciones de enzimas las que suelen dar los primeros indicios. 
En un estudio humoral de una presunta af'ección hepática las determinaciones 
enzimAticas mínimas que se consideran útiles son: fosfatasa alcalina (FA). transaminasa 
glutámico piruvica (TGP). gama-glutamil transpeptidasa (G-GT). bilirrubinas. proteínas. 
colinesterasa (CHE). y transaminasa glutámico oxalacética (TGO). 3' 

3.6.1.-FOSFATASA ALCALINA (F.A.). 

Es una glicoproteína intracelular de alto. peso molecular. de acuerdo a l~ función que 
cataJiza se considera dentro de las hidrolasas; se encuentra en hígado. osteoblastos. 
placenta. epitelio intestinal. y túbulo renal. Se encuentra elevada en niftos. en la pubenad. 
en mujeres embarazadas y en lactantes siendo un proceso no patológico. 

En hígado se encuentra aumentada en obstrucción biliar extrahepática. colestasis 
intrahepática. cirrosis biliar. metástasis hepática. cirrosis y hepatitis. por tanto es de 
mucho apoyo en cuadros de funcionamiento hepático. 4 

3.6.2.-TRANSAMINASA GLUT AMJCO PIRÚVICA (TGP). 

Esta enzima la encontramos intracelulannente en el citoplasma del hepatocito. se 
localiza en el hígado. el corazón. el musculo, el riñón. el testículo y en intestino; por la 
reacción que cataliza se considera una transferasa dando una transf"erencia reversible de 
un grupo amino de la alanina al alfa-cctoglutarato. En el hígado se eleva 
extremadamente en la hepatitis viral, la hepatitis farmacoinducida. Se eleva 
moderadamente en trastornos con necrosis extensa y moderadamente en mononucleosis 
infecciosa. hepatitis crónica. colestcasis intrahep8.tica. colecistitis, hepatitis viral aguda en 
fase de recuperación. y congestión hepática grave por insuficiencia cardíaca.2 
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3.6.3.-GAMACGLUTAMIL TRASPEPTIDASA (G-GT) 

Es una enzima que se encuentra en la menbrana celular. De acuerdo a Ja reacción que 
cataliza es una transferasa por la trasrerencia del grupo gamma- glutámico del glutatión a 
un aminoácido o a un peptido receptor-. Esta se encuentra en el hígado. el bazo. el 
páncreas. el riñón. y el intestino delgado. Se encuentra aumentada en la colestasis tóxica 
por alcohol o mecánica y en la obstrucción biliar benigna. 4 

3.6.4.-PROTEiNAS. 

Son compuestos de aminoácidos. Son sintetizadas dentro de las células hepáticas en el 
retículo endoplá.smatico. y cedidas al aparato de Golgi. que las secreta hacia el espacio 
de Disse, desde el cual llegarán a los sinusoides hepáticos. 9 

Se ha comprobado que las proteínas séricas y algunas inmunoglobulinas de origen 
hepático tienen un decremento de sus concentraciones cuando hay una reducción 
funcional hepática. La hipoalbuminemia se ha obsenrado en procesos de daño hepático 
subagudo y crónico; estudios realizados en perros demuestran el incremento de globulina 
sérica en el dailo hepB.tico. 2 

3.6.5.-LIPOPEROXIDACIÓN. 

Este proceso produce radicales libres a panir de dienos conjugados en lípidos 
insaturados y se lleva acabo a nivel de membranas celulares; en codiciones normales los 
radicales libres producidos en el organismo se captan por sistemas antioxidantes. Una 
producción excesiva de estos actúan en Jos ilcidos grasos poliinsaturados de la membrana 
celular formando radicales lipidicos {ROO). que producen hidroperóxidos. (ROOH) y 
radicales lipidicos. propagando la cascada peroxidativa y consumiendo Jípidos de 
membrana lo que origina cambios de permeabilidad de membrana, con la posterior 
muene celular. 16 

Se ha detectado el aumento de Ja lipoperoxidación en las membranas microsomales de 
hígado de rata expuesta a tóxicos. También se postula Ja lipoperoxidación como 
mecanismo de daño hepatocelular causado por anfetaminas. 6 
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3.6.6.-BILIRRUB!NAS. 

Son pigmentos biliares que se originan por la constante destrucción de eritrocitos en el 
organismo. La hemoglobina es destruida por el sistema retículo endotelial y la bilirrubina 
restante se une a la albúmina y es transportada al hígado. Las células hepáticas conjugan 
la bilirrubina con el 8.cido glucurónico para formar diglucoronato de bilirrubina que es 
secretado por el hígado al duodeno. A Ja bilirrubina que se conjuga se le conoce como 
bilirrubina directa, conjugada, hidrosoluble ó hepática; a la que no se conjuga se conoce 
como bilirru.bina indirecta. no conjugada, liposoluble ó poshepática. 2 " 

Se considera como una prueba excretora. Se encuentran aumentadas en etiologías 
hepáticas poshépaticas y prehépaticas. así como en hemolisis extravascular e 
intravascu1ar. en obstrucción de conductos biliares. en edema y necrosis de células 
hepáticas y en diferentes ictericias. 3 

3.6.7.-GLUCÓGENO. 

Es Ja fonna de almacenamiento de la glucosa en el área Ir o intermedia del lobulillo 
hepático. La glucosa se obtiene por medio de la glucogénesis del glucógeno cuando es 
necesaria. aprovechándose como fuente de energía para realizar procesos metabólicos. 

Se asocia a problemas de necrosis celular hepática así como en cirrosis biliar secundaria.~ 

3.6.8.-COLÁGENA. 

Es una glucoproteina la cual se encuentra en el parénquima hepático. la cápsula de 
Glisson. el tejido conjuntivo grueso. las fibras reticulares del hígado. el armazón 
conjuntivo del hígado. los conductos biliares y las placas de hepatocitos. 

El da.no hepático se acompai\a de alteraciones de la enzima adenilciclasa e incrementos 
de AMPc hepático disminuyendo el depósito de colisgena debido a un aumento en la 
degradación intracelular de ésta. Se encuentra aumentada en cirrosis. 20 
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4.-MA TERIALES Y MÉTODOS. 

4.1.-MA TERIAL BIOLOGICO. 

