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RESUMEN

En &l mundo el nimero de pacientes que reciben farmacos antiepilepticos
se estima que es entre 20 y 40 millones y en nuestro pais existen mas de un millon
de personas que la padecen. Es por ello, que en 1986 1a Secretaria de Salud
(55A) desamoid un Frograma Prioritario de Epilepsia debido a su impacto social y
economico. En dicho programa, en coordinacidn con el Centro de Investigaciones
y Estudios Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional (IPN), la
Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas (ENCB-IPN) y otras institudiones mas, auspician el desarrollo de fa
veshigacion en nuevos fammacos con fa finalidad de oblener medicamentos
accesibles economicamentie para muchos enfermos que no pueden continuar sus
tratamientos por su alto costo.

Muchos fammacos usados en el tratamiento de la epilepsia se han
enconirado que son mutagénicos y teratogénicos en animales de laboratorio. Esto
ha demosirado que algunos de estos famacos como fa fenitoina, carbamazepina y
mwmkmmwmmammelasﬁewendasdeabefm
CIOMOSOMICas M vivo e it vilio. '

Debido a que el acido desoxirmibonuciéico (ADN) de todos los organismos es
simiar en su estructura fundamental y su mecanismo de replicacion, se puede
ulilizar sistemas bioldgicos convenientes para valorar si un famaco o un agente
QuUImico e5 agresive para el material genéfico def humano. Entre esios sistemas
56 encuentra e de micronicleos en céilas meidticas de Tradescantia (MCHN-
TRAD). Seoonsidemoomounapmebaaltamentesensitiva,répidaydefédl
manejoparapmbarelpdencialgenoléxbodeunagtanvaﬁedaddeagentes.

Losmmmdosde!mmﬂeammuesﬁanquelawwemaciéndeT
mg/mi es genotéxica para los farmacos DL-HEPB y DL-HEPA con un coeficiente
de determinacion det 75.85% y 75.79% respectivamente y de 3 mg/ml para DL-
HEPP con un coeficiente de determinacion de 96.82% estos coeficientes indicaron




que una probabilidad alta de que el efecto genotdxico fué producido por los
farmacos y a concentraciones mayores se observé citotoxicidad, manifiestandose
como alteraciones nucleares, muerte celular en un 13.52% y retraso del ciclo
celular para los farmacos a la concentracién de 10 mg/ml. Las concentraciones que
inducen genotoxicidad a Tradescantfia, son menores a las que se han utilizado en
estudios preliminares en ia terapeltica de la epilepsia.




). INTRODUCCION

Muchos productos quimicos poseen actividad sefectiva Wil en el tratamiento
de las enfermedades, estrictamente hablando, se denominan medicamentos o
drogas y su uiifizacion forma parte de la terapéutica.  Desde el punto de vista
histonico, € interés en los famacos y sus efectos se ha vinculado inimamente con
la meditina. Hoyendiarlaneo&eidaddemevosoonmoswnacﬁvidad
selectiva il para combalic 1a enfenmedad. es el mas fuerle incentivo para
continuar ia labor de invesligacion. Aunque la farmacologia modema guarda
estracha retacion con la medicina, depende en gran parte de ciencias como fisica,
quimica y biologia bdsicas, para su teoria y su téonica (Bevan y col., 1982,
Goldstein y col., 1995; Katzung, 1996).

De acuerdo al Diasio Oficiat de la Federacion Mexicana del 31 de julio de
1988, la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-1993, Buenas Praclicas de
Fabricacién para Establecimientos de la Industria Quimica Farmacéutica dedicadas
a la Fabricacion de Medicamentos, un famaco o ingrediente activo es toda
sustancia natwal o sintélica que fenga alguna actividad faqmacologica y que se
identifique por sus propiedades fisicas, quimicas o acciones biologicas; que no se
presente en forma farmacéutica y que redha condiciones para ser empleado como
medicamento o ingrediente de un madicamento.

1. Mecanismos de Accidn de los Farmacos

Los farmacos, o sustancias con actividad selectiva, achjan en algunas
céiulas y no en olras; por esta razon, deben producis su efecto en algun sitio o
siﬂmespedﬁwdmmmmahmm.oquegumm
intrinseca con olla. Esle componente de la cékia capaz de reaccionar, recibe ¢
nombre de raceplor, y se define como el sitio de union de un farmaco desde ol cual




ejerce su action selectiva (Bevan y col., 1982; Goldsteiny col.. 1995).

La fijacion de los farmacos a tos receplores puede implicar todo tipo de
imoracoiones: ionicas, puentes de thidrégeno, hidrofobas, de van der Waals y
covalenies. En la mayoria de las inleracciones entre famacos y recepiores €s
pmbablequelasunior\esdeva;iosﬁpostengan importancia.  Si la fijacidn es
myalente.ladmaciéndelagenteoonfrecuencia. pero No necesaramente, es
prolongada. Las interaciones no covalentes de gran afinidad también pueden ser
rreversibles (Goodman y Gikman, 1954; Goldstein y oo, 1995).

1.1 Antagonismo Famacologico

La actividad selectiva de muchos fimnacos puede bloguearse o
antagonizarse especificamente por accion de olros agentes. Frecuentemente, e
amagmismomuemfémaco(agonisla).ysuagentebbqueadorsalecﬁmo
especifico (antagonista), oowre en el mismOo recepltor. Esta interaccion se conoce
como antagonismo farmacoldgico. Se considera que tales agentes bloqueadores
especificos tienen una gran afinidad por ef receptor, pero tienen poca © ninguna
aciividad intinseca. A menudo efios comparten algunos de los mismos
denominadotes comunes estructurales requeridos por sus agonistas.  Muchas
nmléaﬂasﬂoqueadaassonmésvoﬂmkwsaswlasmdéaﬂasdebsfémm
que anfagonizan. Se supone que reaccionan con los recepiores en virtud de las
caracteristicas de afinidad que ellas comparten con sus agonistas pero debido a su
forma mas volminoOsa, impiden el acceso de moléculas agomistas al receptor
(Bevan y col., 1962; Goldstein y col., 1995).

1.2 Aspectos Cuantitalivos de ta Accion del Farmaco.
La relacion entre la dosis del farmaco y su efecto, es uno de los aspectos

mas imporiantes en fammacologia. En la figura 4, se muestra fa cuva dosis-
respuesta de un finmaco caraclerisico. Cuando se compara en una grafica la
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respuesia conira la dosis o el logaritmo de ta dosis, la curva es casi simélrica y en
forma de 5. En dicha curva se observa, la dosis umbeal, que es dificit de definir ya
que ta capacidad para medir el “cambio umbral® varia con las circunstancias y
posiblemente, con el observador. La magnitud del efecto de un farmaco no
aumonts indefinidamente.  Hay una dosis, la dosis maxima, que produce una
reaccion maxima. En este caso, de nuevo, la precision con la cual esta dosis
puede estimarse, no es muy grande. A diferencia de lo sedialado, la dosis del
fannaco para producir su efeclo en el 50% de los individpos de una poblacion
analizada para efocto maximos, se puede valorar expenimentalmenie con alguna
exaciitud y se fe denomina dosis eficazs, (DEw), ¥ s una medida de la potencia
del fanmaco. Finalmente, et deckive de la curva de dosis-respuesta nos indica ia
velocidad con la cial el efecto de un fmaco cambiara con la dosis. (Bevan y col.,
1982: Goodiman y Gilman, 1394; Goldstein y col., 1995).

Fig. 1. Relacicn Dosis-Respuesta Famnacologica.

B

AONRIstls ' MICOPCE 1 de i MiaiTvd)

Relacion entre 1a dowis del fleaco y 1a respuesta farmacoldgica correspondients a un
mydm&mmmumuWMymmwm
{Bevany col., 1982).
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Se han propuesto varias explicaciones referentes g 1a forma general de ta
curva de dosis-respuesta del fanmaco. Se supone que una molécuta del farmaco
reactiona con wna molécula del receptor, v que la magnitud de la respuesta esta
relacionada con el namero de combinaciones fammaco-receptor (Bevan y col,,
1982).

Esta relacion es similar a la clasica ecuacion de cinética de Michachs
Menten, que describe I3 velocidad de reaccion de una enzima en relacion con
concemracion del sustrato (Bevan y col., 1982; Goodman y Gilman, 1994).

