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Resumen

La genotoxicologla se encarga de es!udlar el daﬁo producido al material genético (ADN) .

causado por diversas sustancias a Ias que estamos expueslas conslantemente EI daﬁo puede :

sintesis de Haintszch y ha mostrado actividad farmacolégic

vasodilatadora y ademas un cardiopr . Actual ‘te se encuenlra en proceso de

ser patentada.

E) presente trabajo reporta los posibles efectos genotdxicos encoﬁfrados en un estudio agudo
in vivo. Se experimentd con 6 lotes, cada uno con S ratoﬁes. a los que se les implantd
subcutaneamente una tableta de 5-Bromodesoxiuridina cubierta parcialmente con parafina. Las
dosis administradas intraperitonealmente fueron: 10, 30, 60 y 90 mg/Kg de FESCDIFINA, 30
mg/Kg de nifedipina y una mezcla de dimetilsulféxido:agua (1:1) como control. A las 24 h se

procedi¢ a cosechar y teidir diferencialmente las células de la médula ésea.

Los resultados obtenidos muestran que los lotes tratados con FESCDIPINA presentan en
relacion a la dosis, una tendencia al incremento de ICH que comparte con la nifedipina. La
cinética de proliferacion celular se vié modificada por la nifedipina y por.la FESCDIPINA en la

dosis de 60 mg/Kg.




I. Introduccién

Antes de que un nuevo compuesto pueda ser 'empleado én la terapéutica tiene que estudiarse

desde el punto de vista farmaccléglco para poder saber sl el compuesto tiene propiedades

curativas o alivia un slntoma Y. s gundo q produzca daﬁo a la persona que lo recibe. En
primer lugar se hace 1a demostraclén de la efecﬁvldad del férmaco y después la seguridad que

éste pueda ofrecer de que noé produce efectos noclvcs. {Bondani,1991)

Cuando se sintetiza una nu‘evav molééﬁla'o se aisla un nuevo principio activo de un producto
natural, se requiere prbbar los efectos de esta sustancia en un ser vivo; esto se lleva a cabo en
animales antes de hacerio en humanos para prevenir en lo posible la aparicién de reacciones
adversas en éstos Ultimos. Todos los estudios que se efectian en animales o en preparaciones
in vitro antes de que el farmaco se aplique a un ser humano y veciben el nombre de
farmacologia preclinica o experimental, a diferencia de los que se efectian en seres humanos,
que se llaman de farmacologia clinica. Todos estos estudios forman parte de lo que se llama
desarrolio de un nuevo medicamento. (Bondani,1991)

La presente investigacion consistid en realizar el estudio genotdxico /n vivo de la FESCDIPINA,
mediante la evaluacion de la frecuencia de cromatides hermanas. La FESCDIPINA es una
molécula recientemente sintetizada en la Seccién de Quimica Organica de la FES Cuautitlan,
la cual ha presentado las siguientes actividades farmacoldgicas: hipotensora, antiarritmica,
vasodilatadora v un efecto cardioprotector.

La prueba de ICH evalua el potencial genotéxico de ciertas sustancias que pueden producir

dafo al material genético (ADN).




7.7 Antecedentes de la FESCDIPINA

En la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan se desarrolld una linea de investigacién
onentada a la sintesis y valoracién blolégica de nuevos compuestos. Se obtuvieron 16
compuestos 1,4-dihidropiridinicos mediante la sintesis de Hantszch, los cuales fueron
caracterizados por métodos espectroscopicos tradicionales como: resonancia magnética
nuclear proténica y carbono 13, infrarrojo, ultravioleta y espectrometria de masas. La
modificacidn de dichos compuestos fue realizada en la posicion 4 de la estructura base (Fig.1).
El estudio conformacional se realizé usando la Supercomputadora CRAY YMP 4/4 32, de Ié
UNAM y se usaron los programas especializados en disefio molecular como UNICHEM.

ALCHEMY y CHEM-X. (Martinez,1996).

Figura 1. Estructura general dé Ios u. ; , 1,4-DHP sil izados en la FESC

De los compuestos 1 4-d|hidroplrldimccs sir A . se sel iond a la FESCDIPINA, la cual

presentd acl:vndad farmacolégica y esel compuesto con el que se realizd el presente trabajo.

A continuacidén se mencionan los estudios que se le han realizado.

Se determind el efecto dé la FESCDIPINA sobre el dafo por isquemia en el modelo
experimental de isquemia y reperfusidn miocardica, se observé que los lotes tratados con
FESCDIPINA casi no desarrollaron arritmias cardiacas y m.antuvieron un ritmo sinusial después
de la reperfusién con una reduccidon de la frecuencia cardiaca, por o que sugieren gue la
FESCDIPINA protege de las arritmias por reperfusién por un efecto sobre la frecuencia

cardiaca.( Martinez,1996; Rebollo,1996)
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También Escobar y col! (1996) determinaron el efecto protector de la FESCDIPINA en et
modelo de infarto miocardico inducido mediante la oclusion: coronaria en rata conciente.
Utilizaron ratas Wistar macho con peso de 250 a 300 g. éara inducir el infarto, las ratas fueron
anestesiadas con éter, se les realizé una toracotomia entre el 4° y §° espacio intercostal, se les
extrajo el corazén y se localizd la arteria coronaria izquierda; la cual fue ocluida con hilo seda
5/0 con ayuda de una aguja atraumatica, el corazén se regresd a la cavidad toracica y ésta fue.
cerrada. Se permitio la recuperacion de los animales y se les dejé por un periodo de 2 h. Tanto
el vehiculo (propilenglicol/acetona) como la FESCDIPINA fueron administrados por via IM 30
minutos antes de la oclusidn coronaria. Para determinar el efecto protector de este compuesto
ante el infarto miocardico, las ratas del grupo control y tratadas fueron sacrificadas, se les
extrajo el corazdén, posteriormente se utilizaron técnicas convencionales de microscopia
electrdnica para determinar los cambios morfoldgicos. El andlisis de los resuitados se realizd
en base al efecto que presentaron sobre l1a mitocondria, considerando como parametros el
numero de mitocondrias normales, hinchadas o lisadas. La FESCDIPINA ayuda a la salida de

calcio de la mitocondria, por lo tanto se infiere que este compuesto presente efecto

cardioprotector.

1.1.1 Estudios de Toxicidad.

A esta nueva molécula se le ha practicado una evaluacidén hepatotéxica. Para lo cual utilizaron
una dosis oral tinica de 310 mg/Kg para el estudio agudo; y en el estudio subcrénico (30 dias)
una dosis oral diaria de 3.1 mg/kg. Se tomaron como indicadores de dafo hepatico el
incremento de la actividad sérica de: transaminasa glutamico piravica, y-glutamil transpeptidasa
y fosfatasa alcalina, el aumento de la bilirrubina total, asi como el aumento del grado de

lipoperoxidacién hepatica medido por el malondialdehido y la disminucién del contenido de




glucégeno hepatico. Los resultados mostraron que la FESCDIPINA no produjo dafio hepatico

agudo ni subcrénico a las dosis estudiadas. (Almanza, 1995; Martinez, 1956)