Para determinar la posible toxicidad de los compuestos ANTI A VI y del ANTI A VIIJ 
estos se administran en dosis única. La prueba se realizó en ratas. por las ventaja que 
éstas ofrecen para trabajar. entre ellas la manipulación. tamai'io y mantenimiento. entre 
otras. 

Se trabajó con ratas machos de Ja cepa Wistar. de un peso promedio de 250g. Los 
arúmales fueron proporcionados por el Centro de Investigación y de Estudios Avanzados 
(CINVEST A V) del Instituto Politécnico Nacional. Se trabajó en condiciones adecuadas 
de limpieza. alimentación. y temperatura. 

4.2.-MATERIAL Y EQUIPO 

Balanza granataria con canastilla marca Ohaus. 
Jeringa de J mi. con sonda para administración oral. 
Jeringa de 1 O mi para realizar las punciones cardiacas. 
Cámara de anestesia 
Equipo de disección 
Centrífuga con refrigeración Beckman TJ-R. 
Bailo Maria. 
Espectrofotómetro Spectronic 20. 
Micropipetas de diferentes volúmenes. 

4.3.-SOLUCIONES Y REACTIVOS. 

Agua destilada (vehículo). 

ANTI AV!. 

ANTI AVIII. 
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4.4.-METODOLOGÍA. 

4.4.1.-PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA. 

Se formaron 4 Jotes de 6 ratas cada lote Jos cuales fueron distribuidos aJ a.zar~ se pesaron 
y marcaron Jos animales. El primer Jote se le administrara el compuesto ANTI A VI a 
dosis terapéutica de 3. 1 mg/kg vía oral. este se sacrificó a las 24hrs des pues de la 
administración junto con un lote control. Antes de ser sacrificado aJ animal se le 
tomanron muestras de sangre por punción cardiaca previaznente anestesiado con éter 
etílico. y una vez sacrificado se extrae el hígado. Así se trabajo con el segundo 
compuesto ANTI A VIJJ. 

4.4.2.-PRUEBA DE TOXICIDAD SUBCRONICA 

Se utilizaron 8 lotes de animales. a dos lotes se les administró el compuesto ANTI A VI 
por vía oral cada 24hrs. a dosis terapéutica de 3. l mg/kg de peso. posterionnente se 
r-ealiza Ja toma de muestra sanguinea el animal se sacrifico y se C"'-rajo el lúgado despues 
de siete dias de t.-atamiento pa.-a el prime.- Jote y despues de sesenta dias pa.-a el segundo 
lote. se sacrifico su .-espectivo lote cont.-ol. Los 4 lotes .-estf!ntes se trabajan Ja misma 
mane.-a para el compuesto ANTI A VIII. 

Una vez .-ealizado el sacrificio de los animales y obtenidas las muestras de sang.-e e 
hígado de los animales se procede a determinar la toxicidad hepática po.- medio de las 
siguientes técnicas de evaluación de daño hepático: 
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4.S.- DETERMINACIONES BIOQUÍMICAS. 

4.S.1.-CURVADECALIBRACIÓNPARALA FOSFATASAALCALINA: 

E.ste método se basa en Ja hidrólisis del p-nitrofenilfosfato por la fosfatasa alcalina para 
producir fosfato inorgánico y p-nitrofenol et cual absorbe a 41 Onm. 

CURVA STANDARD DE FOSFATASA ALCALINA 

Tubo mi.de solución(2) mi de sol.(3) Mmol de sustrato 
hidrolizado 

1 o.s 5.0 0.025 
2 1.0 4.S o.oso 
3 2.0 3.S 0.10 
4 3.0 2.5 O.IS 
s 4.0 l.S 0.20 
6 s.o o.s 0.25 

Los tubos se leen a 41 Onm. 

SOLUCIONES. 

1.- p-nitrof'enol sol. standard de 1 OMmoles/ml. 

2.- O.S mi. de sol. (1) st. de p-nitrofenol llevado a IOOml. con NaOH 0.02N 

3.- NaOH 0.02N. 

El blanco se hace con 5.Sml de la solución 3 y leyendo a 4 lOnm. 



l.S 

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA. 

Se numeran n tubos de ensayo por duplicado y se realiza la técnica como siSue. 

J.- 0.25 mi. buffer de glicina O. IM. MgCl2 1 mM. PH 1 O.S 

2.- 0.25 mi. de sustrato p-nitrofenilfosfato. 

3.- Colocar en ba.fto Maria a 37ºc - S minutos. 

4.- Ai'iadir 50 microlitros de Ja muestra. mezclar suavemente. 

S.- Incubar JO minutos 3 7ºc. 

6.- Parar Ja reacción con Sml de NaOH 0.02 N. agitando por inversión. 

7.- Leer absorbancia a 410nm. 

El blanco es idéntico pero colocando SO microlitros de agua en Jugar de muestra. 
Calibrar con agua y leer el blanco. 16 

CAlculos 

(A-B)/ m=R1 R 1/l.S x 1000 = Mmol.L.mit. 

Donde 

A = absorbancia 

B =blanco 

m = pendiente 
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4.S.2. CURVA DE CALIBRACIÓN DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICO 
PIRUVICA (TGP). 

La actividad de la TGP se_ deiermin'o por el métOcio dé Reitman-FrankCI. en el que se 
midi6 el complejo fonnado por el piruvato y la 2 .. 4-dinitrofenilhidrazin~- que se prodUce 
a panir de la alanina y el alfa-oxogh.~tarato~ complejo ~ol~rid~:) (¡ue_ abso~be_ a_ ~-1 Sn~. 

SOLUCIONES: 

Buffer de fosfatos O. lM. PH 7.4. Mezclar 840 mL de solución O.JM de fosfato disodico 
con 160ml. de solución 0. IM de fosfato monopotásico. 

Solución de sustrato. Disolver 1. 78g de D/L alanina y JOmg. de ácido alfaoxoglutárico 
en solución buffer; ai\adir O.Sml. de NaOH lN y completar hasta JOOml. con solución 
buffer. Conservar a 4ºC. 

Reactivo cromógeno. Disolver 200mg de 2.4 dinitrofenilhidrazina en ácido clorhidrico 
IN caliente y completar hasta un litro con HCJ IN. 

Solución estándar de piruvato. (lMmoUml) Disolver 1 lmg de piruvato sódico en 100 mi 
de solución buffer. 

