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v
RESUMEN.

En este trabajo se estudio la toxicologia de dos compuestos conocidos como ANTI AVI
y ANTI AVIIIL, los cuales fueron sintetizados en la Seccion de Quimica Organica en la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. Estos compuestos son derivados piperidinil

fendlicos y en estudios anteriores se ha determinado que presentan una actividad
antiarritmica.

Como una parte de los estudios toxicdlogicos que se realizaron a estos compuestos fue
la determinacion la toxicidad hepatica aguda a las 24hrs y en forma subcrénica a los 7
dias y a los 60 dias en rata macho cepa Wistar, ocupando machos de peso promedio de
250g. La toxicidad se determiné por medio de prucbas bioquimicas que sirven como
marcadores de dano hepatico siendo: fosfatasa alcalina, transaminasa glutamico piruvica,
gama-glutamil traspeptidasa, proteinas, lipoperoxidacion, bilirrubina directa, bilirrubina
total, glucégeno y colagena.

Los marcadores que se alteraron para el compuesto ANTI AVI fueron; la bilirrubina
total y la bilirrubina directa para el tratamiento de 24hrs; la bilirrubina total para el
tratamiento de 7 dias y la alteracion de proteinas, de la lipoperoxidacién, de la bilirrubina
total y de la colagena para el tratamiento de 60 dias.

Para el compuesto ANTI AVIII se alteraron la bilirrubina total y la bilirrubina directa
para el tratamiento de 24hrs., la bilirrubina directa para el tratamiento de 7 dias y la
bilirrubina total y el glucégeno para el tratamicnto de 60 dias.

De acuerdo a los resultados se concluye que el compuesto ANTI AVI es hepatotoxico,
por haber alterado marcadores hepaticos como bilirrubina directa, bilirrubina total,
proteinas, lipoperoxidacion, y colagéna;, mientras que ¢l compuesto ANTI AVII sélo
altera la bilirrubina directa, la bilirrubina total y el glucégeno.



1.-INTRODUCCION

Reportes de la Organizacidon Mundial de la 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 corazén como hipertensién arterial y arritmias
cardiacas. Los desérdenes del ritmo cardiaco, generalmente son causados por diversas
enfermedades y por el uso de ciertos farmacos. Las arritmias cardiacas son el resultado
de la deformacion del impulso eléctrico y perturbaciones en la conduccion del impulso a
través del miocardio o por una combinacion de ambos. Los farmacos utilizados para
restablecer o modificar el ritmo cardiaco anormal, son los agentes antiarritmicos. La
accién de estos es modificar directa o indirectamente el flujo transmembranal de iones" %

Dentro de los estudios realizados en la seccion de Quimica Organica de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, destaca la investigacion de los compuestos 2,6-Bis(1-
piperidilmetil)fendlicos. Algunos de estos compuestos han mostrado tener efecto
antiarritmico en el modelo de isquemia y reperfusidon miocardica en rata. En estos
compuestos se observé que a dosis de 3.1mg/kg. protegen las diferentes arritmias
cardiacas obtenidas por la reperfusion.

Se a decidido por ello estudiar a estos compuestos en relacion a su toxicologia. Por esto
el objetivo de nuestro trabajo fue determinar la toxicidad hepatica aguda y subcronica de
los dos compuestos llamados 3.5-Dietoxicarbonil-4-
{3.5bis(1piperidinilmetil)4hidroxifenil}2,6dimetil 1 ,4dihidripiridina (ANTIAVI) y del 4-
{{1--(4-hidroxifenil)-1-metil } etil} -2, 6-bis( 1 -piperidinilmetil)fenol). (ANTIAVIII)
utilizando los marcadores hepaticos como son fosfatasa alcalina, transaminasa glutamico
pinavica, gamma-glutamil traspeptidasa, glucégeno, lipoperoxidaciéon, proteinas,
colagena, bilirrubina directa y bilirrubina total.



2.-OBJETIVO:

- Determinar la toxicidad hepatica aguda y subcronica de los compuestos llamados 3,5-
Dietoxicarbonil-4-{ 3, 5-bis(-piperidinil il)4hidroxifenil} 2.6dimetil 1, 4dihidropiridina.

(ANTI AV 1) y del 4-{{1-(4-Hidroxifenil)1--metil}etil}-2,6 bis(1-piperidinilmetil)fenol.
(ANTI AVIIl) utilizando marcadores hepaticos como son: Fosfatas alcalina,
transaminasa  glutdmico  pimivica, gamma-glutamil transpeptidasa, glucdgeno,
lipoperoxidacion, proteinas, coldgena, bilirrubina directa y bilirrubina total.




3.-ANTECEDENTES.
3.1.-FARMACOLOGIA.

Los farmacos utilizados para restablecer o modificar el ritmo cardiaco anormal son los
agentes antiarritmicos. La acciéon de estos es la modificacion directa o indirecta de las
moléculas que controlan el flujo transmenbranal de iones.?

Los principales farmacos antiarritmicos de utilidad clinica establecida desde hace largo
nempo son: qmmdlna y procainamida, ademas de los glucosidos digitalicos. Son

mas r al grupo de antiarritmicos lldocmna. fenitoina y propanolol.
Algunos otros agentes se hallan en etapa de investigacion.?

3.1.1.-CLASIFICACION.
Los farmacos antiarritmicos se clasifican en 4 clases:
Clase 1.- Los bloqueadores de los canales de sodio el cual se divide en 3 subclases.

l1a.- Estos actuan con una marcada depresion de la fase O, efecto moderado sobre la
conduccion y repolarizacion prolongada como ¢j. disoparimida (Norpase).

Ib.- Con una minima depresion de fase 0, efecto insignificante sobre la conduccion y
repolarizacidn acortada por €j. lidocaina (Xilocaina) y tocainida (Tonocard).

Ic.- Marcada depresién de la fase 0, marcado efecto sobre la conduccion y efecto
acortado sobre la repolarizacion ej. flecainida (Tambocor).

Clase I1.- Bloqueadores B-adrenérgicos ej. acebutolol (Sectral), propanolol (Inderal)

Clase 111.- Farmacos con repolanzauon prolongada y acortamiento del efecto sobre la
conduccidn ej. bretilium (Bretiliol).

Clase I'V.- Bloqueadores del canal de calcio ej. verapamil (Calan, Isoptil)'>.



3.1.2.-MECANISMO DE ACCION.

Consiste en la supresion selectiva del automatismo en sitios ectdépicos a! disminuir la
rapndez de la despolanzacnén de la fase 4, al aumentar el potencial umbral, o por

ion de b acciones dicho de otra manera bloquean la conduccién de
impulsos anormales por la deficiénte conduccion eléctrica en el miisculo ventricular y el
tejido conductor 2% 23

3.1.3.-USO CLINICO:

Son farmacos utilizados para restablecer o modificar el ritmo cardiaco anormal, siendo
utilizados en la taquicardia supraventricular paroxistica, el aleteo auricular, la fibrilacién
auricular, las respuestas ventriculares ptrematuras y anulacién de la actividad de
marcapaso ectopico.'!

3.2.-ANTI AVI y ANTI AVIIL
3.2.1.-SINTESIS.