1.3 Antagonista Compelitivo.

Un antagonista farmacolégico puede tener muy diversos efectos en la curva
dosis-espuesta. Si el antagonista reacciona reversiblemente con los mismos
receptores, como fo hace ol agonista, ellos competivan por ocupar el mismo
receptor. Su eficacia relativa dependera de su afinidad relativa por el recepltor, ¥
de su conconlracidn.  Un antagonista farmacologico que actia de este modo,
podria desplazar ia cuiva dosis-respuesta hacia ia derecha, sin cambiar su forma,
su declive 0 su respuesta maxima (Fig. 1). Se dice: que taR antagonismo o bicqueo
es compelitive 0 superable y aunque la respuesta a una dosis pasticular del
agonisia quedara reducida o bloqueada por un antagonista, una mayor dosis del
agonista podia superar tal bloqueo y ser eficaz (Bevan y col., 1982).

1.4 Antagonismo No Competitivo

En & aplagonismo no competitivo, el aniagonista interfiere con el efecto
producido por ol agonista, sin interactuar con éste MO, Nl con su receplor
espocifico. Un amagonista no competitivo actia en alguno de los pasos de la
reaccion blogquimica que conduce, después de Ja intesaccion agonista-receplor, a fa
produccion de un efecto.  Si un antagonista formd un enlace mas estable con su
recaphor, el cual no fue desplazado por una gran concentracion de agonista que



actuase sobre ¢ mismd receptor, es posible que (@ curva dosis-respuesta se
desplace hacia la derecha y sean menofes sis punta maximo y su inclinacion (Fig.
1), tal blogues se considera como no competitivo o insuperable.

Si un anlagonista es la causa de este patron de cambio en [a curva de
dosis-respuesta, tal situacion no significa necesariamente que esta actuando en el
mismo receplor que ol agonista. Por ejemplo, podria actuar en algun puato o fase
entre ta activacion del receplor y el fenomeno final que causéd ia respuesta del
efector. En los efectos de casi todos los farmacos hay una serie de reacciones en
cadena entre la activacion del receplor, y la respuesta, las que representan
muchos sitios posibles del efecto del famaco (Bevan y col., 1982).

2. Metabolismo de los Farmacos.

Todos los organismos fienen mecanismos que permiten transformar a tas
sustancias quimicas y allerar de este modo su toxicidad. Estos mecanismos, que
en la mayoria de las ocasiones actan disminuyendo la toxicidad, ocurren a través
de 1o aaccion de enzimas, 1as cuales se encuentran en varios 6rganos y tejidos. La
extension a la cual un agente quimico puede ejercer su afecto adverso puede
dependen de la capacidad de biotransformacion ded organismo.  Si un agente
quimico es tixico por si mismo y es biotransformado en un producto inactivo,
cuando mds ripido sea biotransformado, menor serd el efecto observado a una
dosis dada.

Por otra lado, si es bivtransformado en un compuesto mas 10xico, a mayor
velocidad del proceso de biotranformacion, mayor serd el efecto nocivo.  Sin
embargo, algunos compestos no sufren cambios en el organismo y en esle caso
los procesos de biotransformacion no tienen influencia en la toxicidad.

Los procesos de biotransformacion se sealizan principalmente en el higado,
por imermedio de las enziimas locakzadas en los microsomas hepaticos, aunque en
otros drganos o ejidos como a sangre, 1ifion, pulmon y placenta también pueden
ocLnir este tipo de procesos.

Otras reacciones de biobansformacion oculren €O enzimas  no
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actuase sobre el mismo receplor, es posible que la curva dosis-respuesta se
desplace hacia la derecha y sean menores su punto maximo y su inclinacion (Fig.
1), tal blogqueo se considera como no competitivo o insuperable.

Si un antagonista es ka causa de este patrdn de cambio en la curva de
dosis-respuesta, tal situacion no significa necesariamente que esta actuando en el
mismo recepior que ol agohista. Por ejemplo, podria actuar en algiin punto o fase
entre la activacion del recepior y el fenomeno final que causo la respuesta del
efector. En los efectos de casi todos los famacos hay una serie de reacciones en
cadena entie la activacion del receplor, v la respuesta, las que representan
muchos sitios posibles del efecto del farmaco (Bevan y col., 1982).

2. Mefabolismo de los Famacos.

Todos los oganismos tienen mecanismos que permiten transformar a las
sustancias quimicas y alterar de este modo su toxicidad. Estos mecanismos, que
en la mayoria de kas ocasiones aciGan dismingyendo la toxicidad, ocwren a través
de k3 aaccion de enzimas, 1as cuales se encueniran en varios organos y tejidos. La
extension a la cual un agente quimico puede ejercer su afecto adverso puede
dependen de 13 capacidad de biotransformacion del organismo.  Si un agenie
qQuimico es toxico por si mismo y es biotransformado en un producto inactivo,
cuando mis rapido sea biotransformado, menor sexa el efecto observado a una
dosis dada.

Por olro lada, si es biotransformado en un compuesto Mas 16xico, a mayor
velotidad del proceso de biotranformacidn, mayor serd el efecto nocivo.  Sin
embargo, algunos compestos no siften cambios en el organismo y en este caso
los procesos de biotransformacion no tienen influencia en la toxicidad.

Los procesos de biotransformacion se realizan principaimente en el higado,
por inlermedio de tas enzimas localizadas en los microsomas hepdticos, aungue en
oirgs Grganos o tejidos como 1a sangre, 1Wion, pulmdn y placenta también pueden
ocumir este tipo de procesos.

Otras reacciones de biotransformacion  ocumen  coh  emimas no




microsomales, como sucede ¢on fos naftoles, DDT y arsénico. Dado que las
enzimas son necesarias, las deficiencias en alglunas proteinas especificas,
cofactores o deficiencias enzimaticas genéticas juegan un papel impodanta en (a
velocxiad de estos procesos.

L a biotranshormacion de 10s compuestos QuUImIcos 10xICos puede realizarse
en dos fases. Lasraapdoumﬁelapﬁmfase(Fasel)induyenaquenasque
pueden ser dlasificadas como reacciones de oxidacion, reduccion e hidrdlisis.
Esias reacciones estan sujetas a muchas vaniaciones dependiendo de los grupos
quimicos a ser alacados y de las estructuras quimicas relacionadas a esos grupos.

En la segunda fase (Fase H), ocumen a menudo reacciones de conjugacon,
las cuales son consideradas como reacciones de sintesis.

Durante las reacciones de la Fase |, los compuestos pueden formar grupos
reaciivos tales como -OH, -NH2, -COOH y -SH a través de los cuales pueden
OCUITIr las reacciones de ia Fase il.  Si los agentes quimicos i6xicos poseen en su
ofigen alguno de esos giupos reactivos, estos pueden ir directamente a ia Fase It
sin necesidad de sufiir Jos cambios en la Fase .

Algunos agentes quimicos foxicos, sin  embargo, pueden ser

biotransformados completamente por las reacciones de Fase |, ya que debido a
sus propledades quimicas y fisicas, no requieren 1as reacciones de conjugacion.
El benceno es un ejemplo de un agente quimsico téxico que requiere de ambas
fases de bistransformacion {Sipes y Gandolfi, 1991).
La mayoria de los famacos sufre transformaciones metabolicas, son numerosas y
diversas las reacciones bioquimicas que hay gque considerar al estudiar el
metaboksmo de los mismos, En & organismo los famacos sufren cuatro tipos de
reacciones. Estas son las reacciones de oxidacion, reduccion, hidrGlisis y sintesis
{conjugacidn).  Las reacciones oxidativas incluyen la oxidacidon alifatica,
desaminacion, formacion de sulfxdidos, desulfuracion, N-oxidacion y N-
hidraxitacion (Bevan y col., 1982; Goldstein y col., 1995).

El siio principal de metaboksmo de los famacos es el higado, aunque
también participan otros tajidos como la corteza supramenal, 1a mucosa intestinal y
of ridon. Ef metaboksmo oxidativo de muchos fammacos y también de hormonas




esteroideas esta mediado por enzimas que se localizan en (a fraccion microsomal
del higado de los mamiferos y consislen en fragmentos del reticulo endopiasmico.
La oblencion de esta parte microsomal se obtiene por homogenizado del higado, y
el homogeneizado se centiifuga, la fraccion microsomal que asi se obtiene
contiene una famia de hemoproteinas conocidas como citocromos P-450, que
actiian como una oxidasa terminal de diversas reacciones oxidativas que sufren los
farmacos. El iérmino P-450 se refiere a la capacidad de la forma reducida de (a
henmoteimpatareqodmwmalmmbﬂdodecam, dando lugar a un
compiejo con un MAximo de absoncion a 450 nm (Bevan y col., 1982; Goldstein y
col., 1995).