Tubo 2 3 4 s 6 7 
Solución 250 22S 200 17S ISO 12S 100 
Sustrato (A41) 
Sol. estándar 2S so 7S 100 12S 150 
de piruvato 
(MI) 
Buffer de 50 so so so so so so 
fosfatos (MI) 
Reactivo 2SO 2SO 2SO 2SO 2SO 2Sc;> 250 
cromógeno 
(MI) 
Na0H0.4N 2.S 2.S 2.S 2.S 2.S 2.S 2.S 
Mmoles de 0.025 o.os 0.07S 0.1 0.12S O.ISO 
piruvato 
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DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICO 
PIRUVICA. 

Se rotulan Jos tubos blanco y problema para cada muestra 

blanco( mi) problema( mi) 

1.- Solución sustrato 0.2S 0.2S 

2.- Suero problema 0.2S 

3.- Mezclar y agitar suavemente. incubar a 37°c durante 60minutos. 

4.- Reactivo cromógeno 0.2S 0.2S 

S.- Suero problema o.oso 

6.- Incubar a 37ºc durante J 5 minutos. 

7.- NaOH 0.4N. 2.S 2.S 

Leer Jos tubos a S J Snm y ajustar con agua. 17 

CÁLCULOS: 

(P-B)/m =R1 R1/3 = Mmol.L.nút. 

DONDE 

P -=Problema 

B =Blanco 

m = Pendiente 

3 =Factor 
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4.S.3.-CURVA DE CALIBRACIÓN DE GAMMA-GLUTAMIL 
TRANSPEPTIDASA. 

En este método se uso como sustrato la glutamil-p-nitroanilida que en presencia de Ja 
enzima g-glutamil traspeptidasa y de un receptor del grupo g-1-glutamil (glicil-glicina). 
produce g-1-glutamilgticil glicina y p-nitroanitida que se cuantifica. 

CURVA ESTÁNDAR DE P-NITROANILINA. 

Solución l. Pesar 13.8 lmg de p-nitroanilina y llevarlos a 250ml. con ácido acético 1.SM. 

MI. de sol.I Ml de agua nmoVml 
Tubo 
1 so 19SO 10 
2 100 1900 20 
3 ISO ISSO 30 
4 2SO 17SO so 
s 37S 162S 7S 
6 soo ISOO 100 
7 7SO 12SO ISO 
8 1000 1000 200 

Leer a 41 O no requiere blanco. 



DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD 
GLUTAMIL TRANSPEPTlDASA. 

En cada tubo poner: 

400 microlitros de Tris-HCI 200mM, PH 8.2 

100 microlitros de MgCl2 200mM. 

J 00 microlitros de Glicil-glicina 40mM. PH 8.2 

19 

ENZIMA TICA DE LA GAMA-

200 microlitros de Gamma-glutamil-p-nitroanilida 1 OmM. 

Previa incubación por 10 minutos a 37°c, se inicia la reacción con 200 nücrolitros de 
suero. 
Se incuba a 37°c por 30 minutos y se detiene la reacción con 2ml de ácido acético t .SM. 
Se lee a 41 Onm se cuantifica Ja p-nitroanilina producida mediante Ja curva estándar. 
La reacción es lineal en el tiempo hasta la utilización de aproximadamente el JO% del 
sustrato (producción de aproximadamente 200nmoles de p-nitroanilina en la mezcla de 
reacción). 

Calibrar con agua y hacer un blanco sustituyendo los 200 microlitros de suero por 
agua. 1

• 

CÁLCULOS. 

(A-B)/m-R1 R,16 = Mmol.L.nút. 

Donde: 

A = absorbancia 

B=blanco. 

m = pendiente 
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4.5.4.-DETERMINACIÓN DE GLUCÓGENO. 

Este procedimiento se basa en Ja digestión caliente de una muestra de hígado que 
contiene glucógeno, el cual es hidrolizado con KOH 300/o dando como resultado 
glucosa. que se cuantifica con colorimetricamente con antrona. 

t.- Pesar 0.Sg. de higado en tubos de ensayo grandes. adicionarles 1.Sml. de KOH 30%, 
taparlos con canicas, hervir en bai\o de agua durante 30 minutos. 

2.- Después de enfriar pasar cuantitativamente a un matraz volumétrico de 2Sml. aforar 
con agua agitando muy bien. 

3.- Del matraz anterior tomar de 1 a 4 mi con pipeta volumétrica y volver a diluir a 2Sml 
con agua. 

4.- De esta dilución poner l mi en tubos grandes, preparar además un tubo blanco que 
contenga 1 mi de agua y otros 2 con 20 microlitros de una solución de glucosa estándar 
(20 microgramos/rnJ) y completar a 1 mi con agua. 

S.- Preparar solución de antrona 0.2o/o en H2S04 concentrado aftadir 2ml a cada tubo 
agitando suavemente (con ayuda de una bureta ) y enfriando en hielo. 

6.- Tapar los tubos con canicas y ponerlos en bai\o de agua hirviendo por 15 minutos. 

7.- Enfriar de inmediato sobre agua con hielo. Leer a 620nm. 

CÁLCULOS. 

20XAm 
------ -= microgramos de glucógeno en Ja alícuota 
I.llXAs 

Donde: 

Am = Absorbancia de la muestra 

As = Absorbancia del estándar. 

Expresar Jos resultados como g. de glucógeno por lOOg de hígado""'. 



4.5.S.-MÉTODO DE LIPOPEROXIDACION COLORIMETRICO. 

Se fundamenta en la reacción que efectúan 2 moléculas de ácido tiobarbitúrico (TBA) 
con una molécula de malondialdehido (MOA) formando un pigmento rojo. el cual tiene 
un máximo de absorción en solución ácida a 532nm. El coeficiente de extinción molar del 
complejo colorido es de 1.56x 10·' ~1 cm·1 

Reactivos: 

- Tris Hcl ISO mM PH = 7.4 

- Ácido tricloroacético (TCA) al 1 So/o. 

- Ácido tiobarbitúrico (TBA) 0.375% p/v en TCA al 15% 

Procedimiento: 

- Pesar 0.Sg. de rugado. 

- Homogenizar en Sml de agua. 

- Ton1ar 300 microlitros del homogenado al 100/o y agregar 700 microlitros Tris-HCI 
1 SOmM para completar 1 ml . 

- Incubar a 37ºc por 30 minutos. 