Para los compuestos de los derivados piperidinil fendlicos se realizé6 de la manera
siguiente: Para los compuestos monosustituidos, se mezclara una proporcién molar 1:1:1
de piperidina, formaldeido y el correspondiente fenol. Para los disustituidos la relacion
molar sera 2:2:1. L.a mezcla de reaccion se disolvera en etanol y se sometera a reflujo. El
avance de la reaccidn se evaluara por cromatografia de capa fina. Para la sintesis de 3,5-
Dietoxicarbonil-4-[3,5-bis(1-piperidinilmetil)-4-hidroxifenil[-2,6-dimetil-1,4-
dihidropiridina. Previamente se realizara la sintesis de 3,5-dietoxicarbonil-4-(4-
hidroxifenil)-2,6-dimetil-1,4-dihidropiridina, fa cual sera utilizada como materia prima
fenolica. Al termino de la reaccion, se procedera a purificar los productos de reaccion
mediante métodos de purificacion comunes como cromatografia en columna, destilacion
simple, destilacién fraccionada y recistalizacion. Los compuestos purificados se
identificaran por métodos espectroscopicos como RMN- 'H, RMN-'’C, espectrometria
de masas, IR y en los casos necesarios por difraccion de rayos. En la figura 1 se muestra
las estructuras desarolladas de los compuestos ANTI AVl y ANTI AVIIL



Estructura del ANTI AVI.

OH

Fig. 1- Estructuras desarrolladas de los compuestos ANTI AVI y ANTI AVIII a los que
se les determino la toxicologia aguda y subcrénica.
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3.3.-PRUEBAS TOXICOLOGICAS.

Ningin farmaco carece de efectos toxicos. Algunos efectos perjudiciales de un farmaco
durante el tratamiento a veces son triviales, pero pueden ser graves, incluso mortales.
Algunos aparecen rapidamente y otros s6lo después de larga administracién o incluso los
que ocurren sélo en algunos pacientes. Por lo tanto, la toxicidad medicamentosa es un
aspecto critico de la terapéutica moderna. Es necesario elaborar metodologias con
animales de experimentaciéon métodos que permitan predecir con precision los efectos
nocivos potenciales de los médicamentos en el ser humano.?

3.3.1.-PRUEBAS DE TOXICIDAD AGUDA.

En investigaciones farmacobiolégicas se presentan frecuentemente ensayos de tipo
cuantal, es decir donde hay una respuesta del todo o nada ejemplo de esto es la
determinacién de la dosis letal media (DL 50) o pruebas de toxicidad aguda las cuales
estan caracterizadas por una Unica toma del medicamento o de dosis miltiples
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 numero suficiente para un tratamiento
estadistico.?’**

La causa de la muerte involucra por lo general al sistema nervioso, cardiovascular, o
respiratorio, la afeccion de organos como el higado o el rifién algunas veces son
enmascarados y sélo se detectan con determinaciones de laboratorio (pruebas de
funcionamiento hepatico, renal, quimica clinica etc.)? 2¢

3.3.2.-PRUEBAS DE TOXICIDAD SUBCRONICA

Las pruebas de toxicidad subcrénica se basan en la administracion repetida del
compuesto dentro de un periodo relativamente corto comparado con lo que dura la vida
del organismo receptor. Estos estudjos se realizan para determinar efectos cuantitativos
o cualitativos que pudieran pasar inadvertidos después de una prueba de toxicidad aguda;
para dar pauta a los planes clinicos probables de dosis multiples y para estimar la
toxicidad de las primeras dosis del farmaco administrado al hombre.?* 2"

En este estudio se utilizan animales de experimentacion de forma similar al estudio de
toxicidad aguda; con animales del mismo peso, raza, sexo, edad, que no tengan algun
tratamiento previo, que sean en numero suficiente para un tratamiento estadisticoy como
regla general se debe incluir grupos controles en nimero suficiente, a los cuales se les
administra sélo el vehiculo de dosificacion o tratamiento simulado. Una vez concluido el
tiempo de administracion subcrénica se realizan las pruebas necesarias para la evaluacion
toxicologica que convenga.?”
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Aunque las pruebas de toxicidad aguda y subcronica tienen un valor limitado para
pronosticar efectos toxicos croénicos, los resultados que se obtienen nos dan la pauta para
investigar los efectos toxicologicos de algunos compuestos compuestos.*”

3.4.-FUNCIONAMIENTO HEPATICO.

El higado es el érgano donde se desarrollan mas de 500 actividades metabolicas que
incluyen categorias tan amplias como: metabolismo intermedio de carbohidratos,
protei y lipidos; si is de proteinas del tipo de fibrinégeno, albumina, protombina y
muchas enzimas; conjugacién de bilirrubina con glucurénido; desintoxicacién y
eliminacién de materias extrafias, bacterias, farmacos y otras substancias nocivas;
almacenamiento de proteinas, glucdégeno, vitaminas, y minerales. Por esto ciertas
substancias de origen mineral y vegetal son capaces de producir lesiéon hepitica en el
hombre y en el animal de experimentacion’®.

3.4.1.-SUSCEPTIBILIDAD DEL HIGADO.

El higado es uno de los 6rganos mas frecuentemente lesionados de la economia, y es una
verdadera fortuna que su reserva funcional sea enorme. Se ha comprobado en el animat
de laboratorio que se necesita unicamente 10% del parénquima hepitico para mantener
la funcién normal del higado®.

Ante estimulos que requieran una funcién mas activa el higado experimenta aumento en
el nimero de sus células parenquimatosas (hiperplasia) o aumento en el volumen
(hipertrofia). Al ser el higado el organo donde, preferentemente, se desarrollan las
reacciones metabolicas, es I6gico pensar que ante estimulos de los t6xicos responda con
unas reacciones que, en ocasiones significa dafio grave para el 6rgano. Por ello el higado
es el 6rgano que normalmente sirve de indicador de alteraciones metabélicas inducidas
por téxicos.®

3.5.-HEPATOPATIAS TOXICAS.

Los efectos secundarios indeseables de los producto terapéuticos han pasado a ser un
problema importante por lo tanto se han hecho esfuerzos por clasificar a las drogas de la
siguiente manera: 1).- Las que provocan lesién en la mayor parte de los organismos
(hepatotoxinas directas). 2).- Las que provocan lesion solo en individuos ocasionales
hepatotoxinas indirectas y 3).- Los que tienen poca toxicidad directa, pero pueden
provocar lesion por hipersensibilidad o idiosincrasia (alergeno hepatico). Al no actuar
igual las drogas en todos los pacientes se dividen en grupos morfolégicos como sigue:
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1.- Las drogas que sdlo provocan colesteasis. Estas incluyen esteroides anabdlicos,
metiltestosterona, cloropromacina y algunos de los anticoncepcionales por via oral.*

2.- Las que provocan colesteasis y necrosis incluyen sulfamidicos, algunos antibiéticos
(tetraciclina), tiouracilo, cincofeno, tolbutamida, mercaptopurina, y en ocasiones

os fendlicos como cloropromacina.*

P

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

3.5.1.-FARMACOS CON CUADROQO DE HEPATITIS VIRAL.

L.a aparicion de la hepatitis viral esta en relacion con fené de hiper: ibilidad.
Aunque su incidencia es escasa cuenta con una mortandad de un 20%, las lesiones
morfolégicas son idénticas a las de una hepatitis virica. Este tipo de lesién se relaciona
con el uso de cincofeno, cloroformo, inhibidores de la mono-amino-oxidasa (IMAQ),
iproniazida, feniprazida, e isocarboxacid, hidracidas del acido isonicotinico (INH) y la
rifampicina y en nimero muy reducido el halothane.®

3.5.2.-HEPATITIS TOXICA COLESTIATICA.

Este tipo de ictericia se vincula con la ingestion de fenotiacinas, se relaciona también con
fendmenos de hipersensibilidad individual. Se manifiesta clinicamente 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 extrahepatica.®

Otros medicamentos que pueden ocasionar una colesteasis son: promazina,
procloperazina, pecazina, trifluperazina, PAS, etionamida, cicloserina, tolbutamida y el
estolato de eritromicina.*

3.5.3.-TUMORES HEPATICOS.