Por otra parte también se le ha realizado la evaluacién del efecto inmunotéxico de la
FESCDIPINA. Las pruebas que se practicaron fueron las siguientes: 1) hematolégicas: cuenta

blanca, roja y diferencial. 2) inmunolégicas: cuantificacidn de anticuerpos totales y especificos,

activaclén de la f; itosis, cuantifi idn de células hemoliticas formadoras de placas e

histolégicas. Los resultados hasta ahora obtenidos indican que no hay cambios o alteraciones
en los parametros evaluados por lo que se sugiere que la FESCDIPINA no produce efectos

toxicos al sistema inmune.(Martinez, A., 1995; Martinez,1996)

Contreras y col. {(1996) realizaron el analisis histolégico de la toxicidad de la FESCDIPINA en
un estudio crénico. Utilizaron ratas macho Wistar de 200 a 250 g de peso, las cuales fueron
sometidas a un tratamiento crénico, el cual consisti® en la administracién por via oral de
FESCDIPINA en una dosis de 3.1 mg/Kg de peso, diariamente durante 6 meses.
Posteriormente, estos animales fueron sacrificados y se les tomé muestras de rifndn, corazdn,
intestino delgado, intestino grueso. Estas muestras se procesaron para el andlisis éptico
medianie la técnica de tincidn de Hematoxilina-Eosina. Los resultados mostraron que los
organos analizados presentan una estructura similar a los tejidos observados de los animales

de los grupos control y tratados.
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1.2 Generalidades de las 1,4-DHP
La piridina es un compuesto heterociclico de 6 miembros, siendo el heteroatomo el nitrégeno,

por su semejanza estructural quimica con el benceno. posee - bropledades V,irﬁpohantes.

(Paquette, 1992)

Uando" Hantzsch' las

descubrié como intermediarios estables en su éintesis‘de 0 sus'temcllevljnan‘era

general en dos pasos:(Paquette,1992; Adelstein,1986).
a) La condensacion de un aidehido con un B-cetééster.y"alguna ‘fuente’de amoniaco dando
como resuitado una 1,4-dihidropiridina. SR o e ST .

b) La oxidacion posterior de la 1,4-dihidropiridina para obtener la "carrespondiente piridina -~

sustituida. (Fig. 2)
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Figura 2 Sintesis de Héntszch

La molécula prototipo de la familia de las 1,4-DHP es la nifedipina (Cuadro 1) y los resultados
clinicos obtenidos con su uso han iniciado investigaciones alrededor del mundo acerca de las
1,4-DHP como antagonistas del calcio, esto es evidente por el nimero de productos que estan

en desarrollo, entre ellos la FESCDIPINA,
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Cuadro 1. Grupo de la nifedipina y sustancias relacionadas

o de.aen e ae



La diferenciaciéon farmacoldgica de nuevos productos en desarrollo teniendo como sustancia
patrén a la nifedipina, procede en tres direcciones: mejorar la eficacia, la selectividad vascular y

aumentar la duracion de la accion. (Opie,1984)

La nitrendipina, la cual ha sido desarrolada como un antihipertensivo presenta una actividad
antihipertensiva mas sostenida y como la nifedipina incrementa la excresion de sodio de los
depdsitos de sal en ratas normotensivas y espontaneamente normotensivas (Meyer, 1984;
Opie, 1984).

Una ventaja importante de la darodipina sobre la nifedipina es que tiene efecto antihipertensivo
sin acelerar el ritmo cardiaco. Sin embargo experimentos en perros concientes no han sido
reportados. La felodipina es mas o menos comparable en su espectro de accion y eficacia con
la nifedipina. La selectividad vascular ha sido reportada para la nisoldipina, PN200-110 y
flordipina. Nivaldipina es un potente antagonista del calcio que ha prcbado efectividad en dosis

bajas en un modelo de oclusidn coronaria crénica en perro.{Aldestein, 1986)

Nicardipina y nimodipina incrementan e! flujo sanguineo cerebral en dosis que virtualmente no
tienen efecto en el flujo periférico y la presidn sanguinea. Nimodipina también ha mostrado

poseer la vasoselectividad correspondiente in vitro. (Aldestein, 1986)

1.2.1 Relacién Estructura-Actividad

1 i

Las propit d farm de una st cia estan intimamente relacionadas con sus

propiedades fisicoquimicas, y éstas a su vez son consecuencia de la estructura quimica. Para
buscar las sustancias mas idoneas dentro de una familia de individuos quimicos con

pr far 16gi determinadas se r i Y en la molécula ciertos cambios por

introducién de grupos equivalentes de manera que las propiedades fisicoquimicas no varien




i
i
;
H
i
:

esencialmente. Con ello se intenta que la accién biolégica no varie cualitativamente y si

cuantitativamente en el sentido que nos interese. (Valdecasas,1977)

Erlenmeyer definié a los isdsteros como atomos, iones o moléculas en los cuales los niveles
periféricos de electrones se pueden considerar idénticos. Debe haber pues una analogia de
campo eléctrico y una configuracién estérica similar. En muchos casos el peso molecular de los

isdsteros es muy parecido.(Valdecasas,1977)

La 1,4-DHP obtenida por la sintesis de Hantzsch (Fig. 3) ofrece varias posibilidades para
modicar su estructura. (Paquette, 1992)
Ra
RS ™_R3
R67™ . N/\ R2
R1

Figura3. Estructura general de las 1,4-DHP

un bﬁen efecto vasodilatador se puede obtener bajo las siguientes condiciones: la posicién 1
(R1) del:;e rio estar sustituida o bien, portar un sustituyente que sea rapidamente removido por
procesos meiabéllcos. Los sustituyentes optimos en las posiciones 2 y 6 (R2, R6) son grupos
alquilo pequeiios, especialmente metilo. Se puede reemplazar un grupo alquilo por un amino o
un gfubo ciano es tolerado sin la atenuacién de la actividad, mientras que el desplazamiento
por uﬁ H o un arilo causa un claro descenso en la actividad. Los alcoxicarbonilos son los
sustituyentes Optimos en las posiciones 3 y 5§ (R3 y R5). Uno de estos grupos ésteres
carboxilicos los cuales caracterizan a todas las DHP en desarrollo, pueden ser reemplazados
per sustituyentes aceptores como son acil, alquilsulfenil o ciano, con solo una ligera pérdida de
la actividad. En lo que se refiere al componente hidroxilo de los ésteres, este puede ser el

mismo o diferente, puede ser alifatico o aromatico y puede variar ampliamente en el largo de la

10
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éster tienen una influencia particular sobre la’seleclividéd vascular y la duracién de la accion,
mientras que la intensidad del efecto esta determinado principalmente por el sustituyente en la

posicién 4 (R4) en donde la sustitucién por un aromatico o heteroaromatico es esencial para

una buena actividad. (Meyer.1954) :

En el caso de un sustituyente 4-fehil dado iés siéuien(es reglas pueden ser aplicadas para
monosustitucién en ntcleos benzoidés: cc;'mi:\.u'e'stos ortosustituidos son mas activos que los
correspondientes metasustituidos. La méta-sﬁstitucién por un grupo nitro o ciano es la Gnica
manera de asegurar un efecto cérﬁparable al producido por la orto-sustituciéon. Los compuestos

parasustituidos son mas o menos inactivos. (Meyer,1984)

1.2.2 Estereoselectividad, sitios de unidn de las DHP

Las 1,4-dihidropiridina-3,5-ésteres dicarboxilicos con diferentes grupos ésteres represéntan un
subestructura particularmente interesante, en la mayoria de los casos ellas son mas activas
que los correspondientes compuestos sustituidos simeétricamente. Por esta razén mUchos de
los productos que se encuentran en desarrollo son caracterizados por grupos 1 éster no ’
idénticos. Como resultado de la sustitucién no simétrica, estos compuestos también son
quirales. (Aldestein, 1986)