- Agregar 2ml de TBA al 0.375% en TCA al 15%. 

- Calentar a ebullición por 30 minutos. 

- Centrifugar a 300 r.p.m. por 10 minutos y leer el sobrenadante a 532 run. 

Cálculos: 
A 

e - -----------
E 1 

A-Bx2S.6410=R1 

Donde 
A = absorbancia 

A= Absorbancia de la muestra. 
1 = longitud de la celda 
E = Coeficiente de extinción del malondialdehido (l\.IDA) 

R 1/proteinas = nmol de MDA/mg de proteínas. 

B =blanco. 

Hacer una dilución 1:10 del homogenado y tomar 20 microlitros para determinar 
proteínas. Expresar como nmoles de MDA/mg proteina19

• 
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. 4.5.6.-DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS (MÉTODO DE BRADFOR) 

La determinación de proteínas se llevo a cabo utilizando el método de Bradf"ord, que se 
basa en la unión de azul brillante de Coomassie G-250 a las p.-oteínas. El azul brillante 
muestra 2 formas de coloración. azul y rojo. La forma roja se convierte en azul cuando 
se une a proteínas. El complejo presenta una absorción a 595nm. Es un complejo 
completo. rápido y estable (aproximadamente 1 hora). 

Reactivos: 

- Ácido fosfórico al 85o/o JOOml. 

- Alcohol etílico 96% SOml. 

- Azul de Coomasie G-250 IOOmg. 

- Aforar con agua a un litro. 

TÉCNICA: 

- Se toman 100 microlitros del homogenado y se lleva a 1 mi en agua destilada. 

- Tomar alicatas para proteínas y llevarlas a 100 microlitros con agua (20 microlitros de 
la dilución anterior + 80 microlitros de agua tridestilada). 

- El blanco se prepara poniendo l 00 micro litros de agua. 

- Ai'ladir 2.4ml del reactivo. 

- Leer absorbancia a .59Snm. 

- Preparar una curva de calibración utilizando albúmina· sérica bovina ( 1 mglml). 
Poniendo 1 o. 20. 30, 40. so. 60, 70, 80, 90 y 100 microlitros. 

CÁLCULOS. 

(A-B)/m = R.1 mcg se convierte a mg 

Donde: 

A = absorbancia 
B =blanco 
m = pcndiente43

• 

R 1 en mg x 10 x 300 "'"'R.2 R:z/20 
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4.5.7.-DETERMINACIÓN DE HIDROXIPROLINA (COLÁGENA). 

Este método se basa en Ja detenninación de hidroxiprolina considerando que la molécula 
de colágena está constituida por 3 cadenas alfa, cuyo peso individual es de 96000 D. y 
que a su vez cada cadena contiene 100 residuos de hidroxiprolina. 

1.- Pesar O. lg. de hígado de rata previamente secado con papel filtro y se coloca en una 
ampolleta. 

2.- Se agregá 2ml de HCI 6N y se sellan con el mechero ó soplete. para posteriormente 
colocarlas a 1 OOºc en el horno durante 24hrs. 

3.- Una vez hidrolizada Ja muestra. se rompe Ja ampo1Jeta y se coloca nuevamente al 
horno a temperatura de 60 - 80 ºC aproxin:iadamente 24hrs. o hasta que seque. 

4.- La muestra ya seca se resuspende con 2ml de solución amortiguadora; se agita 
vigorosamente en el voltr-ex y se vacia en un tubo de ensayo. lavar la ampolleta con la 
adición de 1 mi de Ja misma solución. Centrifugar a 3000 r.p.m. durante 1 S minutos. 

S.- En un tubo conteniendo una pequei'ia porción de anorita se deposita el sobrenadante. 
se agita durante un minuto. centrifugar a 3000 r. p.m. por 1 S minutos. si se observa que 
el sobrenadante no queda claro repetir este paso. 

6.- Se toma 1 ml de este sobrenadante mas l ml de agua mas 1 mi de cloramina T. Se deja 
reposar exactamente 20 minutos a temperatura ambiente. 

7.- Transcurridos Jos 20 minutos. adicionar O.S mi de tiosulfato de sodio 2M. lml de 
NaOH 1 N y aproximadamente 2g. de NaCI. Agitar inmediatamente para detener Ja 
reacción. 

8.- Agregar 6ml de tolueno y agitar 1 minuto. La fase acuosa es utilizable para Ja 
detenninación de hidroxiprolina. 
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HIDROXIPROLINA: 

9.- Se extrae la capa de tolueno y se desecha. La porción acuosa se cubre y se coloca a 
un bailo hirviendo durante 20 minutos. 

to ... Los tubos se enfrían 15 minutos preferentemente en refrigerador. Ya frias se les 
adicionan 6ml de tolueno y se agitan durante un minuto. 

1 l.- De Ja fase de tolueno se toman alicatas por duplicado de 1 mi y se les agrega 4ml del 
reactivo de Ehrlich. 

12.- Se dejan reposar durante 30minutos para que se lleve a cabo la reacción colorida. 
Pasados Jos mismos. leer a 560nm. 

CÁLCULOS. 

A-B-R1 

R 1/m x 3 x 10 x 131.1 / 1x109 x 1000 x 7.32 = mg de colágena/ g. de hígado. 

Donde: 

A = absorbancia 
B =blanco 
m = pendiente 

Se multiplica por 3 por que se toma una alicata de 1 mi de la muestra disuelta en 3 mi de 
buffer de citrato de sodio. 

Se multiplica por l O ya que Ja muestra inicial es de un O. 1 g. 

El 131. 13 y 1xJ09 son por et calculo de nmoles en ta muestr~ respecto a los nmotes en 
un mol deHP 

El t 000 es et cálculo de mg de hidroxiprotina por gramo de hígado 

7.32 es et porcentaje para pasar de mg de HP a rng colágena.20 
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4.5.8.- DETERMINACIÓN DE BILIRRUBINAS: 

Las bilirrubinas forman con el ácido sulfanilico diazotado un colorante azoico. que en 
solución neutra es rojo y en solución alcalina es azul. El glucorónido de bilirrubina 
hidrosolubte reacciona directamente. mientras que Ja bilirrubina indirecta libre reacciona 
solo en presencia de un acelerador. 
Pipetiar en tubos de ensayo. 