Una caracteristica e casi todas estas transformaciones es {a de que los
producios metabdlicos (metabolitos) son mas polares que los farmacos originales.
Eslo tisne una consecuencia importante en la excrecion bikar y enal, y se puede
tener tambion un signficado evolutivo. La implicacion evolutiva es que los sistemas
metabolizadores de firmacos se han desarrotiado, como adaptaciones a la vida
temrestre. En los peces y oros organismos marinos, los compuestos liposolubles
puaden pasar fackmenie a través de las branquias al medio ambiente acuatico y
lospm(mnalgnmsemepcium)weoendeenzimasoﬂdaﬁvas
metabolizadoras de rmacos y no pueden formar glucurdnidos ni ésteres del acido
sulfdrico.  Los anfibios acudticos fambién son incapaces de oxidar compuestos
extraiios, pero pueden formar glucuonidos y ésteres del acido sulfirco. Los
mmwymmmmmmmm
paraamnentarlapolaﬁdaddebscmnpmmtosbosohbbeyobtenerasisu
que difieren en muchas formas de las de los vestebrados (Goldstein y ool., 1995).

Las enzimas azo y nitro reductasas fienen una distribucion algo distinta en la
serie filogenética que los sistemas oxidativos microsomales. Estos como las
enzmas oxidativas estin presentes en los reptiles temestres, las aves y los
mamiferos. A dderencia de las enzimas oxidativas, también se encueairan ea los
peces leledstens. Los anfibios y 108 peces elasmobranquios tiene stlo actividad de
azo reductasa {Goldsten y col., 1995).

En los mamiferos hay una gren diferencia en &l metabolismo de farmacos




enire 1as diferenles especies, pero no parece existic una explicacion adecuada para
estas diferencias. Las velocidades de metabolismo pueden diferr, adn cuando las
vias sean las mismas, y diversas especies pueden tener también vias metabdlicas
enleramente distintas para el mismo famaco. Un ejemplo de vanacion en la
velocidad metabdlica lo proporciona el estudio de un bromociclohexenil derivado
det acido barbiliwico. Originaimente este compuesto se sintetizé en un intento por
obiener un barbitiiico que se metabokizara con rapidez en el hombre. Se probd en
pefros con resultados muy prometedores, pero resultd que era metabolizado muy
lentamente en &1 hombre (Goldstein y col., 1995).

Las sustancias con allos coeficientes de pariicion lipidofagua que pasan |
faciknente a través de la membrana, también difunden con facilidad en sentido
contratio, de ka onina tubular al plasma, a través de las células tubulares y, por
tanto, dichas sustancias tienden a fener un aclaramiento muy baio y una
persistencia prolongada en &l ofganismo. Si este Brmaco se metaboliza a un
mmmioméspdar,mmnunmeﬁcie«ﬂedeparﬁdénmudmmésbaio,su
resorcion tubuiar serd muy reducida. Por ejemplo, la oxidacién de un giupo metito
awbuxiepodriahaoermmfé«maooﬁmsusoepﬁbledesereﬁnimdopalas
vias renal o biliar y esta simple alteracion metabdlica podria reducir la vida media
biokdgica del fanmaco de muchas horas a unos cuantos minutos {Goldstein y col.,
1995). Los factores biologicos tales como la especie animal, edad, sexo, peso,
mmmmmmm(w frabajo) vy
estado de nulricién son factores que se deben considerar en la biotransformacion.
La edad, también influye en ol metabolismo de los farmacos. Se sabe que los
hmnsjémyuﬁosuﬁnalessonnﬁssmsiuesabsfémmsquebs
admos.debidoaquenunemsossislemasdeenzimscambiannmdnosu
aclividad durante las primeras etapas de la vida (Kato y col., 1964; Kato y col,,
1970).

Aunque la duacion de la accidn de famaco tiende a acortarse por
transformacion metaboica, no es correcto pensar en el matabolismo del farmaco
como una "destoxificacion” ya que, es muy frecuente que el producto metabolico
tmmmmmmmhwmyavmdmw
1a molécula con actividad famacoldgica (Goldstein y col., 1995).




3. Famacosintesis

£l ritmo de introduccion de fAMmacos con nuevas acciones importantes se
ha acelerado en grado notable, 1a industia fwmacéutica ha codificado y
organizado los métodos necesanios para la sinfesis y evakiacion de nuevas
drogas, mismos que regulan las organizaciones gubemamentales. La colaboracion
entre ef gobiemo, 1a industria, fos académicos y los médicos en su practica tiene
como meta {a evaluacion inocua y ondenada € introduccion de nuevos famacos, en
forma tal que la proporcion riesgo beneficio sea satisfactoria en todas las elapas
del proceso.

Los posibles famacos pueden descubrirse en diversas formas:

-Hallazgo accidental

-Extraccion de un regulador natural, de un producto animal

-ilentificacion empinca de suslancias quimicas, en relacidn con un efecio deseado
-Modificacion quimica deliberada de un agente aclivo conocido, para reforzar el
gfecio {o un efecio secundasio)

-Obtencidn 1ogica de uevos compuestos, para produci un efecto deseado {Bevan
y col., 1962).

3.1 Quiralidad y su importancia en el Desarrollo de Famacos.,

La configuracibn de una molécula puede jugar un papel muy imporiante en
su actividad bioldgica y es importanie en el desamollo de farmacos (Carvajal-
Sandoval y Meza-Toledo, 1997). La configuracion se refiere a la disposicion en el
espacio de los sustituyentes unidos a un centro de quiralidad, tas moléculas que
diferentes, los cuales se encueniran orientados hacia las esquinas de un tetraedro




en cuyo ceniti ‘e5ta siluado e carbono (Momison y Boyd, 1996). Guando las
estucturas Tepresentadas guardan una relacion de imagenes en un espejo, se
presentan  motéculas quiales, y a los carbonos responsables de las
configuaciones  diferentes, se les denomina centros de quiralidad. Los
enantioneros Son estensistmenos que presentan un centro de quiradad y uno es
la imagen especular del olro. Los enantiomeros poseen la propiedad de desviar el
plano de ta huz polarizada, en igual grade pero en dweccionss opuestas y se les
denomina dexironotatonio {+) si desvia la luz en diweccion de las manecillas del
reloj, mientras que el levomolatonio () lo desvia en sentido confrario. Las mezclas
equimotares de enanbitmends 50N CoNAcidas como mezclas racémicas 0 racematos
y bplicamente son macalivas y se emplean los signos () para especiicar su
natwaleza racémica, es evidente que si hemos de observar actividad optica, la
molécula debe tener abundancia sukiciente de uno de los enantiimeros para que ta
rotacion neta pueda ser delectada por el pofarimetro (Morrison y Boyd, 1996;
Carvajal-Sandoval y Meza-Toledo, 1997; Mayes 1997).

Los compuestos producidos por sintesis son necesafiamente racemicos, ya
que las oportunidades par la formacion de cada isdmero éplico son identicas {
Mayes, 1997} .
 Nuesto onganismo esta constituido por meléculas quirales: las proteinas por
cjemplo, estin formadas de aminodcidos de 1a serie L (), lo cual significa quer
todos cllos sienen la configuracion L-(-)-ghiceraldehido, otro ejemplo, son los
azGeares como 1a  (+)-iucosa que juega un papel de importancia extrema en el
metabolismo animal y es |a base de una industnia de fermentacion multimilonaria,
shanhago.hL{-)ghmsaﬁesm@boﬁmdapmlosmﬁnal%,niesfenneMada
por las levaduras (Momison y Boyd, 1996). Las moléculas quirales presenies en
las proteinas receptoras de los fanmacos: proteinas de membranas, proteinas
transportadoras, enzimas, jes pemiien en algunos casos enlazarse con diferente
afinidad hacia los enantibmeros presentes en farmacos racémicos, lo cual podria
conduck a diferoncias fammacocinélicas y farmacodinamicas eatre  los
m.mm&lmbbsenhpdmaotoﬁddadmmdbs
(Carvajal-Sandoval y Meza-Toledo, 1997).