La estereoselectividad del efecto es indicativa de interacciones con el receptor. En realidad, un -
sitio de unidén el cual es el mejor ligando especifico ha sido identificado en varios tejidos con la
ayuda de 3H-nitrendipina (Brehm, 1878. Noble, 1984) 3H-nimadipina (Noble, 1981). Este sitio
de unién es estereoselectivo, por lo que ha sido claramente distinguible entre los enantidmeros
de las DHP quirales y confirma los descubrimientos obtenidos en modelos de prueba in vitro.
Los antagonistas del calcio como son diltiazem o verapemil, que son estructuralmente

diferentes a las DHP, ambos no se unen o se unen débilmente por varios &rdenes de




diferentes a las DHP, ambos no se unen o se unen débilmente por varios érdenes de
magnitud.(Pelzer,1992)

La estereoselectivid_ad de un sitio de unién es uno de los criterios necesarios para poder hablar
de un rece‘pto{pafartodasf Los potentes calcio agonistas descublertos entre las 1,4-DHP forma
‘parte de este éonce;:;to. Solé pequefios cambios en la estructura basica clasica de los calqio
antagonistas b.pueder llevar a un perfil reverso de la accién. Entre 'otrds. 3—nitro;1,4-
dihldropiridina;3-éster carboxilicos y 5-o0x0-1,4,5,7-tetra hidrofui'ol3.4.blpiridina-3;éster

carboxilico han sido identificadas como estructuras basicas interesantes con éctividad calcio
agonista. (Triggle,1991) ’

1.3 Canales de calcio

Los canales de calcio son proteinas de membrana intrinsecas que participan en la regulacién
del flujo transmembranal de lones y otras funciones celulares en el corazén y otras células
excitables. Los canales se abren en respuesta a cambios en el potencial de membrana y
permiten que los iones de calcio entren a la célula bajo un gradiente de concentracidn. Este
movimiento interior de cargas positivas despolariza la membrana celular del corazén y
contribuye a la actividad del marcapasos, la conduccién del impulso y l1a fase de meseta del
potencial de accién. En suma, el influjo de calcio causa una salida transitoria en la
concentracion de calcio intracelular, 1a cual en verdad puede. evocar una -variedad de

respuestas celulares. La transduccién voltaje-respuesta por los canales de calcio en células del

corazon incluye la iniciacién y la graduacion de la actividad contractil y 1a regulacién de
mensajeros intracelulares. (Pelzer, 1992)

12



Cabe mencionar que los sitios intracelulares donde 1a sobrecarga de calcio induce alteraciones

funcionales y estructurales estan en la mltocondna. el sarcolema membranal 'el'rettculo

sarcoplasmico y las miofibrillas. (Rebollo 1996)

y fomentar acumulacién de calcio. ‘

De este modo la homeostasis de calcio no controlado causa irreversible dafio celular, seguido

de un bolismo abrumador de nucledtidos, proteinas y:ffos‘follpndas con ‘clerto ’idahb

mitacondrial. (Rebollo, 1996)

La. coexistencia de canales de calcio tipo L y tipo T en el: corazén ha sido demostrada
claramente en miocitos del nodo senoarterial de conejo, ventrlculo de perro, artena de perro,

etc. (Hagiwara,1988)

Aunque las propiedades de los canales de calcio tipo T se asemejan a las de los éanales de
calcio tipo L. en algunos aspectos, ellos difieren en muchos otros. Lo parecido incluye lo
siguiente: a) la cinética abrir-cerrar estad caracterizada por breves abenurasy que ocurren en
explosiones, con transiciones ocasionales dentro de las formas de entrada con aberturas mas
gfandes. B) la selectividad por el calcio parece que involucra los sitios de unién de alta afinidad
con la trayectoria de permeacion de iones, y €) son permeables a cationes monovalentes en la
ausencia de cationes divalentes. Los canales tipo T difieren de los tipo L en que tienen a)
umbral bajo (mas negativo); b) inactivacion relativamente rapida dependiente det voltaje con
componentes calcio-no dependientes; c) conductancia maxima a calcio y bario que son
similares uno u otro pero distintos a los canales de conductzncia de bario de tipo L; d) Una

insensibilidad a los antagonistas de calcio y a los agonistas de las DHP, fenilalquilamina, y a

13
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las clases de benzotiazinona; e) Una alta sensibilidad para bloquear por bajas concentraciones
de iones de nique! y amilorida; f) una alta resistencia a la estimulacién B-adrenérgica y al
desgaste durante la perfusion intracelular o investigacién de parche aistado. (Pelzer,1992)

Los canales de calcio tipo L presentan cinéti y propiedad. de permeacién que facilitan la

conversion de despolarizacion de membrana hacia un calcio intracelular notable, el cual puede
provocar respuestas celulares como son excitacién-contraccion acoplada. Aunque el papel
parecido de los canales de calcio tipo L en la funcidn cardiaca no se ha establecido todavia, su
distribucién y activacion en potenciales de membrana negativos sugieren un posible papel en la

actividad del marcapasos. (Tanabe,1991)

Un nuevo tercer tipo de canales de calcio fue identificado en membranas de sarcolema
cardiaco bovino fusionado a la bicapa lipidica y se denomind tipo B porque esto puede
contribuir a corrientes de fondo estables en potenciales de membrana negativos.

(Glossman, 1990)

Desarrolios en los campos de farmacologia molecular, bioquimica y biologia han proporcionado
herramientas poderosas para la caracterizacidon de !a estructura de los canéles de calcio tipo L.
Un requisito experimental ha sido el aislamiento y purificacion parcial de el ca’nal monitoreando
la actividad de la unidon de calcio antagonistas tritiados con los receptores del canal. La
actividad de la unién fue determinada por marcaje reversible despﬁéé dé la ’solﬁbilizacién con
detergentes o bien siguiendo el complejo ligando-receptor - formado };des:pqés de 1a’
solubilizacidn; la purificacion fue intentada por cromatografia de aﬁnidad c;‘:ﬁ 'le‘clina y por

centrifugacién (Glossman,1880)




1.4 La far inéti yvel boli: de la nifedip

Hasta el momento no cohtarﬁos con los estudios farmacocinéticos de la FESCDIPINA, pero al
ser un an‘élogo de la nifedipina hemos considerado la farmacocinética de esta ultima, ya que la

molécula como tal o bien algun metabolito, pueden causar efectos téxicos.