Bilirrubina total Bilirrubina directa Blanco 

Ácido sulfanílico 0.2ml. 0.2 mi. 0.2ml 

Nitrito de sodio 1 gota. 1 gota. 

Acelerador !mi. Jml (BT) 

Solución SaJina Fisiológica 0.2ml 2ml (BD) 

Suero 0.2ml. 0.2ml. 0.2ml. 

Bilirrubina total: 

Mezclar y dejar reposar de 1 O a 60 minutos. ha temperatura entre 1 Sºc y 2Sºc. 

Solución JI de Flehling lml. 

Mezclar y leer a 578nm 

Bilirrubina directa: 

Mezclar y dejar reposar a temperatura entre I Sºc y 25ºc . A Jos S minutos exactos tras Ja 
adición del suero leer a 546nm. 

Si es necesario preparar un solo blanco para cada bilinubina y leer contra el blanco. 

Cálculos: 

Bilirubina total (Absorbancia - 0.015) x 180. = Mmol/L. 

Bilinubina directa (Absorbancia - 0.015) x 240. = Mmol/L 41
"
42

• 
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5.-RESULTADOS. 

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE HEPATOTOXICIDAD AGUDA Y 
SUBCRONICA. 

A continuación se muestran gráficamente los resultados obtenidos de los marcadores 
hepáticos realizados por medio de pruebas bioquímicas, las cuales nos determinan si 
existe o no dai'io hepático así como el grado de este. 

Las gráficas que a continuación se muestran contienen Ja media y la desviación estándar 
de los resultados obtenidos para el tratamiento de 24hrs (barra l ). el de 7 di as (barra 2) y 
el de 60 dias (barra 3) así como el control (barra O) para que pueda compararse con Jos 
otros 3 resultados. 

Los resultados se trataron por medio de anitlisís estadístico . .-ealizandose análisis de 
varianza seguida por la prueba de las comparaciones multiples de Tuckey 

La gráfica · I muest,-a los resultados de la determinación de f"osfatasa alcalina en el suero 
de rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con el compuesto ANTI 
A VI en tiempos de 24 hrs .• 7 días y 60 días; los resultados indican que no existe 
diferencia significativ~ ya que la fosfatasa alcalina en los grupos tratados es similar al 
grupo control. 

La gráfica ·2 contiene Jos resultados de la determinación de fbsfatasa alcalina en suero de 
rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con el compuesto ANTI 
AVIII en tiempos de 24hrs .• 7 dias y 60 dias; Jos resultados muestran que no existe 
diferencia significativa ya que Ja fosfatasa alcalina en Jos grupos tratados es similar aJ 
grupo control. 

La gráfica ·3 indica Jos resultados de la determinación de transaminasa glutámico 
pirúvica en suero de rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con el 
compuesto ANTI A VI en tiempos de 24hrs .• 7 días y 60 días; Jos resultados nos dicen 
que no existe diferencia significativa ya que Ja transaminasa glutámico pirúvica en Jos 
grupos tratados es similar al grupo control. 
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En la gráfica ·4 se observan los resultados de la determinación de la transaminasa 
glutámico pirúvica en suero de rata; comparando el grupo control con Jos grupos 
tratados con el compuesto ANTI AVIU en tiempos de 24hrs .• 7 días y 60 dias; 
mostrando que no existe difürencia signjficativa ya que Ja transaminasa glutámico 
pirúvica en Jos grupos tratados es similar al grupo control. 

En Ja gráfica ·S se obtienen Jos resultados de Ja d~terminación de Ja gama-glutamiJ 
transpeptidasa en suero de rata; comparando el grupo control con Jos grupos tratados 
con el compuesto ANTI A \rJ en tiempos de 24hrs .• 7 días y 60 días; indicando que no 
existe dif"erencia significativa ya· que Ja gama-glutamiJ transpeptidasa en Jos grupos 
tratados es similar al grupo control. 

En Ja gr8.fica ·6 se aprecian los resultados de Ja determinación de Ja gama-gJutamiJ 
transpeptidasa en suero de rata; comparando el grupo control con los grupos tratados 
con eJ compuesto ANTI A VIII en tiempos de 24hrs .• 7 días y 60 días; Jos resuhados 
llevan a decir que no existe dif"ercncia significativa ya que la gama-gJutamil 
transpeptidasa en Jos grupos tratados es similar aJ grupo control. 

La gráfica ·7 muestra los resultados de Ja determinación de proteínas en homogenado de 
hígado de rata; comparando el grupo control con Jos grupos tratados con eJ compuesto 
ANTI A VI en tiempos de 24hrs., 7 días y 60 días~ en este gráfico observamos que no 
e,Oste dif"erencia significativa en Jos tiempos de 24hrs, 7 días y 60 dias. 

La griúica ·8 nos lleva a los resultados de Ja detenninación de proteínas en homogenado 
de hígado de rata~ comparando el grupo control con Jos gn..1pos tratados con el 
compuesto ANTI A VIII en tiempos de 24hrs., 7 días y 60 días; Jos resultados son 
indicativos de que no existe dif"erencia significativa ya que las proteínas en los grupos 
tratados son similares al grupo control. 
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En esta gráfica ·9 se muestran los resultados de la determinación de lipoperoxidación en 
de hígado de rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con et 
compuesto ANTI A VJ en tiempos de 24hrs .• 7 días y 60 días; llevando a que no existe 
diferencia significativa para los tiempos de 24hrs. y 7 días sin embargo a los 60 días 
muestra diferencia significativa con respecto al control ya que Jos valores de 
lipoperoxidación se encontron incrementados. 

La gráfica · l O corresponde a los resultados de Ja determinación de lipoperoxidación en 
hígado de rata; comparando el grupo control con Jos grupos tratados con el compuesto 
ANTI A VIII en tiempos de 24hn., 7 días y 60 días; por tanto es indicativa de que no 
existe diferencia significativa ya que los valores de lipoperoxidación en los grupos 
tratados son similares al grupo control. 

En la gril.fica · 1 1 podemos apreciar los resultados de la determinación de bifirrubina 
directa en suero de rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con el 
compuesto ANTI A VI en tiempos de 24hrs .• 7 días y 60 días; en este grupo existe 
diferencia significativa con respecto al grupo control. para el grupo con tiempo de 
administracion de 24hrs. ya que la bilirrubina directa se encentro aumenta~ sin embargo 
en los grupos tratados a 7 días y a 60 días son similares los valores obtenidos con los del 
grupo control. 