Se han descrito tumores benignos y malignos, adenoma, hamartoma y carcinoma
hepatocclular, relacionados con la administraciéon prolongada de anovulatorios y de
anabolizantes. Con frecuencia la manifestacion clinica es un hemoperitoneo agudo
espontianeo por rotura de tumor, en relacion con la presencia de dilataciones vasculares
en su interior (peliosis hepatica).®



3.6.-MARCADORES DE DANO HEPATICO

Cuando un téxico comienza a llegar en pequedas dosis, el higado va incrementando su
capacidad metabolizante por respuesta del reticulo endopliasmatico liso (REL) y
estimulacion de los sistemas enzimaticos apropiados. Cuando la capacidad destoxicante
del higado es superada, comienza a fallar los sistemas enzimaticos y se producen francos
cambios histopatolégicos.®

En fases iniciales de enfermedades hepatobiliares, son las exploraciones clinico-quimicas
especialmente las determinaciones de enzimas las que suelen dar los primeros indicios.
En un estudio humoral de una presunta afeccidon hepatica las determinaciones
enzimiticas minimas que se consideran utiles son: fosfatasa alcalina (FA), transaminasa
glutamico piruvica (TGP), gama-glutamil transpeptidasa (G-GT), bilirrubinas, proteinas,
colinesterasa (CHE), y transaminasa glutamico oxalacética (TGO).?

3.6.1.-FOSFATASA ALCALINA (F.A).

Es una glicoproteina intracelular de alto. peso molecular, de acuerdo a la funcién que
cataliza se considera dentro de las hidrolasas; se encuentra en higado, osteoblastos,
placenta, epitelio intestinal, y tibulo renal. Se encuentra elevada en niflos, en la pubertad,
en mujeres embarazadas y en lactantes siendo un proceso no patologico.

En higado se encuentra aumentada en obstruccion biliar extrahepatica, colestasis
intrahepatica, cirrosis biliar, metastasis hepatica, cirrosis y hepatitis, por tanto es de
mucho apoyo en cuadros de funcionamiento hepatico.*

3.6.2.-TRANSAMINASA GLUTAMICO PIRUVICA (TGP).

Esta enzima la encontramos intracelularmente en el citoplasma del hepatocito, se
localiza en el higado, el corazén, el musculo, el rifion, el testiculo y en intestino; por la
reaccién que cataliza se considera una transferasa dando una transferencia reversible de
un grupo amino de la alanina al alfa-cetoglutarato. En el higado se eleva
extremadamente en la hepatitis viral, la hepatitis farmacoinducida. Se eleva
moderadamente en trastornos con necrosis extensa y moderadamente en mononucleosis
infecciosa, hepatitis crénica, colesteasis intrahepatica, colecistitis, hepatitis viral aguda en
fase de recuperacion, y congestion hepatica grave por insuficiencia cardiaca.?
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3.6.3.-GAMA-GLUTAMIL TRASPEPTIDASA (G-GT)

Es una enzima que se encuentra en la menbrana celular. De acuerdo a la reaccion que
cataliza es una transferasa por la trasferencia del grupo gamma- glutamico del glutation a
un aminoacido o a un peptido receptor. Esta se encuentra en el higado, el bazo, el
pancreas, el rifén, y el intestino delgado. Se encuentra aumentada en la colestasis toxica
por alcohol o mecanica y en la obstruccién biliar benigna.*

3.6.4.-PROTEINAS,

Son compuestos de aminoacidos. Son sintetizadas dentro de las células hepaticas en el
reticulo endoplasmatico, y cedidas al aparato de Golgi, que las secreta hacia el espacio
de Disse, desde el cual llegaran a los sinusoides hepaticos.”

Se ha comprobado que las proteinas séricas y algunas inmunoglobulinas de origen
hepitico tienen un decremento de sus concentraciones cuando hay una reduccién
funcional hepatica. La hipoalbuminemia se ha observado en procesos de dafo hepatico
subagudo y cronico; estudios realizados en perros demuestran el incremento de globulina
sérica en el dafio hepatico.

3.6.5.-LIPOPEROXIDACION.

Este proceso produce radicales libres a partir de dienos conjugados en lipidos
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
produccion excesiva de estos actitan en los acidos grasos poliinsaturados de la membrana
celular formando radicales lipidicos (ROQ), que producen hidroperoxidos, (ROOH) y
radicales lipidicos, propagando la cascada peroxidativa y consumiendo lipidos de
membrana lo que origina cambios de permeabilidad de membrana, con la posterior
muerte celular.'¢

Se ha detectado el aumento de la lipoperoxidacion en las membranas microsomales de
higado de rata expuesta a toxicos. También se postula la lipoperoxidacion como
mecanismo de dafio hepatocelular causado por anfetaminas.®



11

3.6.6.-BILIRRUBINAS.

Son pigmentos biliares que se originan por la constante destruccion de eritrocitos en el
organismo. La hemoglobina es destruida por el sistema reticulo endotelial y la bilirrubina
restante se une a la albumina y es transportada al higado. Las células hepaticas conjugan
la bilirrubina con el acido glucurénico para formar diglucoronato de bilirrubina que es
secretado por el higado al duodeno. A la bilirrubina que se conjuga se le conoce como
bilirrubina directa, conjugada, hidrosoluble & hepatica; a la que no se conjuga se conoce
como bilirrubina indirecta, no conjugada, liposoluble 6 poshepatica.

Se considera como una prueba excretora. Se encuentran aumentadas en etiologias
hepaticas poshépaticas y prehépaticas, asi como en hemolisis extravascular e
intravascular, en obstruccion de conductos biliares, en edema y necrosis de células
hepiticas y en diferentes ictericias.?

3.6.7.-GLUCOGENO.

Es la forma de almacenamiento de la glucosa en el tirca II' o intermedia del lobulillo
hepauco La glucosa se obtiene por medio de la gl is del glucogeno cuando es
ia, aprovechandose como fuente de energm para realizar procesos metabdlicos.

Se asocia a problemas de necrosis celular hepitica asi como en cirrosis biliar secundaria.*

3.6.8.-COLAGENA.

Es una glucoproteina la cual se encuentra en el parénquima hepatico, la capsula de
Glisson, el tejido conjuntivo grueso, las fibras reticulares del higado, el armazén
conjuntivo del higado, los conductos biliares y las placas de hepatocitos.

El dafo hepatico se acompafa de alteraciones de la enzima adenilciclasa e incrementos
de AMP, hepatico disminuyendo el depdsito de colagena debido a un aumento en la
degradacién intracélular de ésta. Se encuentra aumentada en cirrosis.
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4.-MATERIALES Y METODOS.

4.1.-MATERIAL BIOLOGICO.

Para determinar la posible toxicidad de los compuestos ANTI AVI y del ANTI AVIII
estos se administran en dosis Gnica. La prueba se realizé en ratas, por las ventaja que
éstas ofrecen para trabajar, entre ellas la manipulacién, tamafio y mantenimiento, entre

otras.

Se trabajé con ratas machos de la cepa Wistar, de un peso promedio de 250g. Los
animaies fueron proporcionados por el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados
(CINVESTAYV) del Instituto Politécnico Nacional. Se trabajé en condiciones adecuadas
de limpieza, alimentacion, y temperatura.

4.2 -MATERIAL Y EQUIPO

Balanza granataria con canastilla marca Ohaus.
Jeringa de 1ml. con sonda para administracién oral.
Jeringa de 10 md para realizar las punciones cardiacas.
Camara de anestesia

Equipo de diseccion

Centrifuga con refrigeracion Beckman TJ-R.