Si de un enantibmero, fres de sus grupos inferaccionan con tres sitios sobre
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of recopior, enfonces del olro enantibmerc sdlo podrdn interaccionar dos de sus
grupos en los sitios adecuados del receptor, con o que la activacion del mismo
sera menor.  Un ejempio es la (-jadrenaling, ésta molécula hace contacto con su
recepior en 3 sitios a través de tres grupos: El grupo amino, el anillo de benceno
con dos hidroxilos fendlicos ¥ e grupo alcohol de la cadena lateral con lo gue se
tiene una respuesta optima, mientras gue &l otro enantiomen, el (+), hace contacto
silo con dos grupos en 3 posicion complementiana del receplor, con lo que se
obliene una respuesta parcial y elo, implica que su efecto vasopresor sea 20
veces mendr que el que presenta la (-)-adrenalina (Easson y Stedman, 1933;
Carvajal-Sandoval y Meza-Toledo, 1997).

Un ejemplo de farmaco quiral, es 1a talidomida, que existe en dos formas:
como un compuesto dextromotalorio, e cual es un ranquilizante, y uno
levorvotatorio, que es un poderoso agente teratogénico en ratones (Blaschke y col.,
1979; Brown y Davies, 1989), no obstanie, en congjos los dos enantidmeros de fa
talidomida son teratogénicos (Fabmo y col., 1967). Lo anterior ha conducido a la
especuiacion de que la presencia del enantibmero levorrotatorio en la talidomida
racémica suministrada a mjeres embarazadas produjo nios con malformaciones,
a inicios del afio de 1960 (Goldstein y cot, 1995; Carvajal-Sandoval y Meza-
Toledo, 1997),

- Aunque para los compuesios antiepiléplicos no parece existir una refacion
entre su eslereoquimica absoluta y su actividad, para algunos de ellos si se han
encontrado diferencias en las actividades biologicas de los enantiomeros presentes
an  un  racemalo. Entre eslas diferencias podemes encontrarm una
esionoseleciividad muy alta, también lamada estereoespecificidad, en la que sdlo
und de 105 enanfioMmeros es &t aclivo; la ausencia de estereoselectividad, cuando
los dos enamtiomeros presentan la misma potencia; estereoselectividades
diferentos, donde los enantidmoros muestran potencias diferentes. Entre ofros
fipos de eoskereosolectividlad que se han observado en los compuestos
anBiopiléplicos se encuentran:. un metabokismo estereoselectivo, sinergismo entre
isOmenos y un metabolismo proguiral (Kaye, 1991).




4. Toxicidad de los Farmacos.

Mucho antes del nacimiento de la farmacologia modema, Paraceiso (1493-
1541) observé que "todas las cosas son venenosas, puesto que no hay nada sin
cudlidades venenosas. Es sdlo la dosis lo que hace a algo venenoso”. Hoy en dia
la rama de la farmacologia conocida como Toxicologia, abarca un gran campo de
la inwvestigation relacionado con un vasio cenjunto de sustancias quimicas vy
taiicas que se utiizan en Ia industria, asi como en los farmacos de uso terapeitico
que son potencialmente toxicos (Jauge, 1985, Manahan, 1992, Goodman y Gilman,
1994; Goldstein y col., 1995; Katzung, 1996).

La variadad y disponibilidad de los fam€macos efectivos y potencialmente
tiicos ha asmentado en forma muy marcada desde el final del siglo XIX. Con ef
intenso desamolio de la quimica organica sintélica cada aiio se han venido
sintetizande suevos Gpos de fammacos, v ademds se han introducido muchas
modificaciones menores en 1os farmacos ya existentes (Goodman y Gilman, 1994;
Goldstein y col., 1935; Katzung, 1996).

El conocimiento de la cinética y los mecanismos de accion de un agente
Quimico toxico nos permmite comprender los efectos que estos producen en el
organismo. Entre 1os tipos de efeclo toxico 0 nocivo, se pueden considerar. efecto
local, efeclo sistémico, efecto reversible, efecto wreversible, efecto indeseable o
colateral, alengia quimica e kliosincrasia quimica (Klaassen, 1994)

4.1 Efecto Téxico Local.
Es aquet que ocurre en el lugar del primer contacto entre el organismo vivo

y of agente quimico. Es el caso de las quemaduras por &cido o la iritacion de las
vias respiratorias por exposicion al amoniaco.
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4.2 Efecto Toxico Sistemico.

Para que este efecto se manifieste, se requiere que el agente toxico sea
absorbido y distribuido a un lugar distante del sitio de ingreso, donde se produce el
efocto. La mayoria de los agenies quimicos producen un efecto toxMico sistémico,
pevo en algunos casos, ademds de éste, puede haber un efecto locat.

Tanto el acetaldehido tomo el fonmaldehido producen imitacion severa del tracto
respialornio, ademés de inducir cambios hematologicos, siendo considerados como
posibles agentes quimicos Mstagénicos y teratogénicos.

Los agentes quimicos que producen toxicidad sistémica no producen igual
grado de toxicidad en todos los Grganos y generaimente se evidencia una mayor
toxicidad en solo alguno de los Srganos o tejidos. Estos silios son denominados
Grganos o tefidos blanco, donde un agente quimico determinado manifiesta su
iacidad. E) organo o tejido blando no es siempre el sitio donde existe la
concentracion mas elevada de 1a sustancia.

El drgano blanco mas frecuente involucrado en la toxicidad sistémica es el
sistema nervioso cenwral. También son importantes e sistema circulatorio, sangre
v sistema hematopoyético, drganos tales como rifion, higado, pulmon y en piel. En
los musculos v los huevos es donde se presentan con menor frecuencia los efectos
16xc0s sistémicos.

4.3 Efecto Reversible y efecto lireversible.

Engemral.elefedomersibieesaquelquedismhuyeoonlaeﬁrninadén
del agente quimico del organismo. Un efecto reversible verdadero no causara un
efecto residual cuando la sustancia que lo provoct es eliminada completamente del
organismo. Es el caso del uso de medicamentos cuando se administran en dosis
{erapéuticas. Que un efecto sea reversible depende del Grgano o sistema de que
seﬁate,delatom‘cidaddeiagauequimioo.ladmadéndelaemosidén.la
cantidad total de I3 sustancia en el organismo en un tiempo especifico, la edad y
en general el estado de salud.
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El higado tiene gran capacidad de regeneracién y la mayoria de los efectos
son reversibles.  £n la intoxicacion cronica por tetracloruro de carbono se produce
cirrosis hepatica imeversible, mientras que en la intoxicacidn aguda por este
compuesto. Bxiste regeneracion hepatica y los efectos son reveriidos. También en
&l nifion muchos de los efecios nocives son reversibles. En el caso del sistema
nervioso central, por & hecho de gue las células nerviosas no pueden ser
reemplazadas, of daio es imeversible. Las personas que presentan enfermedades
renales o hepdticas son mas susceptibles al efecto producido por un agente
quimico, sea éste reversible o imeversible, debido a gue Ja posibilidad de que esté
disminuida la capacidad de eliminacion de la sustancia del organismo o modificada
su biotransformacion.

4.4 Efecto Indeseable 0 Colateral.

El efecto indeseable o colateral es aquel producxdo por un medicamento gque
no es el efecto terapdutico esperado, cuando se adminisira el farmaco en las dosis
recomendadas. Por ejlemplo, fa sequedad en ta boca s un efecto colateral de la
atropina cuando es utiizada como medicamento.

No existe vna frontera bien definida entre lo que se consikdera efecto
indeseable en el uso de un farmaco y efecto realmente toxico. Algunos efeclos
colaterales de Jos medicamentos se pueden cosiderar como taxicos. En antibidtico
cloranfenicol puede producir anemia aplasica, leucopenia y trombocitopenia, lo cual
se considera un efecto taxico tardio producido por este medicamento ya que la
iMoxicacion ocure semanas después de haber intermumpido ef consumo de dicho

Los efectos carcindgenos de las susiancias quimicas por lo regular tienen
un largo periodo de latencia y a veces transcumen 20 0 30 ados para gGue sujan
neoplasias. Efectos tan tardios no pueden evaluarse durante un periodo razonable
de estudio inicial de una sustancia quimica, por o que existe la necesidad urgente
de crear pruebas confiables para la deteccién de dicha toxicidad y de vigiiar de una
manera sistemética los efectos a largo plazo de los medicamentos distribuidos en
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&l mercado v olras susStancias quimicas,

A Gn de saber si una sustancia quimica es o No Ul canginogeno quimico
genttoxico o noe genotdxicoe polencial para el ser humano, se realizan dos tipos de
estudios de laboratorio. Uno permite saber si la sustancia quimica es mutadgena o
no mediante la pueba de Ames, que uliiza Salmonella typhimunium y puede
defectar en dias carcindgenos genoloxicos (no promofores). El segundo tipo de
investigacion consiste en alimentar animales de faboratorio (ratones ¢ ratas) con la
suslancia quimica en dosis grandes durante loda ta vida, permitiendo detectar
promotores y también carcinogenos genotdxicos mediante necropsias y estudios
histopatologicos.