La nifedipina como sustancia activa se absorbe en forma rapida y casi completa. La
biodisponibilidad sistémica de la administracién oral de nifedipina es de 45-68%, debido a un
efecto de primer paso. Las concentraciones plasmaticas y séricas maximas se alcanzan
después de 30-60 minutos de la administracion y corresponden a 65-100 /L. La nifedipina se
une a proteinas plasmaticas (albamina) en un 95%. La sustancia activa se metaboliza casi
completamente en el higado y los metabolitos no muestran actividad farmacodinamica. La
nifedipina se excreta como metabolitos por via renal principalmente; sélo 5-15% es eliminado

por la bilis en las heces. La vida media de eliminacion es de 1.7-3.4 horas. (Opie,1989)

Se muestra como ejemplo de biotransformacion la de nifedipina (Fig. 4), que es representativa
de las DHP antagonistas del calcio. Existe un incremento de compuestos cada vez mas
hidrofilicos, iniciando con las estructuras basicas comparativamente lipofilicas. En el caso de
productos con .diferentes grupos éster, se espera logicamente un numero sustancial de
metabolitos, puesto que los grupos ésteres son hidrolizados en una etapa anterior. Ei

r b Mo de la nife

ina representa un ejemplo tipico. (Meyer,1984)
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Fig.4. A ismo de la nifedipii
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La oxidacion de un derivado  de piridina virtualmente sin actividad vasodilatadora es
considerada como e} primer paso, seguido por una saponificacion alternativa de uno de los dos
grupos ésteres que da un acido monocarboxilico de piridina. La fuerte hidrofilicidad metabdlica
da productos terminales éomo el acido carboxilico de hidroximetilpiridina resultando de la
hidroxilacién oxidativa del metilo adyacente al grupo carboxilico, estos productos terminales
han sido caracterizados después de la acidificacidn como las correspondientes gamalactonas.

{(Meyer,1984)

1.4.1 Efectos metabdlicos.

Como grupo, los antagonistas del calcio presentan pocos ef 14 bdli letéreos. No
presentan afinidad por los B-bloqueadores y diuréticos, no afectan la seckecidn de insulina, ni
fos niveles sanguineos de glucosa o de lipo:}rotelna's. Tampdco afectan el equilibtio del potasio

o magnesio.{Cummings, 1991)

La nifedipina via oral puede produclr un Incremenlo trans

renina, aumenta la excresién unnaria de sodlo y agua. (Cummmgs 1991)

rlo en los mveles plasméucos de
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1.5 Genotoxicologia

La necesidad de conocer las caracteristicas fisicas y quimicas de las sustancias quimicas a las
que el ser humano se expone constantemente como es a los medicamentos, nos orienta a
considerar lo siguiente: 1. La demostracion de due los agentes quimicos pueden interactuar
con el ADN en diferentes formas y en consecuencia ocasionar mutaciones génicas o
cromosomicas. 2. La de que generalmente, una © mas de las mutaciones se presentan durante
el desarrollo del cancer y 3. El conocimiento de que los compuestos quimicos pueden
ocasionar transtornos en la fertiidad y malformaciones congénitas en la descendencia
(Butterwoth,1980).

La genotoxicologia es una st d de la

que idenﬁﬁca y analiza la accién
de los agentes con toxicidad dirigida hacia los elementos hereditarios de los sistermas vivos.
Algunas sustancias producen toxicidad generalizada, inespeciﬁéa Yy la muerte, en tanto que
otras so6lo dafan el material hereditario: y este es el objeto de la genética toxicoldégica o
genotoxicologia, también llamada por algunos toxicologia molecular; que tiene por objetivo
entender y detectar las propiedades del compuesto que son altamente especificos de los
Acidos nucleicos y producen efectos deletérecs en los elementos genéticos a concentraciones
subtdxicas. La exposicidn de los compuestos para estudios de la genética toxicolégica va de
aguda a cronica, este tipo de pruebas cae dentro de las tres subdivisiones de las pruebas

toxicoldgicas. (Brusick,1980)

i

Los agentes que especificamente producen alteraciones ger

a niveles subtéxi de
exposicion  son llamados genotoxicos. Las sustancias genotdxicas usualmente tienen
propiedades quimicas y/o fisicas que facilitan su interaccién con los acidos nucleicos, es decir,

con el material genético. (Kilbey,1978).
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El material genético es la ent_idad que contiene la lntonfmacién a partir de‘ la cual, todos y . cada

uno de los seres vivos del planeta desarrolian sus caramerisﬂ'cas\;da acuerdo ‘a su_especie

(Ayala,1984)

N se unen por enlaces

desoxlrribosa con el fosfato

El ADN posee dos cadenas de pol antlparalelas que tienen sentidos

opuestos, es decir, una va de 5 a 3' mlentras que Ia complementaﬂa va de 3 a &, esto se

debe a la posicién del enlace fosfodléster en la segunda cadena aunque ella sigue aumentando

en la posiciéon 5 a 3' (Thomsaon,1991).

Estas dos cadenas se encuentran apareada; por ¢ompleniéntaridad de bases de manera que
una base purica se enlaza con una pirimidica.’ Las c'._uatré béses presentes generalmente en el
material genético son la adenina y guanlna‘(pai—i;:as');y la: citosina y timina (pirimidicas). La
adenina se complementa siempre con timina por la formaciéon de 2 puentes de hidréogeno,
mientras que la guanina se asocia con citosina por la formacién de 3 enlaces del mismo tipo.
Ambas cadenas se enrollan alrededor de un eje hipotético dando una estructura helicoidal, algo
simitar a una escalera de caracol en donde los peldarios estan formados por las uniones entre

las 4 bases nitrogenadas, los fosfatos y la ribosa quedan hacia afuera.(Schmid, 1987)

Una funcion de la genética toxicoldgica es la il:nplanlacién de las pruebas y métodos de
estimacion de riesgos para definir el impacto de los agentes genotoxicos que son encontrados

en el medio ambiente y cuya presencla puede alterar la integridad del material genético
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humano. Otra funcién es el.descubrimiento de las relaciones entre la genotoxicidad y la

iniciacién de r (,, 2 1982).

S| bien las pruebas de elecclén para evaluar compuestos presumlblemente genotéxicos son
muchas 'y muy vanadas. existen dos : etapas pnmordlales en cualquier ensayo de esta

naturaleza debe tomarse en cuenta: ™

1. La deteccién del poder genotdxico del'{:omp’ue'sﬂio Yy :
2. La eS(Imacién del riesgo genoiéxico. T

La primera etapa puede ser evidente como dafo prlmério al ADN, mutacién de punto, o efectos
cromosdmicos. La seleccién de pruebas para esta elépa con estos puntos no puede ser

cubierta Unicamente por sistemas microbianos, debido a la ir idad de ¢ fe

cromosémicos de éstos. Por fo tanto deben realizarse a través de varios niveles filogenéticos.

Los ensayos se realizan en especies inferiores y en pruebas in vitro con células de mamiferos.

La estimacién del riesgo genotédxico es un analisis cuantitativo de la expresion de la actividad
genotdxica inherente a un compuesto, bajo condiciones de pruebas definidas en un modelo
apropiado, seguido de la extrapolacién de resultados a condiciones de exposicion humana.

(Kilber, 1978)

1.5.1 Interaccion del ADN con diferentes tipos de mutagenos

Todos los organismos sufren un cierto nimero de mutaciones, como resultado de las
operaciones normales celulares o de interacciones al azar con el ambiente. Tales mutaciones
se denominan espontdneas. La frecuencia de mutaciones puede aumentar por tratamientos
con ciertos compuestos, A estos compuestos se les denomina mutagenos y los cambios que

inducen se denominan mutaciones inducidas. (Lewis,)
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Muchos agentes fisicos y quimicos naturales o de uso frecuente dadan la estructura del ADN

causando una gran variedad de lesiones, las cuales son en su mayoria letales y en menor

frecuencia mutagénicas. L.a luz ultravioleta, los agentes alquilantes y los agentes oxidantes son ‘

aigunos ejemplos tipicos de agentes que causan estos efectos.

La tesion primaria de! ADN, cuando es premutagénica, se convierte en mutaciéon bor medio de

mecanismos celulares. Estas lesiones conforme al tipo de comportamiento que siguen pueden

transformarse en mutaciones y se pueden agrupar en:

= Lesiones quen ifi 1 las propiedad

de apareamiento de las bases del ADN.