Bafo Maria.

Espectrofotometro Spectronic 20.

Micropipetas de diferentes volamenes.

4.3.-SOLUCIONES Y REACTIVOS.
Agua destilada (vehiculo).
ANTI AVL
ANTI AVIIL
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4.4 -METODOLOGIA.

4.4.1.-PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA.

Se formaron 4 Jotes de 6 ratas cada lote los cuales fueron distribuidos al azar, se pesaron
y marcaron los animales. El primer lote se le ad istrara el comp o ANTI AVI a
dosis terapéutica de 3.1mg/kg via oral, este se sacrifico a las 24hrs despues de la
administracion junto con un lote control. Antes de ser sacrificado al animal se le
tomanron muestras de sangre por puncion cardiaca previamente anestesiado con éter
etilico, y una vez sacrificado se extrae el higado. Asi se trabajo con el segundo

compuesto ANTI AVIIL.

4.4.2.-PRUEBA DE TOXICIDAD SUBCRONICA

Se utilizaron 8 lotes de animales, a dos lotes se les administré el compuesto ANTI AVI
por via oral cada 24hrs. a dosis terapéutica de 3.1mg/kg de peso, posteriormente se
realiza la toma de muestra sanguinea el animal se sacrifico y se emrajo el higado despues
de siete dias de tratamiento para el primer lote y despues de sesenta dias para el segundo
Iote, se sacrifico su respectivo lote control. Los 4 lotes restantes se trabajan la misma

manera para el compuesto ANTI AVIIL

Una vez realizado el sacrificio de los animales y obtenidas las muestras de sangre e
higado de los animales se procede a determinar la toxicidad hepatica por medio de las

siguientes técnicas de evaluacion de dafio hepitico:
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4.5.- DETERMINACIONES BlOQufMlCAS.

4.5.1.-CURVA DE CALIBRACION PARA LA FOSFATASA ALCALINA:

Este método se basa en la hidrélisis del p-nitrofenilfosfato por la fosfatasa alcalina para
producir fosfato inorgéanico y p-nitrofenol el cual absorbe a 410nm.

CURVA STANDARD DE FOSFATASA ALCALINA

Tubo ml.de solucion(2) ml de sol.(3) Mmol de sustrato
. hidrolizado

1 0.5 5.0 0.025

2 1.0 4.5 0.050

3 2.0 3.5 0.10

4 3.0 2.5 0.15

5 4.0 1.5 0.20

6 5.0 0.5 0.25

Los tubos se Jeen a 410nm.

SOLUCIONES.

1.- p-nitrofenol sol. standard de 10Mmoles/ml.

2.~ 0.5 ml. de sol. (1) st. de p-nitrofenol llevado a 100ml. con NaOH 0.02N

3.- NaOH 0.02N.

El blanco se hace con 5.5ml de la solucion 3 y leyendo a 410nm.
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DETERMWACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA.

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

‘ 1.- 0.25 ml. buffer de glicina 0.1M. MgCI2 imM, PH 10.5

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

3.- Colocar en bafio Maria a 37°c - 5 minutos.

4.- Anadir 50 microlitros de la muestra, mezclar suavemente.

5.- Incubar 30 minutos 37°c.

6.- Parar la reaccion con 5ml de NaOH 0.02 N, agitando por inversion.
7.- Leer absorbancia a 410nm.

El blanco es idéntico pero colocando 50 microlitros de agua en jugar de ruestra.
Calibrar con agua y leer el blanco.'®

Cilculos

(A-BY m=R, Ry/1.5 x 1000 = M_mol.L.rnil.
Donde

A = absorbancia

B = blanco

m = pendiente
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4.5.2. CURVA DE CALIBRACION DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICO .

. PIRUVICA (TGP).

La acnvndad de la. TGP.se. detenmno por el metodo de Reltman-Frankel ‘en el que.se
midié el complejo formado por el piruvato y la 2, 4-d|mtrofemlh1drazma, que se produce
a partir de la alanina y el alfa-oxoglutarato complejo colondo que absorbe a 3 Snm.

SOLUCIONES:

Buffer de fosfatos 0.1M. PH 7.4. Mezclar 840 ml. de solucién 0.1M de fosfato disodico
con 160ml. de solucién 0.1M de fosfato monopotasico.

Solucién de sustrato. Disolver 1.78g de D/L alanina y 30mg. de acido alfaoxoglutarico
en solucion buffer; afadir 0.5ml. de NaOH 1IN y completar hasta 100ml. con solucion
butfer. Conservar a 4°C.

Reactivo cromégeno. Disolver 200mg de 2,4 dinitrofenithidrazina en acido clorhidrico
1IN caliente y completar hasta un litro con HC! IN.

Solucién estandar de piruvato. (1Mmol/mi) Disolver 11mg de piruvato sédico en 100 ml
de solucién buffer.

Tubo 1 2 3 4 5 6 7
Solucién 250 225 200 175 150 125 100
Sustrato (A1) -

Sol. estandar -—- 25 50 75 100 125 150
de piruvato

(D] .

Buffer de 50 50 50 50 50 50 50
fosfatos (AMN)

Reactivo 250 250 250 250 250 250 250
cromogeno 3

@)

NaOH 0.4N 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 25
Mmoles de -——- 0.025 0.05 0.075 0.1 0.125 0.150

piruvato

i
{
{
¢
{
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA TRANSAMINASA GLUTAMIC
PIRUVICA. .

Se rotulan los tubos blanco y problema para cada muestra
problema(ml)

blanco(ml)

1.- Solucién sustrato 0.25 0.25
2.- Suero problema -— 0.25
3.- Mezclar y agitar suavemente, incubar a 37°c durante 60minutos.
4.- Reactivo cromégeno 0.25 0.25
5.- Suero problema 0.050 —
G.- Incubar a 37°c durante 15 minutos.

2.5 2.5

7.- NaOH 0.4N.

Leer los tubos a 515nm y ajustar con agua.”

CALCULOS:

(P-BYm =R, R/3 = Mmol.L.mit.

DONDE - .
P = Problema . ‘
B = Blanco

m = Pendiente

3 = Factor
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4.5.3.-CURVA DE CALIBRACION DE GAMMA-GLUTAMIL
TRANSPEPTIDASA.

En este método se uso como sustrato la glutamil-p-nitroanilida que en presencia de la
enzima g-glutamll traspepudasa y de un receptor del grupo g-l-glutamil (gllcxl-ghcma)
prod g-1-glutamilglicil y p-nitroanilida que se cuantifica.

CURVA ESTANDAR DE P-NITROANILINA.

Solucién 1. Pesar 13.81mg de p-nitroanilina y llevarlos a 250ml. con acido acético 1.5M.

M. de sol.I M1ldeagua - nmol/ml

Tubo

1 50 1950 10

2 100 1900 20

3 150 1850 30

4 250 1750 50

5 375 1625 75

6 500 1500 . 100

7 750 1250 ‘150

8 1000 1000 200

Leer a 410 no requiere blanco.
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DETERMINACION . DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE- LA GAMA-

GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA.

En cada tubo poner:

400 microlitros de Tris-HCI 200mM, PH 8.2
100 microlitros de MgCI2 200mM.
100 microlitros de Glicil-glicina 40mM, PH 8.2

200 microlitros de Gamma-glutamil-p-nitroanilida 10mM.

Previa incubacion por 10 minutos a 37°¢, se inicia la reaccién con 200 microlitros de

suero.
Se incuba a 37 °c por 30 minutos y se detiene 1a reaccion con 2ml de acido acético 1.5M.
Se lee a 410nm se cuantifica la p-nitroanilina producid di la curva d

La reaccion es lineal en el tiempo hasta la utilizacion de aproximadamente el IO% del
sustrato (produccién de aproximadamente 200nmoles de p-nitroanilina en la mezcla de

reaccidon).