4.5 Alergia Quimica.

Es una reaccion adversa producida por un agente quimico como
consewendademasensibﬂizaciénpleviaporlasustanciaounaqueﬁeneuna
esfructura quimica simiar. No debe usarse ef témming hipersensible debido a que
se resefva esta denominacion para ‘el efecto que evidencias aquellas personas
situadas en of principio de una curva dosis-respuesta.  Por tanto, el término
reaccion alérgica o de sensibiizacion, debe ser utilizado para describir e estado en
qQue e5 necesania una exposiciin previa al agente quimico, para producir un efecto
a través de 1a formacibn de un anficuerpo.

La exposiion a un determinado agente quimico por un individuo
previomente sensibiizado a esa sustancia, produce una reaccion antigeno-
anticuerpo con las manifestaciones tipicas de 1a alergia, desde cutaneas hasta el
choque anafilactico.

4.6 Wiosincrasia Quimica.

Es una reactividlad anommal a determinados agentes Quimicos como
consecuencia de tna deficioncia genética. El efecto cuaktalivo es el mismo, pero
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se produce con dosis extremadamente bajas 0 extremadamenie aitas. Existe un
grupo de personas, por ejemplo, varones de raza riegra (cefca del 10%) presentan
anemia hemolilica grave cuando reciben primaquina. Es porque tienen deficiencia
de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa eritrocitica.  La resistencia regida por
mecanismos genéiicos a la accion anticoagulante de la warfanina se debe a una
alteracion en la epoxito reductasa de vitamina K (Klaassen).

Por taMo, los efeclos tdxicos de los fanmacos pueden ser clasificados Como
fanmacologicos, patokigicos o genoldxicos (alteraciones del ADN) ¥ su incidencia y
gravedad estan relacionadas, al menos en cierto intervalo, con la concentracion del
compuesto toxico en el organismo. Los efeclos farmacolégicos usualmente
desaparecen cuando la concentracion de una sustancia guimica en los tejdos es
disminuida mediante su excrecion por ¢l organismo.  Los efectos patologicos y
genolixicos pueden ser reparados. Si estos efectos son severos, puede
producirse la muerte en pooo tiempo; si una lesion mas sulil en e ADN no es
reparada, puede presentarse un cancer luego de varios meses o ahos en animales
de laboratonio o en una década o Mas en & hombre. Muchas sustancias no son
txicas por Si solas pero son aclivadas por biotransformacion en metabolitos
thxicos. La respuesia toxica depende, entonces, del equilibrio entre la velocidad
de formacion y la destruccion det metabolito toxico (Goodman y Gilman, 1994;
Goldstein y col., 1995; Kataung, 1996).

5. Introduccion de Drogas Nuevas

La mayoria de las drogas que se usaban en la medicina primitiva se
oblenian de las plantas. Estas sustancias natwales se empleaban como
infusiones, de cocciones o cataplasmas y Negaron a la medicina en forma
accidental o por medio del herborista. Las plantas utiizadas como drogas eran
bastante inocuas y relativamente libres de efectos toxicos o eran tan tdxicas que
sus efoctos letales eran bien conocidos (Paufus, 1982; Swinyard | 1992).

Las drogas que se usaron en la medicina del siglo XIX eran sustancias
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se produce con dosis exiremadamente bajas o exiremadamente aftas. Bxdste un
grupo de personas, por ejemplo, varones de raza negra {cerca del 10%) presentan
anemia hemolitica grave cuando reciben primaquina. Es porque tienen deficiencia
de la glucosa-6-fosfato deshidiogenasa eritrocitica.  La resistencia regida por
mecanismos genélicos a ka accién anticoagulanie de la warfarina se debe a una
alleracion en la epaxido reduciasa de vitamina K {Klaassen).

Por fanto, los efectos toxicos de los farmacas pueden ser clasificados come
fanmacoldgicns, patoldgicos o genotoxicos {alteraciones del ADN) y su incidencia y
gravedad estan relacionadas, 3 menos en cierto intervalo, con ka concentracion del
compuesto toxico en el organismo. Los efectos fammacoldgicos usualmente
desaparecen cuanda la concentracion de una sustancia quinica en los tejidos es
disminuida mediante su excrecion por el organismo. Los efectos patoldgicos y
genotéxicos pueden ser reparados.  Si estos efectos son severos, puede
producirse 13 muerie en poco tiempo; si una lesion mas sutil en el ADN no es
reparada, puede preseniarse un ciancer luego de varios meses o afios en animales
de laboratono 0 en una década o mas en el hombre. Muchas sustancias no son
toxicas por si solas pero son aclivadas por biotransformacion en metabolitos
toxicos. La respuesta toxica depende, entonces, del equilibrio entre a velocidad
de formacion y la destruecion del metabolito ioxico (Goodman y Gikman, 1994
Goldstein y col., 1995; Katzung, 1996).

5. Introduccion de Diogas Nuevas

La mayoria de fas drogas que se usaban en la medicina primitiva se
obtenian de las plantas. Eslas sustancias naturales se empleaban como
infusiones, de cocciones o cataplasmas y Megaron a la medicina en forma
accidental o por medio del herborista. Las plantas utiizadas como drogas eran
bastante inocuas y relativamente libres de efectos téxicos 0 eran tan tdxicas que
sus efectos letales eran bien conocidos (Paulus, 1982, Swinyard , 1992).

Las drogas que Se usaron en la medicina del sigio XIX eran sustancias
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naturales que se extraian tal como estaban de ias plantas, animales y minerales.
Los principios aciivos fueron aislados y adoptados en medicina en gran medida en
forma empirica. Por ejemplo, el opio y la morfina se usaban para pakiar el dolor; la
digital v otros ghucosidos candiacos en el manejo de la insuficiencia cardiaca y el
edema y la quinina en el tratamiento de! paludismo. Aunque estos agentes o
algunos de sus derivados sinéticos todavia se usan, primero se utilizaron en el
hombre sin previa evaluacion de laboratorio (Paulus, 1982; Swinyard, 1992).

Con el advenimiento de 10s nuevos métodos de 1a quimica organica en las
Oltimas décadas del siglo pasado y las pimeras de éste, se pudo elucidar la
estructura de los productos naturales farmacolGgicamente activos y sintelizar el
principio activo 0 una moléouda modificada que conservaba las propiedades
fammacologicas de la sustancia original. Con posterioridad se procurd sintetizar
moldculas en las que Se preservaban © se acenluaban las propiedades
famaeologicas del producto original, pero reduciendo los efectos colaterales
toxicos. Esto condujo a fa sintesis de agenies con estructunas novedosas cuyas
propiedades fanmacologicas se determinaron mediante estudios en animales de
laboratorio. Esle enfoque resultd ser muy provechoso y condujo a millares de
potentes drogas sintéticas nuevas (Paulus, 1982, Swinyard, 1992).

En sus inicios, la’ Adiministracion de Ajimentos y Famacos (FDAY no
contenia ningdn control sobre la inroduccion de drogas nuevas.  Simplemenie
decia que s drogas transportadas en el comercio interestatal no podian estar
adulteras ni roluladas de manera engaiiosa. Fue la industria fanmacéutica la que
inicit los ensayos preclinicos de [as nuevas drogas en ammales de laboratorio.
Con ol comer de s allos las pruebas de laboratorio destinadas a verificar la
eficacia y ta toxicidad mejoraron de manera incesante (Paulus, 1982, Swinyard,
1992).

La primeva legistacion especifica encaminada a salvaguardar la inocuidad de
tas drogas fue desencadenada por una tragedia, 13 comercializacion de un elixir de
sulfandamida en dietilenglicol. Esto hizo que se modificase la Ley de Alimentos,
Drogas y Cosméticos en 1938. para requenr que las fumas que proyectasen
comernciakizar un nuevo producto farmacautico debian presentar una Solicitud para
Drogas Nuevas {New Drug Appication, NDA). Esta ley establecié que, para que
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se pueda aprobar la comercializacion de una droga, se debe demostrat que es
innocua al utitizarla de fa manera que se indica en las instrucciones. No hacia faita
demaostrar que la eficacia que se Je alribuia era real (Swinyard, 1992).