Estas se distinguen porque modifican las propiedades de aparamiento de la base afectada
Una lesién con este comportamiento es la metilacion de 1a guanina en el oxigeno de la posicidon
6 (O*MeG), ésta se produce por los agentes alquilantes. La O°MeG se aparea también con

timina y cuando esto sucede se producen mutaciones del tipo G:C — A:T.

* Lesiones que destruyen las propiedades de apareamiento de las bases del ADN.

Otros agentes fisicos o quimicos transforman las bases del ADN a derivados que pierden sus
propiedades de apareamiento, en muchos casos estas bases meodificadas se eliminan por
enzimas especificas denominadas glicosilasas produciendo sitios abadicos. Cuando la
polimerasa replica al ADN molde sin la sefial que indica la base a incorporar se incorpora

preferencialmente a adenina, causando transiciones o transversiones de bases, dependiendo

del tipo de base eliminada. Entre los agentes que producen este tipo de lesiones se incluye la
fuz ultravioleta y a al penzo(a)pireno.

Mutaciones provo}cadas por incorporacion de analogos de bases

El s-bromouracnlo (5 BU) y la 2-aminopurina (2-AP) son sustancias sintéticas que se pueden

incorporar durante. ia stntesns del ADN y que tienen propiedades de apareamiento dual. Es
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decir, que el 5-BU que es un andlogo de la adenina se puede aparear tanto con adenina como -

con guanina, y la 2-AP que es un analogo de la adenina se puede'apakear tanto con timina

como con citosina. Se ha sugerido que la sustitucion del grupo meti16 de la

de bromo incrementa . la. formacién del tautdmero - endlico el “clial “seria el intermediario

responsable de la produccidn de ias mdiadones.

« Mutaciones provocadas por agentes intercalantes.
Algunas sustancias i:omo' la acridina y la proflavina son agentes mutagénicos muy potentes,
estos compuestos se iﬁtérbalan entre las bases del ADN y causan la eliminacién o insercién de
una base durante su replicacion. Se ha sugerido que la eliminacién o ia insercién dependen de

si el agente intercalante se introduce en la cadena molde o en la cadena en crecimiento.

1.5.2 Intercambios de Cromatides Hermanas
Entre las pruebaé genotdxicas de escrutinio, se recomienda la deteccidon del incremento de la
frecuencia de intercambios de cromatides hermanas (ICH), que sumada al estudio de
aberraciones cromosémicas ofrecen un panorama fidedigno de la capacidad genotéxica de
diversas sustancias ya que ambas pruebas detectan dano al material hereditario producido por
mecanismos diferentes.(Latt,1979)

Se puede establecer de manera sencilla que los intercambios de cromatides hermanas (Fig. 5)
son como su nombre lo indica, intercambios de segmentos homdlogos o casi homdlogos,

simétricos y equivalentes entre las cromaitides de un mismo cromosoma (Morales, 1987).

Fue McClintock en el afio de 1938 quien al percatarse de que los cromosomas en anillo

podian, eventualmente, originar anillos dicéntricos, sugirié el fenémeno de los ICH. En 1958 J.

Herbert Tayllor y col. demostraron y publicaron la existencia de jos ICH detectados

citolégicamente en las células dg la ralz de Crepis capalaris (Tice, 1984). Mediante el andlisis

mina por el atomo
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autorradiografico de dichas células, cultivadas en presencia de timidina tritiada durante el

primero de dos ciclos de divisién sucesivos, ellos observaron intercambios de segmentos entre

una cromatide marcada y otra no marcada (Taylor, 1958).

m ﬂ ﬂ -
S intercambio Sencilo Doble Tripie

Figura 5. Representacién esquemadtica de los ICH en los cromosomas de ratén

Afios mas tarde los intentos para detectar la sintesis de ADN, y junto con ella a los ICH, se
basaron en la incorporacién en el ADN de un atomo pesado y polarizable como el bromeo en
forma de un analogo de base, la bromodesoxiuridina (BrdU), que pudiera ser detectado por la
perturbacion a estados excitados de dicho sustituyente y que, por tanto, mostrara las
propiedades luminiscentes de él o los colorantes apropiados, unidos al ADN (Fig. 6). Los
primeros experimentos de este tipo se realizaron a mediados de 1972 por investigadores
como Latt y Sugivama (Goto, 1975), centrandose en el uso de la quinacrina y sus derivados,
principalimente debido a la capacidad de estos compuestos de producir patrones de bandeo de
cromosomas en metafase. Sin embargo, debido a que no habfa un -marcado efecto entre la
sustitucion de la BrdU y la fluorescencia de la quinacrina éélo seV;':_ddo continuar con este

procedimiento hasta que Grapp y Hilwigo encontraron nugvbs tipos de colorantes como los bis-

bencimidazoles. Mas tarde se comprendié que dichos blébenci 5Ié§ al unirse at ADN

podian ser reducidos por ia sustitucién de BrdU y que dicho electo podrla servir para la
deteccion citoldgica de la incorporacion y por tanto de la sintesis: de ADN Poco después se

observé que la emision de fluorescencia del Hoechst 33258 ail unirse a pohu (dAde-BrdU) era
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inestable a la iluminacidn repetida y que las células sustituidas con BrdU y expuestas al

colorante eran claramente sensibles a la luz.

Figura 6. Inédrpéraclén de Ié 5-Brdl al ADN

Debido a que el metodo oﬁginal de Lat:t g:equerla entonces un microscopio de fluorescencia y
que ademas esta ﬂuorescencia' sé ‘eittinéﬁe:,répidamente durante la observacion (Latt,
1973,1974), Perry y Wolf en 1974 propusieron un nuevo método utilizando ademas de la BrdU,
el colorante de Giemsa y la exbo;lclén.de las préparaciones a un buffer caliente (2xssc a 60
°C), la observacién de dicha:técnica puebde ser _explicada en términos de una fotolisis y una
elucién por el buffer caliente (Golo; ‘1975‘), aunque e#ta no ha sido la unica explicacion dadab al

respecto a través de los ‘afos (Burkhalder, 1979). Asi esta técnica de tincion con Giemsa
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facilitd el analisis de los ICH y por tanto su utilizacién en un laboratorio sin necesidad de un

microscoplo de fluorescencia.

Actualmente se i:oriﬂnda arhpliando el interés en la naturaleza, el significado y la utilidad de

este fénbni‘é'ho d!éée

togensticamente (Tice, 1984).

1.5.3 Importaricia del esiddié de los intercambios de cromatides hermanas.

El estuduo de Ios ICH pnmeramente ‘concierne al mecanismo por medio del cual las técnicas

con BrdU detectan los ICH En segundo término se centra en la utilizacion de los ICH como

una prueba a- corto plazo para estudiar tanto a los agentes mutagénicos como a los -

carcmogénicos Yy en tercer lugar se refiere al mecanlsmo de formacién de los ICH y su relacuén

a c:ertas enfermedades heredltarlas en el hurnano como et ‘sindrome de Bloom. _que se

caracterlza asu vez. por una pred[sposiclén a d:ferentes tlpos de neoplasias (Perry, 1974' Diaz

CGL 1996)

Aunqué t;davia no se establece el signiﬁcacio ‘blqlé_gici‘a da tos ICH,’ desde un punto de vista
molecular, éstos consisten en el intercambio de dbpl_e 'c;aéna :e‘nh;e; las 'moléculas de ADN de
las crométides hermanas; esto ha dado plé péra que bropong;n ﬁodelos que explican como
ocurre el fenédmeno, basados fundamentaimente en I'os‘ modelos de recombinacion bacteriana.
Un aspecto interesante en relaciéon con los ICH es dvuer se han observado en las células de
todos los organismos estudiados, lo que sugiere que los ICH son un fenémeno o la expresion
de un fendomeno, fundamental para 1a célula. Otro aspecto de interés es de que la mayor parte

de los mutagenos conocidos son capaces de inducir 1ICH en mayor © menor grado.