En Ja gril.fica · 12 se tienen los resultados de la determinación de bilirrubina directa en 
suero de rata; comparando el grupo control con Jos grupos tratados con el compuesto 
ANTI A VIII en tiempos de 24hrs .• 7 días y 60 dias; para este grupo existe dif'erencia 
significativa con respecto al control en Jos tiempos de administración de 24hrs. y 60 días 
ya que Ja bilirrubina directa se encentro alterada; en el grupo tratado a 7 días no hay 
diferencia significativa. 

En Ja gráfica · t 3 se ofrecen los resultados de Ja determinación de bilirrubina total en 
suero de rata; comparando el grupo control con Jos grupos tratados con el compuesto 
ANTI A VI en tiempos de 24hrs.. 7 días y 60 dias; observando que existe dilerencia 
significativa,. devido a que los valores de bilirrubina total en Jos grupos tratados se 
encuentran aumentados con respecto al grupo control. 
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En la gráfica • 14 se tienen los resultados de la determinación de bilirrubina total suero de 
rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con el compuesto ANTI 
A Vlll en tiempos de 24hrs .• 7 días y 60 días; se obtuvo que existe diferencia significativa 
con respecto al control para los grupos con tiempo de administración de 24hrs. y 60 días 
ya que la bilirrubina total se encentro aumentada; en el grupo tratado ha 7 dias no se 
obtuvo diferencia significativa. 

La gráfica • 1 S contiene los resultados de la determinación de glucógeno en hígado de 
rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con el compuesto ANTI A VI 
en tiempos de 24hrs.. 7 días y 60 días~ en los resultados apreciamos que no existe 
diferencia significativa ya que los valores de glucógeno en los grupos tratados son 
similares a los del grupo control. 

La gráfica · 16 corresponde a los resultados de la determinación de glucógeno en hígado 
de rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con el compuesto ANTI 
A VIII en tiempos de 24hrs • 7 días y 60 días; en este gráfico no existe dif"erencia 
significativa para los grupos con tiempo de administración de 24hrs. y de 7 días ya que 
los valores de glucógeno son similares al grupo control; sin embargo en el gn.ipo con 
tratamiento de 60 días hay diferencia significativa con respectó al control ya que su valor 
se encuentra disminuido. 

La gráfica · I 7 indica los resultados de Ja determinación de calágena en hígado de rata; 
comparando el grupo control con Jos grupos tratados con el compuesto ANTI A VI en 
tiempos de 24hrs., 7 dias y 60 días~ este grafico indica que no existe diíerencia 
significativa para el tratamiento de 24hrs. y 7 dias ya que la colilgena es similares al 
grupo control; sin embargo en el grupo con tratamiento de 60 días hay dif"erencia 
significativa ya que la colágena se encuentra aumentada. 

En la gráfica · 18 podemos observar los resultados de la determinación de colágena en 
hígado de rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con el compuesto 
ANTI A VIII en tiempos de 24hrs .• 7 días y 60 dias; los resultados indican de que existe 
dif"erencia significativa para el grupo con tiempo de administración de 24hrs y que los 
valores de colágena en Jos grupos con tratamiento de 7 días y 60 días son similares al 
grupo control. 
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Gráfica ·J.- Determinación de Fosfatasa alcalina en suero de ratas tratadas con ANTI 
AVI a diferentes tiempos. 
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Se obtuvieron valores constantes de Ja enzima en el grupo control y en Jos grupos 
tratados. no se observó dif'erencia significativa. 



Gráfica ·2.- Detenninación de Fosfatasa alcalina en suero de rata tratada con ANTI 
A VIII a diferentes tiempos. 
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Se obtuvieron valores constantes de la enzima en eJ grupo control como en los grupos 
tratados. no se observó diferencia significativa. 
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Gráfica ·3.- Detenninación de Transaminasa glutámico pirúvica en suero de rata tratada 
con ANTI A VI a dif'erentes tiempos. 
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Se obtuvieron valores constantes de Ja enzima en el grupo control y en los grupos 
tratados. no se observó dif'erencia significativa. 
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Gráfica ·4.-Gráfica de Transaminasa glutéimico pirüvica en suero de rata tratada con 
ANTI A VIII a diferentes tiempos. 
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Se obtuvieron valores constantes de la enzima en el grupo control como en los grupos 
tratados. no se observó diferencia significativa 
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Gráfica ·S.- Determinación de Gama-glutamiJ transpeptidasa en suero de rata tratada con 
ANTI AVI a direrentes tiempos. 
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Se obtuvieron valores constantes de la enzima en el grupo control como en Jos grupos 
tratados. no se observó dif"erencia significativa. 
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Gráfica ·6.- Detenninación de Gama-glutamil transpeptidasa en suero de rata tratada con 
ANTI A VIII a diferentes tiempos. 

Toerrpo. 

Se obtuvieron valores constantes de Ja enzima en eJ grupo control como en Jos grupos 
tratad_os. no se observó diferencia significativa. 
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Gráfica ·7.·Detenninación de Proteínas en homogenado de hígado de rataS tratadas con 
ANTI A VI a diferentes tiempos. 

Se obtuviron valores constantes de proteinas en el grupo con tratamiento de 24 hrs. y en 
el de 7 dias. asi como en el grupo de 60 dias con respecto al grupo control. 
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Gráfica ·8.- Deteml.inación de Proteínas en homogenado de hígado de ratas tratadas con 
ANTI A VIII a di.ferentes tiempos. 

Se obtuvieron valores constantes de proteinas para el grupo control como para los 
grupos tratados. no se observó diferencia significativa. 
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Gráfica ·9.- Determinación de Lipoperoxidación en hígado de rata tratada con ANTI 
A Vl a diferentes tiempos. 
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Se observo valores constantes de Jipoperoxidación en el grupo control así como en Jos 
grupos con tratamiento de 24hrs y 7 dias. se observó diferencia significativa en eJ grupo 
con tratamiento de 60 días. 
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Gráfica • 10.-Detenninación de Lipoperoxidación en hígado de rata tratada con ANTI 
A VIII a diferentes tiempos. ~ 
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Se observo valores constantes de lipoperoxidación para el grupo control como para Jos 
grupos tratados. no se observó diferencia significativa 
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Gráfica ·I J.-Determinación de Bilirrubina directa en suero de rata tratada con ANTI 
A VI a diferentes tiempos. 