A descubrirse un nuevo material con probable actividad como droga, debe
hacerse el aislamiento y purificacion del principio active antes de emprender la
caracterizacion quinvica, fisica y biologica inicial, ésta se facilita mucho con los
diversos instrumentos sofisticados gue fos quimicos tienen en la aclualidad. Los
instrumentos y 1écnicas come espectromelria inframoa, uliraviclelz v de
resonancia magnética nuclear, difraccion de rayos X, dispersion rolatonia oplica, ‘
cromatogralia liquida de alla resolucion, espectrometria de masa, polarografia, v
olros adelantos tecnoligicos, han mejorado enormemente la exaciitud y celendad
con que se pueden detenminar las formulas estructurales. Formulas estructurales
que hace 25 alios requerian los esfuerzos combinados de cuatro o cinco quimicos
v sus colaboradores durante 3 o 4 aiios, en la acluaidad se identifican en pocos
dias o semanas (Paulus, 1982, Swinyard, 1992).

Cuando s& ha caracterizado una cantidad adecuada del material y se ha
aseguiado su pureza, se somele a una senie de prusbas bioldgicas destinadas a
detectar aclividad fecapéufica en vasios aspecios. La mayoria de estos
procedinvientos de selection preliminar se realizan en el animal intacto, pero se
hacen pruebas in vierto para detectar fijacion a los receptores, aclividad antibitica
y actividad anflumoval 0 antivieal. Las drogas ifiles deben ejercer un efecto
terapéutico dentro de Una gama de dosis que esté desprovisia de efectos toxicos e
influya poco sobre 105 procesos corporales nommales.  El margen de soguridad
ampho en animales de expermentacion es una propiedad deseable poriue sugiere
que ta droga se potiia usar sin pekgro en el ser humano (Pawlus, 1982; Swinyard,
1992; GGoldstein y col., 1995).

A los estudios clinicos de drogas nuevas en el ser humano se les divide en
cuatro fases:

Fase | Farmacdogiadinm.eselensayomebsoﬁioialene!hombmnomal
(zoasﬂ)mesonwolmmiosenloscualwaedetermifwélaaeﬁvidad
farmacolbgica de absorcion, distibucion, niveles sanguineos, biotransformacion y
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excrecion. Asi como los efectos sobre sistemas organicos efectores como higado,
fifdn, médula Gsea y corazon (melabolisma)

-Fase II. Investigacién clinica, se relaciona con observaciones mas detaliadas de
los efecios de la droga en personas que sufren la enlidad o sindrome patoldgico
(100 a 200} en & cual se anlicipa que la droga ha de ser Gtil. Los datos aobtenidos
oonatapeweﬁamnﬁdaddepadent&yhsmmgidosentosesmdiosdeia%se
| son evaluados por la junta asesora de la compafiia y se decide la conveniencia
de someler a 105 estudios mds intensivos y costosos que se requieren en la Fase
n.

Fase ). Ensayos clinicos, que consiste en estudios amplios destinados a
establecer si la droga es de utilidad dinica en ef estado de enfermedad o sindrome
ana!queseaﬁunameesaﬁmzysemalizap«medioﬂeestudbsdetoﬁddad
a&nﬁenanina&esdelabomtuﬁoenunaespeciedemedoryotranomedompor
un flempo semejante al que se ha de administrar la droga a seres humanos.
También o5 en este momento se inician los estudios de reproduccion y fertilidad
asi como su potencial de inducic anommalidades en el felo en vias de desamolio
(leratogénesis). Muchas compaiiias realizan estos estudios al mismo tiempo que
se ensayan las propiedades muligenas de 1a droga. Una vez mas hay que decdir
si se contindian o no bos estudios con la nueva droga.

-Fase V. Ensayos clinicos posteriores a la comencializacion, solo se hacen una
vez que la FDA ha aprobado la NDA. Estos son estudios a largo plazo (10 afios o
mas) dirigidos por médicos pertenecientes a la compadia farmacéutica. Los
farmacilogos clinicos suelen disigiv fos estudios de las fases 1y Il en un ambiente
hospialaﬁo.nienhasquehsesmdiosdelafaselll.mesmnsupemonemeabs
finales de [a fase 1l, son dinigidos por médicos de la compaidiia farmacéutica y se
utiizan los servicios de clinicos especializados en 1a enfermedad en particular y
esténadsaiptosamoerdmméﬁicomﬁversﬁaﬁo,hospﬂaldooemeodinha
privada. En los ensayos clinicos de poscomercializacion de la fase IV participan
vanos clinicos en todo el ambito comercializado aprobado.
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La mutacién celular inducida por la droga conduce a la muerte de la célula
afectada o a la formacion de un tumor. Por consiguiente, se acostumbra estimar la
mutagénesis asi como ka teratogénesis o carcinogénesis en el momento en que se
inician tos estudios de toxicidad subaguda. La prueba mulagena positiva suele
hacer que se desisia de seguw trabajando con la sustancia invesligada. Los
estudios de toxicidad subaguda tienen 1a finalidad de delerminar la gama de dosis |
que pueden emplearse al administrar la droga en forma prolongada y a revelar |
posibles efectos sobre el crecimiento y fa funcion de fos Organos del animal
{Padus, 1982; Swinyand, 1992; Goldstein y col., 1995).

Al completarse los procadimientos de seleccion preliminar, los estudios de
toxicidad aguda y subagida y los experimentos metabdlicos preliminares, la junta
asesora cientifica de la Compaiiia vuelve a revisar todos los datos experimentales
y decide si la droga es o suficientemenite promisoria como para que se justifique
un ensayo clinico.  Si decide que si, se debe Hlevar a 1a FDA una solicitud para
emprender este ensayo. Ademds se dispone lo necesario para iniciar los estudios
sobre toxicidad crénica.  Estos estudios suelen hacerse simultaneamentie con el
ensayo clinico, pero deben iniciarse por lo menos 13 semanas antes de 0s
ensayos dlinicos prolongados. Los esiudios de {oxicidad cronica se suelen hacer
con dos especies (ratas y perros) y pueden durar 2 afios 0 Mas, segun el uso que
se piense dar a ta droga. Es necesario incluir en los estudios suficientes animales
como para poder sacrificar algunos, al cabo de 6 y I2 meses a los efeclos de
reakzar estudios macrosoipicos e histomorfoldgicos de diversos tejidos, ademas
de s estudios quimicos y hematologicos periodicos y de las observaciones
diatias. Al cumplirse el periodo experimental los animales se sacrifican y se hace
el examen macroscopico y aucroscopico de sus Giganos intemos (Paulus, 1982;
Swinyard, 1992; Goldstein y col., 1995).

Laserm:dasKelmvar-HmnsdeWSanetmlaﬁnahdadde
salvaguardar al pibkico y evitar ofra tragedia con drogas. La FDA dispuso que las
mevas entidades quimicas (NCE) fuesen sometidas a ensayos preclinicos con
pruebas sobre mutagenicidad, teratogenicidad, carcinogénesis y toxicidad a largo
plampuo,enparﬁuﬂar,quahswmdiosdiricospmveyesenmésdetﬂs.




controles y documentacion de los resuliados.  Ademds, las incesanles presiones
del Congreso y de la AAD condujeron a ia adopcion de tas Disposiciones sobre
Buenas Practicas de Laboralorio (Good Laboratory Practice Regulations),
propuestas en 1976 y aprobadas en junio de 1979 (Paulus, 1982; Swinyard, 1992).

Al enfrar en vigencia fa eamienda de 1962 se registiaron aumentos
especiacukwes en el iempo requerido para completar la fase preclinica. Por
consiguiente, 1a duracion efectiva de la patente para NCE disminuy6 de 16.3 afios
en 1960 a 6.8 aflos en 1981 y al mismo tiempo se produjo una disminucion del
60% en la cantidad media de NCE presentadas por aiio en la FDA (89 a 35) yuna
disminucion de) 64% en la cantidad media de NCE-NDA aprobadas para
comerciakzar (36 a 14). Aunque es dificil definir con exactifud 1as razones de estos
cambios, habrian sido inporantes los factores econdmicos (costo de la
ivestigacion en funcion del rendimiento previsto sobre la inversion), las
reglamentaciones excesivas y fas exigencias cientificas (Swinyard, 1992).