(Morales,1988)

En una revisién que realizaron Tice y.Hollander en ‘1984, se encuentran varios modelos de la

formacién de los ICH, algunos rae ellos son
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* £l modelo del Desvlo dela Repllcacnén (replicaﬂon bypass model) (D.A. Shafer, gen. clin)
* El modelo de la Ruta de la prabablhdad (path-probabullty model) de MK Conner.

* El modelo tricorte” cruzamlento unién de ADN(DNA cross-llnk 3-cuts rnodel) propuesto por
k Fuhwara del Japén.

Cada modelo esté basadc en evidencia experlmental especlfca aunque a veces limitada y

ningun modelo © mecantsmo de 1a fcrmacnén de lCHyen general ha sto hasta el momento
confirmado (Tice y ‘col, 1984). En un prlncupm se pensé que los ICH podrian ser el resuitado de
un: praceso de reparacion de lesiones en el ADN (Bender y cols. 1974; y Latt 1974); sin
embargo la observacion de que algunos 'agéntes pueden inducir un incremento en la frecuencia

de ICH, que se prolonga mucho timpo después de su administracion (lshii y Bender 1978),

sugiere que las lesiones no son reparadas.

Mas tarde, Robert B Painter en el afio de 1980 propuso 1o que llamé el modelo de Replicacion
de ICH basado en la idea que los rompimientos de doble cadena son generados en la
conjuncién entre un replicdbn completamente duplicado y otro parciaimente duplicado. Este

modelo constituye 1a hipdtesis mas aceptada de 1a induccion de ICH actualmente.

Se denorﬁlnan replicones a las unidades discretas de replicacién del ADN separadas unas de
otras por ARN y. proteinas. Painter sugirid que el ADN en estas conjunciones o sitios de
separacién son susceptibles de rompimientos de doble cadena durante la replicacion, lo cual

es factible por la presencia de la enzima Topoisomerasa Il descubierta en células de

Drosophila; dicha enzima es capaz de inducir rompimientos de doble cadena del ADN. De esta
manera, el daflo que involucra la detencién en la progresién de los origenes de replicacion
provoca una sincronia en la replicacién de dichas unidades lo que incrementa la posibilidad de

dobles rupturas después de que una unidad haya terminado su replicacién. (Painter 1980)
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Por otro Iado. es posnble que el fenémeno de los ICH sea la consecuencia de un proceso que

permite a la célula dnvndlrse. aun en presencia de lesiones en su ADN; de ser asi pudiera haber

una correlacién

perslstenlés- mentarlan la probabilidad de esta dltima en el ADN. Lo anterior tiene

lmportancia en re aclén ‘con la formacién de células cancerosas, debido a que existen pruebas

que asocian Ia persnstencla de lesiones en el ADN con las células malignas (Margison,1975).

A pesar de que los experimentos en autorradiografia de Kato indicaban que los mutagenos

inducen ICH (Kato 1974), no fue sino hasta la introduccion de la técnica dependiente de 5-BrdU

de Latt (Latt, 1973) cuando los ICH fueron considerados como un indi de poter

mutagénica y carcinogénica. De hecho, los ICH son un método de mayor sensibilidad para la
deteccién de muchos mutagenos quimicos en comparacion con las aberraciones
cromosoémicas, de acuerdo con Latt (1974), 1a sensibilidad de ICH es aproximadamente 100

veces mayor que la prueba estandar de aberraciones cromosémicas.

1.5.4 Sistemas de estudio para ICH

El interés en los ICH como una alternativa genotéxica fue iniciada por el estudio extensivo a
cargo de Perry y Evans en 1575. Actualmente hay evidencia de que para muchos agentes
quimicos, el estudio de los ICH porporciona el indice mas sensible para detectar el dafio
genético porque se ha encontrado que existe una correlacién entre la frecuencia de ICH y la
dosis del mutageno (Perry y Evans, 1975; y Takehisa, 1982). Por esto el comité de Genética
Toxicologica de los EEUU lo ha incluido como sistema de prueba (Latt y cols, 1981).

Se han realizado varios estudios con el objeto de establecer si los ICH suceden normalmente

en condiciones naturales y, si asi es, con qué frecuencia. El principal problema para resolver

esta cuestion es que para el andlisis de los ICH se requiere de la incorporacién previa de 5-

ntre el fenémeno y la mutaciéon (Carrano, 1982), dado que las lesiones’
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BrdU al ADN; se ha demostrado que tanto la presencia de la BrdU en el medio como su
ihcorporacién en el ADN pro\mcan ICH. Ademas de que los estudios realizados in vitro se ha
observado que los medios de cultive y el suero usédo en ellos también ocasiona ICH. Una
dificultad adicional es que mediante el protoéolo u%ual del analisis no es factible determinar la

frecuencia espontanea de los ICH en cada ciclo de divisién, si no en cada dos. (Morales,1988)

También se ha encontrado que mientras mucho mutagenos y carcinégenos son activos in vilro,
otros, como la ciclofosfamida requieren la adicién de microsomas hepaticos para su activacion
metabolica (Stetka, 1976). Es factibie realizar cultivos celulares  a partir de un gran namero de

tejidos que van desde la sangre periférica, aspirados de médula ésea, piel, liquido amniodtico y

vellocidades coriénicas (Salamanca, 1992).

El fundamento de los cultivos celulares es estimular la division celular adicionando a los
cultivos un agente mitégeno, por ejemplo en. los cultivos de linfocitos se - adiciona
fitohemagtutinina, la cual estimula 1a clonacién de linfocitos T, posteriormente las células se

detienen en la metafase de la mitosis al adicionan un agente que impida la migfacién dé los

cromosomas como son la colchina, pudiendo de esta manera visualizar los cromosomas, asi’.’

se puede evaluar en ellos por ejemplo las aberraciones que pued‘an'p’résent‘é‘r.
1993).