Calibrar con agua y hacer un blanco sustituyendo los 200 microlitros de suero por
18
agua.

CALCULOS.
(A-B)/m=R,; Rix3=R; ° R3/6 = Mmol.L.mit.

Donde:
A = absorbancia
B = blanco.

m = pendiente



4.5.4.-DETERMINACION DE GLUCOGENO.

Este procedimiento se basa en la digestion caliente de una muestra de higado que
contiene glucégeno, el cual es hidrolizado con KOH 30% dando como resultado
glucosa, que se cuantifica con colorimetricamente con antrona.

1.- Pesar 0.5g. de higado en tubos de ensayo grandes, adicionarles 1.5ml. de KOH 30%,
taparlos con canicas, hervir en bafio de agua durante 30 minutos.

2.- Después de enfriar pasar cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25ml. aforar
con agua agitando muy bien.

3.- Del matraz anterior tomar de 1 a 4 ml con pipeta volumétrica y volver a diluir a 25ml
con agua. -

4.- De esta dilucion poner 1ml en tubos grandes, preparar ademas un tubo blanco que
contenga iml de agua y otros 2 con 20 microlitros de una solucion de glucosa estindar
(20 microgramos/ml) y completar a 1ml con agua.

5.- Preparar solucion de antrona 0.2% en H2SO04 concentrado afiadir 2ml a cada tubo
agitando suavemente (con ayuda de una bureta ) y enfriando en hielo.

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

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

20X Am
---- = microgramos de glucogeno en la alicuota

1.11 X As

Donde:
Am = Absorbancia de la muestra
As = Absorbancia del estandar.

Expresar los resultados como g. de glucégeno por 100g de higado**.




4.5.5.-METODO DE LIPOPEROXIDACION COLORIMETRICO.

Se fundamcma en la reaccnén quc efectuan 2 moleculas de acido hobarbltunco (TBA)
con una molécula de mal hido (MDA) formando un pigmento rojo, el cual tiene
un maximo de absorcidn en solucién acida a $32nm. El coeficiente de extincidn molar del
complejo colorido es de 1.56x 10> M cm™!

Reactivos:

- Tris Hel 1SOmM PH =74

- Acido tricloroacético (TCA) al 15%.

- Acido tioba_arbinilrico (TBA) 0.375% p/v en TCA al 15%
Procedimiento:

- Pesar 0.5g. de higado.

- Homogenizar en 5ml de agua.

- Tomar 300 microlitros del homogenado al 10% y agregar 700 microlitros Tris-HCI
150mM para completar 1ml .

- Incubar a 37°% por 30 minutos.
- Agregar 2ml de TBA al 0.375% en TCA al 15%.
- Calentar a ebullicion por 30 minutos.

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

Cilculos:
A= Absorbancia de la muestra.
C = e e 1 = longitud de l1a celda
E 1 E = Coeficiente de extincion del malondialdehido (MDA)
A-Bx256410=R, Ri/proteinas = nmol de MDA/mg de proteinas.
Donde
A = absorbancia B = blanco.

Hacer una dilucién 1:10 del homogenado y tomar 20 microlitros para determinar
proteinas. Expresar como nmoles de MDA/mg proteina'®,

H
1
'
i



“4.5.6. DETERMI'NACION DE PROTEINAS (METODO DE BRADFOR)

La de!crmmac:on de proteinas se llevo a cabo utilizando el método de Bradford, que se
basa en la unién de azul brillante de Coomassie G-250 a las proteinas. El azul brillante
muestra 2 formas de coloracion, azul y rojo. La forma roja se convierte en azul cuando
se une a protei El complejo pr a una absorcion a §95nm, Es un complejo
completo, rapido y estable (aproximadamente 1 hora).

Reactivos:

- Acido fosférico al 85% 100ml.

- Alcohol etilico 96% 50ml.

- Azul de Coomasie G-250 100mg. }

- Aforar con agua a un litro.
TECNICA:
- Se toman 100 microlitros del homogenado y se lleva a 1ml en agua destilada.

- Tomar alicotas para proteinas y llevarlas a 100 microlitros con agua (20 microlitros de
la dilucién anterior + 80 microlitros de agua tridestilada).

- El blanco se prepara poniendo 100 microlitros de agua.
- Afadir 2.4ml del reactivo.
- Leer absorbancia a 595nm.

- Preparar una curva de calibracién utilizando albamina sérica bovina (1mg/ml).
Poniendo 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 microlitros.

CALCULOS.

(A-BYm = R, mcg se convierte a mg Ryen mg x 10 x 300 =R, R2/20
Donde:

A = absorbancia

B = blanco
m = pendiente*’
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4.5.7.-DETERMINACION DE HIDROXIPROLINA (COLAGENA).

Este método se basa en la determinacién de hidroxiprolina considerando que la molécula
de coliagena esta 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 0.1g. de higado de rata previamente secado con papel filtro y se coloca en una
ampolleta.

2.- Se agrega 2ml de HC! 6N y se sellan con el mechero 6 soplete, para posteriormente
colocarlas a 100°c en el horno durante 24hrs.

3.- Una vez hidrolizada la muestra, se rompe la ampolleta y se coloca nuevamente al
horno a temperatura de 60 - 80 °C aproximadamente 24hrs. o hasta que seque.

4.- La muestra ya seca se resuspende con 2ml de solucidn amortiguadora, se agita
vigorosamente en el voltrex y se vacia en un tubo de ensayo, lavar la ampolleta con la
adicién de 1ml de ]a misma solucion. Centrifugar a 3000 r.p.m. durante 15 minutos.

5.- En un tubo conteniendo una pequefa porcién de anorita se deposita el sobrenadante,
se agita durante un minuto, centrifugar a 3000 r.p.m. por 15 minutos, si se observa que
el sobrenadante no queda claro repetir este paso.

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

7.- Transcurridos los 20 minutos, adicionar 0.5 ml de tiosulfato de sodio 2M, Im! de
NaOH IN y aproximadamente 2g. de NaCl. Agitar i di. para d la
reaccion.

8.- Agregar 6ml de tolueno y agitar 1 minuto. La fase acuosa es utilizable para la
determinacién de hidroxiprolina.
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HIDROXIPROLINA:
9.- Se extrae la capa de tolueno y se desecha. La porcidon acuosa se cubre y se coloca a
un bafio hirviendo durante 20 minutos.

10.- Los tubos se enfrian 15 minutos preferentemente en refrigerador. Ya frios se les
adicionan 6ml de tolueno y se agitan durante un minuto.

11.- De la fase de tolueno se toman alicotas por duplicado de 1ml y se les agrega 4ml del
reactivo de Ehrlich.

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

CALCULOS.

A-B=R,

Ry/mx 3 x 10 x 131.1/ 1x10” x 1000 x 7.32 = mg de coligena / g. de higado. ]
Donde: ‘
A = absorbancia

B = blanco
m = pendiente

Se multiplica por 3 por que se toma una alicota de 1ml de la muestra disuelta en 3 ml de
buffer de citrato de sodio.
Se multiplica por 10 ya que la muestra inicial es de un 0.1g.

El 131. 13 y 1x10° son por el calculo de nmoles en la muestra, respecto a los nmoles en
un mol de HP

El 1000 es el calculo de mg de hidroxiprolina por gramo de higado

7.32 es el porcentaje para pasar de mg de HP a mg colagena. ™
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4.5.8.- DETERMINACION DE BILIRRUBINAS:

Las bilirrubinas forman con el icido sulfanilico diazotado un colorante azoico. que en
solucién neutra es rojo y en solucién alcalina es azul. El glucorénido de bilirrubina
hidrosoluble reacciona directamente, mientras que la bilirubina indirecta libre reacciona
solo en presencia de un acelerador.