A los efisclos de corredir este alraso, la FDA {1982), ha modificado sus
reglamentos que rigen la aprobacion gubermamental de las drogas nuevas para
uso humano. Los beneficios de estos cambios comprenden la economia de
fiempo, dinelo y recursos, pexo lo mas importante es que unas 200 000 personas
se habrén de beneficiar por afio con drogas nuevas importantes que estaran a su
disposicion mas proito que bajo fas disposiciones y reglamenios anteriores
(Swinyard, 1992).

6. Epitepsia

Eneldesanoﬂqdefémmose:dstelabﬁsquedadelmejorymésdﬁl
medicamento para el tratamiento de diversas enfermedades (Eluani, 1992). La
epilepsiaafedaporlomwsaz.SmiﬂormdepersonasenlosEEluu.(Garcia,
1997) y a unos 20 a 40 millones de personas en todo ef mundo (Rall y Schierfer,
1934). La enformedad 85 mas comm en nifos que en adultos, con una
prevalencia de 8 por 1,000 nifos de 7 afios (Smith y Reynard, 1993).

En México, mas de un milldn y medio de personas padecen epiiepsia
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controles v documentacion de los resultados.  Ademas, las incesantes presiones
del Gongresa y de fa AAD condujeron a la adopcion de las Disposiciones sobre
Buenas Practicas de Laboraiorio (Good Laboratory Practice Regulations),
propuesias en 1976 y aprobadas en junio de 1979 {Paulus, 1982; Swinyard, 1992).

Al enirar en vigencia la enmienda de 1962 se registraron aumentos
espectaculares en el iempo requerido para completar la fase preclinica. Por
consiguiente, la duracion efectiva de la patente para NCE disminuyd de 16.3 afios
en 1960 a 6.8 afios en 1981 y al mismo tiempo se produjo una disminucion ded
60% en la cantidad media de NCE presentadas por afio en la FDA (89 a 35) y una
disminucion ded 64% en la canfidad media de NCE-NDA aprobadas para
comercializar (36 a 14). Aunque es dificil definir con exactitud las razones de estos
cambios, habrian sido importantes los factores economicos (costo de la
iwvestigacion en funcion del rendimiento previsto sobre fa inversion), las
reglamentaciones excesivas y las exigencias dientificas (Swinyard, 1992).

A los efectos de comegir este atraso, la FDA {1982), ha modificado sus
reglamentos que figen Ja aprobacion gubermamental de las drogas nuevas para
uso humano. Los beneficios de estos cambios comprenden la economia de
tiempo, dinero v recursos, pero lo mas importante es que unas 200 000 personas
se habran de beneficiar por afio con drogas nuevas importantes que esiaran a su
disposicion mas pronto que bajo las disposiciones y reglamentos anterores
(Swinyard, 1992).

6. Epllepsia

En o desamolio de fwmacos existe la bisqueda del mejor y mas dtil
medicamento para ef tratamiento de diversas enfermedades (Eluani, 1992). La
epilepsia afecta por 1o menos a 2.5 mitiones de personas en los EE.UU. (Garcia,
1997)yamo520a40niﬁormdepersonasentodoelmundo(RaHySdﬂeifer,
1994). La enformedad ©S MAs comin en nifios que en adultos, con una
prevalencia de 8 por 1,000 nifios de 7 aiios (Smith y Reynard, 1993).

En México, mas de un millon y medio de personas padecen epilepsia
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(Garcia, 1997). Sin embargo, no somos los dnicos susceptibles a padecer ese mal
al que en olros tiempos se le alribuys orgen divine. Individuos de todas fas razas
y edades son posibles candidatos a perder contaclo con su medio, desmayarse,
oonvulsionarse ¢ ausentarse mentalmente y hasta fomarse agresivos, cuando en
su- cefebio se produce una descarga eléctrica anoimal en célufas nerviosas
lesionadas (Rubio y col., 1989; Rall y Schieifer, 1994).

La palabr epilopsia se deriva de una preposicidn griega v un verbo
imegutar. Quiene decir "ser sobwecogide bruscamente”, "ser afrapado”, ¢ "aige que
cae buscamenie sobre of individuo™. Clinicamenie se fe define comoe un
padecimiento crinico caractesizada por la presencia de crisis continuas de la vida
de una persona (Rall y Schieifer, 1994).

El términoe epilopsia s una designacion general para un grupo de frastomos
del sisiema nervioso central {SNC) que tienen en comiin la repelicion de episodios
sibitos y ftransitorios (crisis) de fendmenos anommales de ongen motor
- (convuAsiones), sensofial, autdnomo o psiguico. Las crisis casi siempre estin
comelacionadas con descargas anomales y excesivas en el cerebro que pueden
ser registradas en un elactroencefalograma (EEG) (Flores, 1989; Smith y Reynard,
1993; Rall y Schieifer, 1994).

Et conocimiento de las eplepsias es muy anfiguo ¥ s& ha descrito en
distintas formas, de acuendo a la cultura y costumbves de la época. Para ks
romancs efa enfeimedad sagiada y si ocurmrian crisis dwante reumones o acios
elactorles, dstos se suspendian. Al respeclo, Hipscrates (468-377 a. C) escribid
“La Enfermedad Sagrada™ pimer tratado sobre fa epilepsia, donde el padre de la
madicina situaba el onigen del mal en el cerebro e incluso fue uno de los pioneros
al descublir variaciones generalizadas y focales. Algunas centuias después,
Galeno (129-199 d. C.) describid a la epiepsia como una enfermedad
caracterizada por pérdida intempestiva del conocimiento, acompafiada de
conwvuisiones {Rubio y col., 1989; Makionado, 1952).

En México, Martin de 1a Cruz, médico azteca del siglo XV, hizo algunas
referencias en o Codice Badiano (1556) al tratamiento de la epilepsia.  Sin
embargo, fue hasta 1802 cuando Herberd anotd algunas caracteristicas clinicas
que se presentan en forma diferente en nifios y adultos.  Jean Etiene Dominique




Esquirol, propone en 1815 los temminos “gran mal” y “pequeiic mal", los cuales
actuakmente ya no tienen validez. Apenas en 1989 fue aprobada la clasificacion
modema de las epilepsias, fas cuales en un PANCIIO se dividen en dos grandes
grupos: crisis parciales y generafizadas. De ahi se ramifican al menos 30
subcategorias. La electroencefalografia introducida por Hang Berger en 1529,
pemnitio observar el primer registro gréfico de la corteza cerebral, responsable de
todas las funciones conocidas: memoria, facultad de pensamiento, conciencia, etc.
y que contiene fos centros para 1a vision, oifato, audicion, equilibric, tacto, gobiema
muscular, entre odras (Rubio y col., 1989; Maidonado, 1992).

Numesosos estudios han establecido que la actividad elécirica del cerebro
normal se registra en forma de ondas, Yas cuales segln su forma y frecuencia se
describen como ritmos alfa, beta, tetha y delta. Las descargas eléclricas, en este
casa de las células nenviosas ,se producen a intervalos regulares y no en forma
continua. En las crisis epiéplicas ocutre todo Jo contranc. Durante ellas las
descargassemyfsﬁansinuﬂélMMeendelemﬁnadomhmdeoémlas
cereblﬂm.haﬂmﬂejaeneleﬁeamemefabgramaporlaapmcﬁndeaﬂas
cerebrales anomales, amphias, treves y puntiagudas, como se fuesta en la
figura 2 {(Rang y Dale, 1992).

Fig. 2. Registros Encafalogrificos et Is Epflepsia.

8. ALque QRDBNRIZAIO (Gren mki.
A Nornal dﬂtlpowbrﬂw:toninn

RmEEGmhML-mM(F).mmyW(O)mm
hemisferios. [Rang y Dele, 1992).
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Dichas descargas, susciladas sin razén aparente, pueden extenderse de
subite, 2 una velocidad explosiva desde las neuronas lesionadas a otras partes del
cerebio y Supmic por minutos sus funciones. Es estonces cuando se pierde 1a
CONGIencia & incluso aparecen espasmos (Rang y Dale, 1992).

Los ataques opléplicos comienzan frecueniemenie con  sinlomas
tocalizados, por ejemplo; calambres en la mano, gito subito de la cabeza o de los
ojoshaﬁaunlaﬂo:obiensapmemansensadmesﬁpedal&etamOam
embotamianto 8n tha parte dol cuerpo, destelios de luz o sensaciones peculiares
da olfato y gusto {auras). En ocasiones los sintomas son subjetivos y de dificil
descripcion: abemacion del pensamiento, sensacion sibita de bienestar o
compasién, etcitera. (Rubio y col., 1889; Makdonado, 1992).