Una de las ventajas de los sistemas in vivo, es debida a que cofncb los égente qruler\l’co’s:' alysér‘
metabolizados pueden ser activados o inactivados como mutégenés,"resy ‘é'l 1 pénéable el
manejo de sistemas con actividad metabdlica propia o suplementados con‘ésta.v Técﬁcamenle
es mas simple que posean esta actividad, a tener que suplementarlos con fraccion microsomal
activada. Por otro lado, los sistemas in vivo permiten una dosificacién por peso, l0 que puede
resultar mas apropiado que la dosificacidn por concentracién que se usa-en los sistemas in

vitro; esto es de especial interés sobre todo pensando en una futura extrapolacién a posibles

(LA'nd'ersﬂo n ,
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vitro; esto es de especial interés sobre todo pensando en una futura extrapolacién a posibles

efectos en el hombre. (Morales, 1980)

El problema fundamental para el desarrollo de sistemas in vivo que permitan el andlisis de ICH
es la dificultad de suministrar BrdU a los animales de prueba por periodos prolongados. Sin
embargo, esto se ha resuelto de diversas formas, como la infusién continua por via
intraperitoneal o venosa de una solucion de BrdU; la implantacion de tabletas de BrdU simples
o cubiertas con parafina o agar, asi como la administracidon por via intraperitoneal de una
suspensidon de BrdU previamente adsorbida en carbén activado, una sola inyeccién de BrdU en

agar fundido o una inyeccidén de una suspension de aceite de cacahuate y BrdU. (Rivas, 1989)

Igualmente se han descrito muchas variedades de sistemas in vivo para los ICH: embriones de
pollo, espermatogonias de ratéon, médula 6sea de hamster chino, médula ésea de ratén ,
glandula salival de raton, entre otros. (Morales, 1980). Sin embargo, desde un punto de vista
practico el sistema de médula osea es el mas simple y rapido debido a que la preparacién de
figuras metafasicas es menos elaborada y el ciclo celular de este sistema es mas corto en
relacion a otros. Por ejemplo, mientras que gl ciclo celular del sistema de glandula salival dura

35 h, el de médula dsea dura tan solo 9 h. (Morales, 1980).
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1I. Hipétesis y Objetivos

2.1 Hipétesis.
Si la FESCDIPINA aumenta la frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas, entonces
se considerara un agente genotoxico.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general

Evaluar si la FESCDIPINA es un compuesto genotéxico.

2.2.2 Objetivos particulares

2.2.2.1 Determinar si la FESCDIPINA a diferentes dosis, es capaz de elevar la frecuencia.de

intercambios de cromatidas hermanas (ICH) en las células de la médula désea de ratones.

2.2.2.2 Evaluar si la FESCDIPINA produce alguna modificacién sobre. los ‘parém‘etr'os de

citotoxicidad.
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lll. Método

3.7 Material Biolégico

Se utilizaron 30 ratones macho de 25 + 2 g de peso, de la cepa NiH, procedentes del bioterio

del Instituto Nacional de Higiene de la Secretaria de Salud.

3.1 Material y Equipo
Agujas de insulina
Bomba de vacio
Cubreobjetos
Estuche de diseccion
Grapas quirurgicas
Horno

Jeringas

Lampara de luz negra
Microscopio

Pipetas

Pizeta

Portaobjetos

Prensa con mandémetro

Tubos de ensaye con punta en V

N
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3.3 Reactivos
5-Bromodesoxiuridina
Acido acético
Bis-bencimida

Buffer de fosfatos-citratos pH=7
Cloruro de potasio
Colchicia

Colorante de Giemsa
Dimetilsulfoxido
FESCDIPINA
Metancl

Nifedipina

Parafina

Solucién salina de citratos

3.4 Procedimiento

Se experimentd con 6 lotes de 5 ratones cada uno, a los que se les implantd sﬁbcutéheamen{e
una tableta de S-Bromodesoxiuridina de 40 mg (con un espesor de V‘l.7 mmy ‘del’_4.‘8 mm de
diametro), comprimidas en un punzén de acero de dichas dimensiones; a ‘una presion de 23

Kg/cm? durante 3 segundos en una prensa con mandémetro.

A los 30 min. se les administré intraperitonealmente (1) a cada ot y.60. mg/Kg de

FESCDIPINA, 30 mg/Kg de nifedipina y una r fa de dimetilsulfé

‘agua’(1:1) como g

control. Después de 21 hrs se les administré colchicina (100 lekg) via- A as 24 h se
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sacrificaron los ratones por dislocacion cervical,” se exlrajeron sus fémurés para obtener las
células de su médula ésea‘ a las que se les' sometié a un_tratamiento hipoténicc con KCI

0.75M y posterionnente se rjé al paquete celular con una soluclén de metanol: écldo acético

[CH 1)

Con esta sﬁspenslén ce}ula? se realizaron las preparaclones cromosémlcas correspondlenles

a cada ratdn y se procedlé a teriirlas diferenciaimente con la técmca de Goto 7 col. modlrcada
: que se desf:nbe a conllnuaclén. :

1. Se lr;!ro;djefon las Iéminillas en una solucién de bls-benclmidé 001 % (};Ioechst 33258)

durante 40 min. .

2. Se enjuagaron con agua destilada y se secaron en el horno.:; .

3. Se colocaron en cada laminilla 3 gotgs de buff‘e‘ dévfosfaioirs-ciifa_tos pH = 7, cubriéndolas

con un cubreobjetos.

4. Inmediatamente después, se expusieron a la luz negra durante 40 min.

5. Se enjuagaron con agua destilad: y

6. Se sumergieron las laminillas en un olucién salina de citratos durante 20 min. a 60°C.

7. Se enjuagaron con agua destilada’y se secaron en el horno. ™

8. Se tifleron con coloranie de Giemsa duranté 7 min. - -

Se procedio a realizar el anél}sjs éitogepético, cuantificando por cada ratén:

e 100n lasi ] ando cuantas de ellas eran de 1%, 2% y 37 division.

= Los ICH presentes en 25 metafases de 2? division.
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1V. Resultados

En la tabla 1 se muestran los valores promedio de 25 metafases de 2* divisidn por ratén de 1a
frecuencia de ICH en cada lote formado por cinco animales. Estos datos fueron sometidos a la
prueba ANOVA y prueba t de Student (o = 0.05), 1o que demostré que existen diferencias
estadisticamente significativas, respecto al lote control en la dosis de 60 mg/Kg de
FESCDIPINA, lo que no ocurrié con los lotes tratados con dosis menores (10 y 30 mg/Kg), ni

con nifedipina (30 mg/Kg).

Lo anterior se puede observar en la grafica 1.

Frecuencia de ICH
FESCDIPINA

Frecuencia de ICH
\]

NIFEDIPINA

10 30 60
| ma/Kq J

W
[o]

FESCDIPINA

Grafical. Frecuencia de ICH
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+ Desviacién Estandar

0.2713
0.4345

0.2707
0.2059

0.5363

Tabla 1. Frecuencia de ICH.

La media de los resultados de la cinética de proliferacion celular obtenidos de la clasificacion
de 100 metafases de 1, 2* y 3* divisidbn se observan en la grafica 2; con estos datos se

calculd el tiempo promedio de generacion (TPG) (Grafica 3, tabla 2) utilizando la siguiente
formula:

TPG = N° de horas de BrdU x 100

M1 (1)+ M2(2)+ M3(3)

Los datos que se obtuvieron con el calculo anterior fueron tratados con la prueba ANOVA y la

prueba t de Student o = 0.05, lo que demostré que existen diferenélas estadisticamente

significativas, respecto al lote control en la dosis de 60 mg/Kg de,FESCDlPINA'y en el lote
administrado con - nifedipina (30 mg/Kg), lo que no ocurric')“(’:on;lovs lotes t'ratado’s con dosis
menores (10 y 30 mg/Kg), L
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Tabla 2. Cinética de proliferacién celular y tiempo promedio de generacion

Nimero de metafases

Cinética de proliferacion

FESCDIPINA

CONTROL 10 30 60 NIFEDIPINA
mg/Kg

Grafica 2. Cinética de proliferacion celular

1 division
2" division
om3* division
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Horas

Tiempo promedio de generacion
FESCDIPINA

12
10
8 o
6 TR
=
4 [
=
2
o]
10 30 60 30
L maq/Ka J

FESCDIPINA

Gréfica 3. Tiempo promedio de generacion
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V. Discusién

Hasta el momento, no tenemos conocimiento de estudios de genotoxicidad que se le hayan
realizado a la nifedipina, a pesar de que es un medicamento que tiene varios anos en el
mercado, sin embargo, se le han practicado las pruebas de ICH y de micronucleos en
mamiferos a la nicardipina (que también pertenece a la familia de las 1,4-DHP) y no se
encontré que ésta y sus metabolitos fueran genotéxicos.