Pipetiar en tubos de ensayo.

Bilirrubina total  Bilirrubina directa Blanco
Acido sulfanilico 0.2ml. 0.2 ml. 0.2ml
Nitrito de sodio 1 gota. 1 gota. —
Acelerador 1ml. —————— " 1ml (BT)
Solucién Salina Fisiolégica ------- 0.2ml 2m! (BD)
Suero 0.2ml. . 0.2ml. 0.2 ml.

Bilirrubina total:

Mezclar y dejar reposar de 10 a 60 minutos, ha temperatura entre 15°c y 25°c.
Solucién II de Flehling Iml.

Mezclar y leer a 578nm

Bilirrubina directa:

Mezclar y dejar reposar a temperatura entre 15°c y 25% . A los 5§ minutos exactos tras la
adicion del suero leer a 546nm.

Si es necesario preparar un solo blanco para cada bilirrubina y leer contra el blanco.
Calculos:
Bilirubina total (Absorbancia - 0.015) x 180. = Mmol/L..

Bilirrubina directa (Absorbancia - 0.015) x 240. = Mmol/L*"-42,
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5.-RESULTADOS.

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE HEPATOTOXICIDAD AGUDA Y
SUBCRONICA.

A continuacién se muestran graficamente los resultados obtenidos de los marcadores
hepiticos realizados por medio de pruebas bioquimicas, las cuales nos determinan si
existe o no dafio hepético asi como el grado de este.

Las graficas que a continuacién se muestran contienen la media y la desviacion estandar
de los resuitados obtenidos para el tratamiento de 24hrs (barra 1), el de 7 dias (barra 2) y
el de 60 dias (barra 3) asi como el control (barra 0) para que pueda compararse con los
otros 3 resultados. .

Los resultados se trataron por medio de anailisis estadistico, realizandose anailisis de
varianza seguida por la prueba de las comparaciones multiples de Tuckey

La grafica -1 muestra los resultados de la determinacion de fosfatasa alcalina en el suero
de rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con el compuesto ANTI
AVI en tiempos de 24 hrs., 7 dias y 60 dias; los resultados indican que no existe
diferencia significativa, ya que la fosfatasa alcalina en los grupos tratados es similar al

grupo control.
La grafica -2 contiene los resuitados de la determinacion de fosfatasa 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; los resultados muestran que no existe
diferencia significativa ya que la fosfatasa alcalina en los grupos tratados es similar al

grupo control.

ion de transami glutamico

La grafica -3 indica los resultados de la deter
pinivica en suero de rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con el
compuesto ANTI AVI en tiempos de 24hrs., 7 dias y 60 dias; los resultados nos dicen
que no existe diferencia significativa ya que la transaminasa glutamico piravica en los

grupos tratados es similar al grupo control.
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En la grifica -4 se observan los resultados de la determinaciéon de la transaminasa
glutamico piruvica en suero de rata; comparando el grupo control con los grupos
tratados con el compuesto ANTI AVIHI en tiempos de 24hrs, 7 dias y 60 dias;
mostrando que no existe diferencia significativa ya que la transaminasa glutamico

piravica en los grupos tratados es similar al grupo control.

En la grafica -5 se obtienen los resultados de la determinacion de la gama-glutamil
transpeptidasa en suero de rata; comparando el grupo control con los grupos tratados
con el compuesto ANTI AV en tiempos de 24hrs., 7 dias y 60 dias; indicando que no
existe diferencia significativa ya' que la gama-glutamil transpeptidasa en los grupos

tratados es similar al grupo control.

En la grafica -6 se aprecian los resultados de la determinacion de la gama-glutamil
transpeptidasa 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; los resultados
Illevan a decir que no existe diferencia significativa ya que la gama-glutamil

transpeptidasa en los grupos tratados es similar al grupo control.

La grafica -7 muestra los resultados de la determinacion de proteinas en homogenado de
higado de rata, comparando el grupo control con los grupos tratados con el compuesto
ANTI AVI en tiempos de 24hrs., 7 dias y 60 dias; en este grafico observamos que no
existe diferencia significativa en los tiempos de 24hrs, 7 dias y 60 dias.

La grafica -8 nos lleva a los resultados de la determinacion de proteinas en homogenado

de higado de rata, comparando el grupo control con los grupos tratados con el
compuesto ANTI AVIII en tiempos de 24hrs., 7 dias y 60 dias; los resultados son
indicativos de que no existe diferencia significativa ya que las proteinas en los grupos

tratados son similares al grupo control.
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En esta grifica -9 se muestran los resultados de la determinacién de lipoperoxidacién en
de higado de rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con el
compuesto ANTI AVI en tiempos de 24hrs., 7 dias y 60 dias; llevando a que no existe
diferencia significativa para los tiempos de 24hrs. y 7 dias sin embargo a los 60 dias
muestra diferencia significativa con respecto al control ya que los valores de
lipoperoxidacion se encontron incrementados.

La grafica -10 corresponde a los resultados de la determinacién de lipoperoxidacién en
higado de rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con el compuesto
ANTI AVIII en tiempos de 24hrs., 7 dias y 60 dias; por tanto es indicativa de que no
existe diferencia significativa ya que los valores de lipoperoxidacion en los grupos
tratados son similares al grupo control.

En la grafica -11 podemos apreciar los resultados de la determinacion de bilirrubina
directa en suero de rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con el
compuesto ANTI AVI en tiempos de 24hrs,, 7 dias y 60 dias; 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 encontro aumenta; sin embargo
en los grupos tratados a 7 dias y a 60 dias son similares los valores obtenidos con los del

grupo control.

En la grafica -12 se tienen los resultados de la determinacion de bilirrubina directa en
suero de rata; comparando el grupo control con los grupos tratados con el compuesto
ANTI AVII en tiempos de 24hrs., 7 dias y 60 dias; para este grupo existe diferencia
significativa con respecto al control en los tiempos de administracion de 24hrs. y 60 dias
ya que la bilirrubina directa se encontro alterada; en el grupo tratado a 7 dias no hay
diferencia significativa.

En la grafica 13 se ofrecen los resultados de la determinacion de bilirrubina total en
suero de rata, comparando el grupo control con los grupos tratados con el compuesto
ANTI AVI en tiempos de 24hrs., 7 dias y 60 dias; observando que existe diferencia
significativa, devido a que los valores de bilirrubina total en los grupos tratados se
encuentran aumentados con respecto al grupo control.
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En la grifica -14 se tienen los resultados de la determinacion de bilirrubina total 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; se obtuvo que existe diferencia significativa
con respecto al control para los grupos con tiempo de administracion de 24hrs. y 60 dias
ya que la bilirrubina total se encontro aumentada; en el grupo tratado ha 7 dias no se
obtuvo diferencia significativa.

La grifica -15 contiene los resultados de la determinacién de glucégeno en higado de
rata; comparando el grupo control con los grupes tratados con el compuesto ANTI AVI
en tiempos de 24hrs., 7 dias y 60 dias; en los resultados apreciamos que no existe
diferencia significativa ya que los valores de glucégeno en los grupos tratados son
similares a los del grupo control.

La grafica 16 corresponde a los resultados de la determinacion de glucogeno en higado
de rata, comparando el grupo control con los grupos tratados con el compuesto ANTI
AVII en tiempos de 24hrs, 7 dias y 60 dias; en este grafico no existe diferencia
significativa para los grupos con tiempo de administracion de 24hrs. y de 7 dias ya que
los valores de glucdgeno son similares al grupo control; sin embargo en el grupo con
tratamiento de 60 dias hay diferencia significativa con respecto al control ya que su valor
se encuentra disminuido.