Toenpc. 

Se observó valores constantes de biJirrubina directa para eJ grupo control así como para 
Jos grupos con tratamiento de 7 días y 60 días. se observó di:ferencia significativa para el 
grupo con tratamiento de 24 hrs. 
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Gráfica • 12.- Determinación de Bilirrubina directa en suero de rata tratada con ANTI 
A VIII a dif"erentes tiempos . 

... 

Se observo valores constantes de bilirrubina directa para el grupo control y para eJ grupo 
con tratamiento de 7 dias. se observó diferencia significativa para Jos grupos con 
tratarn.ientos de 24hrs. y 60 dias respectivamente. 
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Gráfica··JJ Determinación de Bilirrubina total en suero de rata tratada con ANTI AVJ a 
diferentes tiempos. 

Toerrpo. 

Se observó diferencia significativa de bilirrubina total con respecto al control, en los 
grupos con tratamiento de 24hrs .• 7 dias y 60 dias respectivamente. 
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Gráfica •J4.- Determinación de Bilirrubina total en suero de rata tratada con ANTI 
A VIII a dif'erentes tiempos. 
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Se observo valores constantes de bilinubina total para el grupo control y el grupo con 
tratamiento de 7 días, se observó diferencia significativa para los grupos con tratarrüento 
de 24hrs. y 60 días respectivamente. 
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Gráfica ·15.- Determinación de Glucógeno en hígado de rata tratada con ANTI AVI a 
diferentes tiempos. 
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Se observo valores de glucógeno constantes para el grupo control así como para los 
gru.pos tratados~ no se observó diferencia significativa. 
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Gráfica • 16.- Determinación de Glucógeno en hígado de rata tratada con ANTI A VIII a 
diferentes tiempos. 
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Se observo valores de glucógeno constantes para el grupo contro! como para los grupos 
con tratamiento de 24hrs. y 7 dias~ se observó diferencia significativa para el grupo con 
tratamiento de 60 días. 
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Gráfica ·17.- Determinación de Colágena en hígado de rata tratada con ANTI AVI a 
diferentes tiempos. 
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Se observo valores de colágena constantes para et grupo control y para los grupos con 
tratanüentos de 24hrs. y 7 dias. se observó diferencia significativa para el grupo con 
tratamiento de 60 días. 
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Gráfica ·18.- Determinación de Colágena en hígado de rata tratada con ANTI AVIll a 
diferentes tiempos. 
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Se observo valores constantes de colágena para el grupo control como para Jos grupos 
con tratamiento de 7 dias y de 60 dias. se observó dif"ercncia significativa para el grupo 
de 24 hrs. 
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6.-ANÁLISIS DE RESULTADOS. 

El dai\o hepático inducido por tóxicos es reconocido desde ha~e más 100 ai'\os. La lesión 
observada no solo depende del agente químico que la involucra.. si no del periodo de 
exposición. Después de una exposición aguda es usual la acumulación de lípidos en los 
hepatocitos. la necrosis celular o la disfunción hepatobiliar; los cambios noeplásicos y 
cirróticos son considerados como resultado de exposiciones crónicas. 12 

En los frecuentes casos con escasas manifestaciones clinicas. especialmente en fases 
iniciales de las enfem1edades hepatobiliares son las exploraciones clinico-quimicas 
especialmente las determinaciones de enzimas las que suelen damos los primeros 
indicios. I) 

Por ello se ha dedicado el presente trabajo a la investigación toxicológica de los 
compuestos ANTI A VI y ANTI A Vlll usando marcadores de daño hepático. los cuales 

·se fundamentan en determinaciones clínico-químicas. 

Con respecto a los resultados obtenidos en los gnificos de F.A .• podemos discernir que 
aun que no existe una diferencia significativa del grupo control con respecto a los grupos 
tratados con el compuesto ANTI AVI y el ANTI AVlll. existe un decremneto de la 
enzima en ambos compuestos y este es más marcado en el gráfico del compuesto ANTI 
A VIII. Esto se fundamenta en lo siguiente: 

-La fosfatasa alcalina es una enzima de amplia distribución en los tejidos.29 Se localiza 
importantemente en intestino delgado. en riñón y en el hígado.~º En el hígado la F.A. se 
tocaliz.a en el borde ciliar del caniculo biliar y en la superficie sinusoidal de los 
hepatocitos.31 

El aumento de los niveles de la actividad basal de la F .A. puede ser explicado por el 
dafto a ta membrana por ejemplo el daño lipoperoxidativo que produce el agente 
hepatot6xico afectando importantemente la estabilidad de las membranas celulares. 
pudiéndose facilitar la liberación al torrente sanguíneo de las enzimas de ta membrana 
celular.32 

Cualquier tipo de dafto o destrucción hepática que permita que la bilis entre a circulación 
causará una levación de la actividad de la F .A .• durante el daño tisular se da la 
disminución de F.A .• e incremneta durante el periodo de regeneración. 3 
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Como podemos observar en nuestros gnificos. se obtuvieron valores constantes de TGP. 
G-GT y de proteínas en tos grupos tratados con el compuesto ANTI A VI así como con 
el compuesto ANTI A VIII. comparandolos con sus respectivos gupos control. Lo que 
indica que no hay un daño hepático severo por no haber diferencia significativa de TGP; 
por otro lado los valores nonnales de G-GT descanan una posible colestasis hepática así 
como una obstrución de conducto biliar 

Corroborando lo anteriormente dicho tenemos los valores de proteínas sin diferencia 
significativa con respecto al control, lo que indica que no existe daño a nivel de reticulo 
cndoplásmisco liso. por lo tanto. no existe dafto intracelular. A estas aserciones se llegan 
con base en que: 

-La TGP es una enzima localizada en en el citoplasma de los hepatocitos. Debido a ésto. 
la actividad de esta enzima se considera un marcador específico de daño hepático tipo 
n~rótic_~· ya q~e sólo en es~as condiciones ~sta e~ma es libera_d~ por los hepatocitos a 
ctrculac1on. A.51 la TGP nos mforma de la eXJstenc1a de daño hepat1co severo. 3 