Los estudios de teratogenicidad sugieren que ocurre teratogenici ie especifi con

algunos antagonistas del calcio pero no hay datos disponibles para humanos. (PLM. 1995).

Por otra parte, todos los antagonistas del calcio son clasuf'cados en la categorla c para su uso

en el embarazo. En esta categoria se agrupan drogas que debldo a sus efectos f

en’: causar

han. causado, o pueden causar, efectos daﬁinosﬁen fetos humanos

malformaciones en neonatos.
Al exponer conejos del 6° al 18° dia de gestacién ala n edipiné se enéc‘ﬁlrai’bn' norma‘ﬂdades
dependientes de la dosis (estructuras reducidas, ausenles [ anormales) de las lalangeas
distales de ias extremidades (Danielsson, 1992). Hallazgos snmuares se ‘'encontraron en
animales que recibieron una sola dosis en el 16° dia de gestacion.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que ios lotes tratados con
FESCDIPINA presentan en relacién a la dosis, una tendencia al incremento de ICH, sin
embargo sélo el lote de 60 mg/Kg presentd una diferencia estadisticamente significativa,
respecto al lote control.

La nifedipina y la FESCDIPINA a dosis homé]ogas {30 mg/Kg). presentan un valor semejante
en el incremento de la frecuencia de ICH, (2.09 y 2.02 respectivamente). lo cual nos indica que

en esta dosis el potencial genotdxico de la nifedipina y de la FESCDIPINA es similar. El
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aumento de la frecuencia de ICH en estos lotes, respecto al control (1.59), aunque no presentd
diferencia estadisticamente significativa fue de +0.5 ICH/metafase por lo que segin Salamanca
{1992), podemos considerar a ambos compuestos, en esta dosis, como mutagenos débiles; si
bien esto no representa una ventaja de la FESCDIPINA contra la nifedipina, tampoco es una

desventaja.

Es posible pensar que el mecanismo mediante el cual la FESCDIPINA causd la elevacidn de la
frecuencia de ICH y por ende el dafio al ADN, sea por poseer una estructura quimica (piridina)
semejante a la de las bases pirimidicas (timina y citosina), sin embargo, consideramos que la
FESCDIPINA es una molécula con sustituyentes relativamente grandes en las posiciones 3, 4y
5, y estos grupos presentarian un efecto estérico para que la molécula pudiera interactuar con
la cadena de ADN. También le seria necesario tener un nitrégeno en la posicién 3, y un
oxigeno en la posicion 2 para poder establecer los puentes de hidrégeno con la adenina o la
guanina y asi aparearse con ellas. Razones similares proponemos para que sus metabolitos

tampoco actuen como mutidgenos analogos de bases.

Entonces, proponemos que no es la FESCDIPINA, sino sus metabolitos finales quienes dafan
al ADN debido a la ciclacidén que sufren. Probablemente intervenga la formacion de radicales

libres y estos sean las moléculas genotdxicas.

El tiempo promedio de generacion es un parametro de citotoxicidad que indica si la sustancia
probada modifica (retarda o acelera) el ciclo de divisién celular. Se observd que la nifedipina
(30 mg/Kg) y no la FESCDIPINA en la misma dosis, retarda de manera estadisticamente
sig_niﬂcativa el tiempo promedio de generacion celular; sin embargo, la FESCDIPINA a dosis de
60 mg/Kg presentd el mismo efecto, lo cual suponemos que probablemente se deba a su
mecanismo de accidn farmacoldgica, por la importancia que tiene el calcio en el

funcionamiento celular.

as ESTA 71ESIS MR pEmY
SAUR DE 14 BILISTECA.




En el lote tratado con 90 mg/Kg de FESCDIPINA fallecieron 2 anlmales aproxlmadamente a
los 30 min. después de la administracion del compuesto. y otro ratén a las 24 h con las

siguientes caracteristicas: extremidades superlores. Infenores y cola rlgidas._con coloracnén

corporal amarilla. Se realizdé la necropsia y no se observaron Iesiones macroscéptcas en'los

diferentes drganos y tejidos.

En los estudios de toxicidad que le han praclicado ala FESCDIPINA han utiliiado doéls hasta

de 600 mg/Kg, pero con |a via de administracién oral; en camblo nosotros utlllzamos Ia via, IP y

suponemos que por esta diferencia se presentd la muerte de los ratones, ya que al absorberse :

todo el compuesto se pudo producir una marcada hipotensién, un desequilibrio eleg:trol[tico o

bien una hipercontraccion muscular y en consecuencia la muerte.

Se obtuvo la médula 6sea de los ratones sobrevivientes y se continué con e! pfocédlrﬁiento
mencionado, de la misma forma que con los otros lotes; sin erpbargo debido ala cahtidad yla
calidad de la metafases obtenidas no fue posible realizar las lecturas microscdpicas.
Suponemos que esto se debid al exceso de iones de calcio extracelular y por consecuencia

probablemente afectd la permeabilidad de la membrana celular,

El tratamiento de la hipertension tiene beneficios conocidos, pero en 1995, tres estudios
publicados sugieren que ciertos medicamentos antihipertensivos pueden incrementar el riesgo
de efectos cardiacos adversos o bien la mortalidad. Psaty y colaboradores reportaron que los
bloqueadores de corta accidén de los canales de calcio incrementan el riesgo de infarto del
miocardio en pacientes hipertensivos. Furberg y colaboradores fundamentan que la nifedipina
de corta accidn incrementa el riesgo de mortalidad en pacientes con previo- infarto del
miocardio o angina estable o inestable. Hoes y colaboradores reportaron que el uso de B-
bloqueadores o diuréticos incrementaron en riesgo de muerte cardiaca repentina en pacientes

hipertensivos.

a0




México es un pals donde gran parte de la p i6n adulta

hipertension, los

medicamentos antihipertensivos que existen en el mercado se elaboran con materia prima que
se importa, y como se ha mencionado anteriormente, puede ponerse en riesgo la vida de las
personas . hipertensas con determinados tratamientos, por lo que consideramos de gran
importancia la investigacion y caracterizacién de nuevos farmacos antihipertensjvos_ de orrlgen
nacional, como la FESCDIPINA para coadyuvar al proceso que permita su inclusién env el

mercado nacional e internacional.
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V1. Conclusiones

6.1 La FESCDIPINA' lncremeﬁlé la frecuencia de ICH, respecto al lote control, en las dosis de

10, 30 y 60 mg/K

6.2 La FESCDIPINA disminiiyé el tiempo promedio de generacion en las dosis de 10, 30 y 60

mg/Kg.

6.3 La FESCDIPINA provocsd efectos toxicos irfeversibles en la dosis de 90 mg/Kg.
6.4 Consideramos a,la< FESCVDIFPINA como un agente genotdxico en la dosis de 60 mg/Kg.

6.5 La nifedipina disminuyd el tiempo promedio de generacion en la dosis de 30 mg/Kg,
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