La grafica -17 indica los resultados de la determinacion de calagena en higado de rata;
comparando el grupo control con los grupos tratados con el compuesto ANTI AVI en
tiempos de 24hrs., 7 dias y 60 dias; este grafico indica que no existe diferencia
significativa para el tratamiento de 24hrs. y 7 dias ya que la colagena es similares al
grupo control; sin embargo en el grupo con tratamiento de 60 dias hay diferencia
significativa ya que la colagena se encuentra aumentada.

En la gréafica -18 podemos observar los resultados de la determinacion de colagena en
higado de rata, comparando el grupo control con los grupos tratados con el compuesto
ANTI AVIII en tiempos de 24hrs., 7 dias y 60 dias; los resultados indican de que existe
diferencia significativa para el grupo con tiempo de administracion de 24hrs y que los
valores de colagena en los grupos con tratamiento de 7 dias y 60 dias son similares al
grupo control.
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Griéfica *1.- Determi ion de Fosfatasa alcalina en suero de ratas tratadas con ANTI
AVI a diferentes tiempos.
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Se obtuvieron valores consiantes de la enzima en el grupo control y en los grupos
tratados, no se observo diferencia significativa.



31

Grafica -2.- Determinacién de Fosfatasa alcalina en suero de rata tratada con ANTI
AVTIII 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 observo diferencia significativa.



Grafica +3.- Determi ion de Tr:
con ANTI AVI a diferentes tiempos.
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Se obtuvieron valores constantes de la enzima en el grupo control y en los grupos
tratados, no se observd diferencia significativa.
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glutamico pinivica en suero de rata tratada
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Grafica -4.-Gréfica de Transaminasa glutam:co pirivica en suero de rata tratada con
ANTI AVIII a diferentes tiempos.

Se obtuvieron valores constantes de la enzima en el grupo control como en los grupos
tratados, no se observo diferencia significativa
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Grafica *5.- Determinacion de Gama-glutamil transpepndasa en suero de rata tratada con
ANTI AVI 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 observo diferencia significativa.
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Grafica -6.- Determi i6n de G glutamil transpeptidasa en suero de rata tratada con
ANTI AVIII 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 observé diferencia significativa.
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Griéfica -7.-Determinaciéon de Proteinas en homogenado de higado de ratas tratadas con
ANTI AVI a diferentes tiempos. .

1
24 trs. 7 dias.

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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Grifica -8.- Determinacién de Proteii en he do de higado de ratas tratadas con
ANTI AVIII a diferentes tiempos.

1 2 3
24trs. 7 das. 60 dias.
Tierrpo.

Se obtuvieron valores constantes de proteinas para el grupo control como para los
grupos tratados, no se observé diferencia significativa.
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Grafica *9.- Determinacion de Lipo.peroxidacién en higado de rata tratada con ANTI
AVI1 a diferentes tiempos.

104
08~

(=7 1

0.4 -

ol e MDA de proleies,

Se observo valores constantes de lipoperoxidacion en el grupo control asi como en los
grupos con tratamiento de 24hrs y 7 dias, se observo diferencia significativa en el grupo

con tratamiento de 60 dias.

i




39

Grafica -10.-Determinacién de Lipoperoxidacién en higado de rata tratada con ANTI
AVII a diferentes tiempos. N
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Se observo valores constantes de lipoperoxidacién para el grupo control como para los
grupos tratados, no se observo diferencia significativa
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Gréfica -11.-Determinacion de Bilirrubina directa en suero de rata tratada con ANTI
AV1 a diferentes tiempos.
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" Se observo valores constantes de bilirrubina directa para el grupo control asi como para
los grupos con tratamiento de 7 dias y 60 dias, se observo diferencia significativa para el
grupo con tratamiento de 24 hrs.
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Griéfica -12.- Determinacién de Bilirrubina directa en suero de rata tratada con ANTI
AVIII a diferentes tiempos.
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Se observo valores constantes de bilirrubina directa para el grupo control y para el grupo
con tratamiento de 7 dias, se observd diferencia significativa para los grupos con
tratamientos de 24hrs. y 60 dias respectivamente.
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Grifica13 Determinacion de Bilirrubina total en suero de rata tratada con ANTI AVI a
diferentes tiempos.

Se observd 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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Grifica *14.- Determinacion de Bilirrubina total en suero de rata tratada con ANTI
AVIII a diferentes tiempos.
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Sc observo valores constantes de bilirrubina total para el grupo control y el grupo con
tratamiento de 7 dias, se observd diferencia significativa para los grupos con tratamiento

de 24hrs. y 60 dias respectivamente.



44 :

Grifica -15.- Determinacion de Glucogeno en higado de rata tratada con ANTI AVI a
diferentes tiempos.
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Se observo valores de glucogeno constantes para el grupo control asi como para los
grupos tratados, no se observd diferencia significativa.
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Grafica -16.- Determinaciéon de Glucégeno en higado de rata tratada con ANTI AVII a
diferentes tiempos.
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Se observo valores de glucogeno constantes para el grupo contro! como para los grupos
con tratamiento de 24hrs. y 7 dias, se observé diferencia significativa para el grupo con
tratamiento de 60 dias.
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Gréfica -17.- Determinaciéon de Cola en higado de rata tratada con ANTI AVI a ;

diferentes tiempos.

Se observo valores de colagena constantes para el grupo control y para los grupos con

tratamientos de 24hrs. y 7 dias, se observo diferencia significativa para el grupo con
tratamiento de 60 dias.
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Grifica -18.- Determinaciéon de Colagena en higado de rata tratada con ANTI AVIII a
diferentes tiempos.

Se observo valores constantes de coligena para el grupo control como para los grupos
con tratamiento de 7 dias y de 60 dias, se observo diferencia significativa para el grupo

de 24 hrs. .
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6.-ANALISIS DE RESULTADOS.

El dafo hepatico inducido por téxicos es reconocido desde hace mas 100 afios. La lesion
observada no solo depende del agente quimico que la involucra, si no del periodo de
exposicion. Después de una exposicién aguda es usual la acumulacién de lipidos en los
hepatocitos, la necrosis celular o 1a disfuncidn hepatobiliar; los cambios noeplisicos y
cirrdticos son considerados como resultado de exposiciones cronicas.'?

En los frecuentes casos con ife

T aciones clini ial e en fases
iniciales de las enfermedades hepatoblhares son las exploracnones clinico- -quimicas

especnalmente las determinaciones de enzimas las que suelen damos los primeros
indicios."

Por ello se ha dedicado el presente trabajo a la investigacion toxicoldgica de los
compucslos ANTI AVl y ANT! AVIII usando marcadores de dafio hepatico, los cuales
-se fi an en deterr iones clinico-quimicas.

Con respecto a los resultados obtenidos en los graficos 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 AVI1 y el ANTI AVIII, existe un decremneto de la
enzi

nzima en ambos compuestos y este es mas marcado en el grafico del compuesto ANTI
AVIII Esto se fundamenta en lo siguiente:

-La fosfatasa alcalina es una enzima de amplia distribucion en los tejidos.?® Se localiza
importantemente en intestino delgado, en rifén y en el higado.>® En el higado la F.A. se
localiza en el borde ciliar del caniculo biliar y en la superficie sinusoidal de los
hepatocitos.”