· 

-La G-GT es una enzima localizada en Ja región canicular de la membrana del hcpatocito. 
Es producida a lo largo del tracto biliar integro. desde el canaliculo biliar hasta el 
conducto biliar común. La actividad incrementada de la G-GT es indicativo de 
colesteasis hepática. y tiende a ser marcadamente elevada cuando existe obstrucción del 
conducto biliar. colesteasis intrahepática y en desórdenes infiltrativos del hígado.·" 

-Cuando un agente tóxico dan.a a la célula hepá.tica como consecuencia se incrementa la 
demanda de aminoácidos y por consiguiente la síntesis de proteínas. 36 

También se encontró el aumento de proteínas microsomales en la administración costante 
de agentes hepatotóxicos. acompañado de la disminución de enzimas microsomales 
atribuyendose a el dai\o que se presenta en el reticulo endoplásmico liso. lugar de síntesis 
de proteinas. n 

-El dai\o membrana! va a ser extensivo a los organelos. por lo tanto. ésto va a coducir a 
Ja pérdida de la hemostasis celular y por consiguiente a la muerte celular. 3 • 
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Realizando un análisis de Jos resuldos obtenidos podemos observar que para el 
·compuesto ANTI A VI hay valores constantes de lipoperoxidación en el grupo control así 
como en los grupos con tratamiento de 24hrs y de 7 días. sin embargo en el grupo con 
tratamiento de 60 días se observa una diferencia significativa lo que indica daño a las 
membranas delos hepatocitos. debido a que se ha establecido que las alteraciones 
estructurales y funcionales en las membranas de Jos hepatocitos se dan a través de 
procesos de lipoperoxidación. Por lo tanto. es evidente que el grado de Iipoperoxidación 
se encuentre elevado en Jos animales administrados con un agente tóxico. 

La lipoperoxidación es un evento primario de una acción tóxica; Ja descomposición 
lipoperoxidativa de la membrana microsomal es uno de Jos enlaces entre los eventos 
iniciales y el desarrollo subsecuente de Jos fenómenos patológicos causados por agentes 
tóxicos.311 

Por otro lado en el gráfico de el grupo tratado con el compuesto ANTI A VIII no se 
observo diferencia significativa. 

Los resultados de Ja determinación de bilirrubina directa muestran que al administrar el 
compuesto ANTI A VI se tiene diferencia significativa solo para el grupo con 
administración de 24 hrs. lo que nos lleva a un posible daño de tipo hepatico. por otro 
lado. en Ja detenninación de Ja bilirrubina total para este mismo compuesto tenemos 
diferencia significativa de los grupos con tratamiento de 24 hrs .• 7 dias y 60 días. lo que 
indica un posible daño a Ja función excretora del hepatocito. 

La determinación de bilirrubina directa para el compuesto ANTI AVJll muestra 
diferencia significativa para el grupo con tratamiento de 24 hrs así como para el grupo de 
60 días. Para la determinación de bilirrubina total se observa diferencia significativa para 
Jos grupos con tratamiento de 7 días y 60 días lo que lleva ha iguales causas sin dejar de 
considerar Jo siguiente: 

Los niveles de bilirrubinas en especial de la bilirrubina total se encuentran elevados 
cuando el dafto se debe a una función excretora del hepátocito lo cual manifiesta la 
presencia de colesteasis avanzada. 

Un gran número de agentes conduceo a una colesteasi5 hepáti~a por inteñerir con el flujo 
de la bilis en uno o más componentes de la función excretora del hepatocito.39 
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En el gráfico de glucógeno para el compuesto ANTI A VI no se observo diferencia 
significativa; sin embargo en el gráfico de glucógeno para el compuesto ANTI A VIII se 
observa diferencia significativa solo para el grupo con tratamiento de 60 días. No 
obstante ambos gráfico tienden a un decremento siendo evidente que al haber daño se 
utilizan las fuentes disponibles para llevar aJ hepatocito a su homeostasis intracelular; 
ocasionando con esto que los niveles de glucógeno se mantengan bajos. 

La disminución de glucógeno hepático por algun agente tóxico se asocia a cambios 
reciprocas en la actividad de enzimas tanto para su síntesis como para su degradación, y 
a las bajas concentraciones de UDP-glucosa. Se sabe que en las células dañadas por 
agentes químicos existe una pérdida de sus actividades energeticas.40 

Con respecto a el gr.8.fico de col.8.gena para el compuesto ANTI A VI se observa 
diferencia significativa para el grupo con tratamiento de 60 días mientras que para el 
gráfico de colágena para el compuesto ANTI AVIII se tiene diterencia significativa para 
el grupo contratamiento de 24 hrs. Jo cual se debe a lo siguiente: 
-La colágena se encuentra aumentada cuando hay una disminución en los depósitos de 
colágena debido a un aumento en la degradación intracelular de ésta. Se asocia su 
aumento a problemas cirróticos y a degradación celular. 20 
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7.-CONCLUSIONES. 

De acuerdo al análisis de resultados podemos concJuir que el compuesto ANTI A VI 
muestra alteraciones de marcadores de daño hepático. al administrarse en forma aguda a 
24hrs. por tener diferencia significativa con respecto al control en los valores de 
bilirrubina directa y bilirrubina total y que este daño aumenta en periodos de 
administración subcronica a 7 días por tener diferencia significativa de bilirrubina total; y 
a 60 dias por tener diferencia significativa de lipoperoxidación. bilirrubina total y 
colagcna. 

Por otro lado el compuesto ANTI A VIII muestra alteraciones de Jos marcadores de daño 
hcpiltico. en Ja administración aguda a 24hrs. se observa diferencia significativa con 
respecto al control. de bilirrubina directa. de bilirrubina total y de colá.gena. Para una 
administración subcronica a 7 dias se obsCrva una diferencia significativa de bilirnJbina 
directa y para una administración subcrónica a 60 dias se observa diferencia significativa 
de bilirrubina total y glucógeno teniendo igual ventaja con respecto al compuesto ANTI 
AVI. 

Aun con los resultados obtenidos no debe descanarse Ja posibilidad de estudios crónicos 
para reafirmar los estudios realizados así como Jos estudios en otros órganos y sistemas, 
además del estudio correspondiente en hembras. 

Por lo tanto podemos concluir que el compuesto ANTI A VI así como el ANTI A VIII 
tienen la misma oportunidad para ser introducido ha un estudio más completo para 
desarrollarse como un nuevo fánnaco. siendo otra opción de tratamiento para las 
arritmias cardiacas. 
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