E! aumento de los niveles de la actividad basal de la F.A. puede ser explicado por el
dafio a la membrana por ejemplo el dafio lipoperoxidativo que produce el agente
hepatotoxico afectando importantemente la estabilidad de las membranas celulares,
pudién({c;se facilitar la liberacién al torrente sanguineo de las enzimas de la membrana
celular.

Cualquier tipo de dafio o destruccién hepatica que permita que la bilis entre a circulacién
causard una levacién de la actividad de la F.A., durante el dafo_tisular

se da la
disminucion de F. A, e incremneta durante el periodo de regeneracién.®
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Como podemos observar en nuestros graficos, se obtuvieron valores constantes de TGP,
G-GT y de proteinas en los grupos tratados con el compuesto ANTI AVI asi como con
el compuesto ANTI AVIII, comparandolos con sus respectivos gupos control. Lo que
indica que no hay un dafio hepatico severo por no haber diferencia significativa de TGP;
por otro lado los valores normales de G-GT descartan una posible colestasis hepatica asi
como una obstrucién de conducto biliar

Corroborando lo anterior dicho t >s los valores de proteinas sin diferencia
significativa con respecto al control, lo que indica que no existe dafio a nivel de reticulo
cendoplasmisco liso, por lo tanto, no existe dafio 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 especifico de dafio hepatico tipo
necroético, ya que sélo en estas condiciones esta enzima es liberada por los hepatocitos a
circulacién. Asi la TGP nos informa de la existencia de dafio hepatico severo.™

-La G-GT es una enzima localizada en la region canicular de la membrana del hepatocito.
Es producida a lo largo del tracto biliar integro, desde el canaliculo biliar hasta el
conducto biliar comun. La actividad incrementada de la G-GT es indicativo de
colesteasis hepatica, y tiende a ser marcadamente eclevada cuando existe obstruccion del
conducto biliar, colesteasis intrahepatica y en desordenes infiltrativos del higado.*®

-Cuando un agente toxico dafa a la célula hepatica como consecuencia se incrementa la
demanda de aminoicidos y por consiguiente la sintesis de proteinas.*®

También se encontrd el aumento de proteinas microsomales en la administracidon costante
de agentes hepatotoxicos, acompafado de la disminucién de enzimas microsomales
atribuyendose a el daflo que se presenta en el reticulo endoplasmico liso, lugar de sintesis
de proteinas.*”

~El dafio membranal va a ser extensivo a los organelos, por lo tanto, ésto va a coducir a
1a pérdida de la hemostasis celular y por consiguiente a la muerte celular.®*
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Realizando un analisis de los resuldos obtenidos podemos observar que para el
‘compuesto ANTI AVT hay valores consiantes de lipoperoxidacién en el grupo control asi
como en los grupos con tratamiento de 24hrs y de 7 dias, sin embargo en el grupo con
tratamiento de 60 dias se observa una diferencia significativa lo que indica dafio a las
membranas delos hepatocitos, debido a que se ha establecido que las alteraciones
estructurales y funcionales en las membranas de los hepatocitos se dan a través de
procesos de lipoperoxidacion. Por lo tanto, es evidente que el grado de lipoperoxidacién
se encuentre elevado en los animales administrados con un agente téxico.

La lipoperoxidacion es un evento primario de una accidén toxica;, la descomposicion
lipoperoxidativa de la membrana microsomal es uno de los enlaces entre los eventos
iniciales y el desarrollo subsecuente de los fenomenos patolégicos causados por agentes
toxicos.>*

Por otro lado en el grafico de el grupo tratado con el compuesto ANTI AVIII no se
observo diferencia significativa. .

Los resultados de la determinacién de bilirrubina directa muestran que al administrar el
compuesto  ANTI AVI se tiene diferencia significativa solo para el grupo con
administracion de 24 hrs. lo que nos lleva a un posible dafio de tipo hepatico, por otro
lado, en la determinacion de la bilimubina total para este mismo compuesto tenemos
diferencia significativa de los grupos con tratamiento de 24 hrs., 7 dias y 60 dias, lo que
indica un posible daflo a la funcion excretora del hepatocito.

La determinacion de bilirrubina directa para el compuesto ANTI AVIIl muestra
diferencia significativa para el grupo con tratamiento de 24 hrs asi como para el grupo de
60 dias. Para la determinacion de bilirrubina total se observa diferencia significativa para
los grupos con tratamiento de 7 dias y 60 dias lo que Ileva ha iguales causas sin dejar de

considerar lo siguiente:

Los niveles de bilirmubinas en especial de la bilirrubina total se encuentran elevados
cuando el dafo se debe a una funcion excretora del hepatocito lo cual manifiesta la

presencia de colesteasis avanzada.

Un gran nimero de agentes conducen a una colesteasis hepatica por interferir con el flujo
de la bilis en uno o mas componentes de la funcion excretora del hepatocito.*®
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En el grafico de glucdgeno para el compuesto ANTI AVI no se observo diferencia
significativa; sin embargo en el grafico de glucogeno para el compuesto ANT1 AVII] se
observa diferencia significativa solo para el grupo con tratamiento de 60 dias. No
obstante ambos grafico tienden a un decremento siendo evidente que al haber dafo se
utilizan las fuentes disponibles para llevar al hepatocito a su homeostasis intracelular;
ocasionando con esto que los niveles de glucégeno se mantengan bajos.

La disminucién de glucdgeno hepatico por algun agente toxico se asocia a cambios
reciprocos en la actividad de enzimas tanto para su sintesis como para su degradacion, y
a las bajas concentraciones de UDP-glucosa. Se sabe que en las células danadas por
agentes quimicos existe una pérdida de sus actividades energeticas.

Con respecto a el grafico de colagena para el compuesto ANTI AVI se observa
diferencia significativa para el grupo con tratamiento de 60 dias mientras que para el
grafico de colagena para el compuesto ANTI AVIII se tiene diferencia significativa para
el grupo contratamiento de 24 hrs. lo cual se debe a lo siguiente:

-La colagena se encuentra aumentada cuando hay una disminuciéon en los depdsitos de
colagena debido a un aumento en la degradacidn intracelular de ésta. Se asocia su
aumento a problemas cirréticos y a degradacion célular.®®
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7.-CONCLUSIONES.

De acuerdo al analisis de resultados podemos concluir que el compuesto ANTI AVI
muestra alteraciones de marcadores de dafio hepatico, al administrarse en forma aguda a
24hrs. por tener diferencia significativa con resp > al control en los valores de
bilirrubina directa y bilirrubina total y que este dailo aumenta en periodos de
administracién subcronica a 7 dias por tener diferencia significativa de bilirrubina total; y
a 60 dias por tener diferencia significativa de lipoperoxidacién, bilirrubina total y
colagena.

Por otro lado el compuesto ANT! AVIII muestra alteraciones de los marcadores de dafio
hepatico, en la administracion aguda a 24hrs. se observa diferencia significativa con
respecto al control, de bilirrubina dlrec(a. de bilirrubina total y de colagena. Para una
administraciéon subcronica a 7 dias se observa una diferencia significativa de bilirrubina
directa y para una administracion subcronica a 60 dias se observa diferencia significativa
de bilirrubina total y glucdgeno teniendo igual ventaja con respecto al compuesto ANTI
AVI.

Aun con los resultados obtenidos no debe descartarse la posibilidad de estudios crénicos
para reafirmar los estudios realizados asi como los estudios en otros drganos y sistemas,
ademas del estudio correspondiente en hembras.

Por lo tanto podemos concluir que el compuesto ANTI AVI asi como el ANTI AVIII
tienen la misma oportunidad para ser introducido ha un estudioc mas completo para
desarrollarse como un nuevo farmaco, siendo otra opcidn de tratamiento para las
arritmias cardiacas.
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