Todos estos sintomas precoces indican el lugar del cerebro donde se
onigina fa excitacion patoldgica. £t ataque se detiene o extiende hasta provocar
desmayos y convulsiones genarlizadas 0 bien, éstas pueden preseqtarse sio
mayor inimite (Malkdonado, 1992).

La epilepsia os catalogada comeo sindrome (conjunio de sintomas) y a
mdglasanm,dmﬁesiempresemsuoﬁgenydeawerdo
a las safiales que las acompadian es factible establecer prondsticos, puede tener
nUMerNsas causas y adomis se desoonocen los cambios que sobrevendian
durante su curso {Rubio y col., 1989; Malkdonado, 1992).

! tratamionto casi siempre tiene éxito en 80 por ciento de los casos, cuando
elpaciemeobedecealpiedela!ehatasmstmmresdewmédioo. Al
mfamaws(mdnmbeeﬁstenodnanﬁep%pﬁoosdepﬁmlim)
Gnicamente se controta el sindrome. Al ofro 15 por ciento se le debe admintstrar
combinaciones de dos o fres medicamentos y ef cinco por cCiento restante sofr
tratables mediante intervenciones quinirgicas (Maldonado, 1992; Poitor y Meldrsm,
1996).

Laepiiepsiatieneunafreeuemiaoonsidembled%deelpuntodevista
epidemidégiw.mediaﬁemﬂbsestadisﬁcossehawenﬁﬁmdoqueennuesw
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pais, aproximadamerie el dos por ciento de (a poblacion padece ese problema y
aunqgue parece una cifra pequeiia, si se obtienen niimeros absoiutos tan sdlo en [a
Ciudad de México, en la cual habitan 18 miliones de personas, se obtienen 360 mil
epiléplicos (Matkdonado 1992).

Por elle, en 1986 se hicieron gestiones ante la Secrefaria de Salud {SS) y se
consiguio que 1a epilepsia fuera considerada como un padeciriento prioritario,
dado su impacto social y economicn.  Asi nacid el Programa Prioritanio de
Epilepsia, ef cual ya cuenta con doce centros de atencion integral.  Cinco de ellos
se localizan en fa Ciudad de México y, to0s demas se encuentran diseminados en
San Luis Potosi, Moreka, Puebla, Durango y Toluca (Maldonado, 1992).

Dicho programa, en coordinacion con el Centro de Investigaciones y
Estudios Avanzados (CINVESTAV} del Insfitufo Politéonico Nacional (IPN), (a
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), Escuela Nacional de Ciencias
Biclogicas (ENCB-IPN) y otras instituciones mas, auspician e} desamolic de la
investigacion en nuevos famacos, con los cuales se espera oblener
medicamentos accesibles economicamente para muchos enfermos que no pusden
continuar sus tralamienos ante su elevado costo (Maldonado, 1992).

Las dramaticas manifestaciones de las crisis epiéplicas han motivado a
hombres de ciencia de todos los liempos a buscar incesantemente: el tratamiento
adecuado. Paracelsus (14934541) fue uno de los primeros en utilizar el acido
sulfiico para wifigar los suffimientos de presos por ef supuesto mal divino (Rubio
y col., 1989, Maldonado, 1992).

Cuando comenzd el sigio XiX, se utilizaron sales de cinc, cobre, iodo, asi
como opio, morfina ¥y belladona. En 1857, sir Chardes Lockoc fraté algunos
pacientes con Ivomuro de potasio, & cual inhibe ka libido (Rublo y col., 1989;
Maidonado, 1992; Porter y Meldum, 1996). Un afio después, Clouston demostrd Ja
efoctividad de dicha sustancia en 29 epiéplicos, en los que disminuyeron
considerablemente las crisis (Rubio y col., 1589; Maldonado, 1992).

En el siguiente paso en la ferapia anticonvilsiva ocurmio en 1912, cuando se
obltuvieron algunos Exitos ¢on it sedante denominado fenobarbital. Para 1937, se
inicid una investigacion sistematica con diversas drogas parecidas a dicho sadante
{(Maldonado, 1992;Porter y Moldrum, 1996).




En las (Mimas décadas, diversos farmacos han probado su wvilidad en el
tralamiento de epllepsias. Uno de efios, casi siempre idenlificade como DFH
(difenithidantoina, Ditantin) es aln de los mas utilizados. Sin embargo, estudios en
taboratorio han revelado que ese anliconvuisivo reduce (a habilidad mental,
provoca defecios on columna vertebral, enfermedades congénitas del cocazdn,
labio y paladar hondido y otras anonmalidades craneanas asi como del esqueleto
{Lander y Eadie, 1990; Maldonado, 1992; Chamorro y Salazar, 1396; Porter y
Meldrum, 1995).

En México, investigadores del Instituto de Neurologia y Neurocirugia,
realizan proyecios encaminados a detectar nuevos y mejores famacos, pues
desgraciadomente, los uliizados hasta hoy, ocasionan efectos colaterales
adversos, como lesiones en estructinas cerebrales, hepdticas, en el bazo o en fa
produccidn de oflulas sanguineas (Matdonado, 1992).

Otros problemas se originan por la administracion sistémica (via sanguinea,
oral, muscular 0 peritonaal). Con ella, se imiga practicamente a todo el organismo
con anticonvulsivos para alcanzar una dosis adecuada en el sistema nervioso, 1o
cudl puede parecer absundo, si s foma en cuenta que aquéllos deben dirigicse a
una region especifica del cerebro y no al corazdn o al higado (Maldonado, 1992).

Uno de los objelivos mis importantes para esios investigadores, €s
administrar farmacos an la regidn especifica del cerebro donde se va a disminuir la
actividad epiéptica o bien, incrementar los propios mecanismos inhibitotios del
organo. Asi se evitaria también imigar innecesariamente otras de sus areas sanas,
las mismas que pueden volverse aun mas epieptogénicas a) recibk, sin causa,

Achiaimente fa tecnologia, e conociniientc del sistema nervioso y la
expanencia de los newociujanos brindan fa posibilidad de abordar cualquier sito
det sistoma nervioso mediante la ciugia esterotixica (situar un punto en e
espacio).

Enbre fos punfos de accion donde supuestamente se ¥evan a cabo las
acciones de los famacos se encuentran la amigdala y el hipocampo {sistema
limbico), se sabe que ellos son ks responsables de aproximadamente & 50% de
fas crisis. Sin embargo, ef problema mas importante se sitda en & 10bulo temporal,
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aqui, el sujelo tiene manifestaciones de lengleteo, movimientos muscufares en las
manos, e mcluso agresividad (Maldonado, 1992).

£n cuanto a fa actividad anliepiléptica generado por el mismo cerebro, se
sabe que la susiancia negra o la formacion reticular son capaces de influida y
hasta detenerda. Segin el docior Alvarado (investigador del Instituto de Neurclogia
y Newrocinugia), es posible utilizar a s mismos newrgtransmisores que son las
sustancias producidas por el cerebro encargadas de Mevar mensajes de una
newona a otra para wnhibir un ataque, tal es el caso de fa dopamina [(Maldonado,
1952).

Existen otras sustancias quimicas en las que los cientificos tienen puestas
SUS esperanzas. Algunas ya son conccidas, sin embango, se les trata de obtener
mayores veniajas, mienras olras son tofalmente novedosas. Los expenimentos se
realizan sobie todo en satones, por ef enome conocimienio que se tiene de su
estrucliva cerebral y porque en cierta medida tienen relaciones anatomicas con el
humano (Paulus, 1982; Maldonado, 1992). En esos "raionciios de indias” se
incrementa la excilacion newonal a pariir de estimulos dianos, veves, repetidos,
hasta que se produce I3 descarga epléptica (sistema kindling). Existen otros
modedos mds estudiados en los que se simulan convuisiones con sustancias
guimicas o electroshocks {Paulus, 1982; Malkdonado, 1992; Rall y Schieifer, 1994).

6.1 Farmacos Anficonvulsivoes.

Enire los factores que se deben considerar en (a planeacion de drogas se
encuentran los que indervienen on su modificacion molecular (metabolismo) y en su
distribucion. Asi, para las drogas con actividad anticonviuisionante que deben
adtuar en ol sistema neniosa central, se debe planear una estruchsa quimica con
caratietisticas tales que la solubiidad anticipada sea favorable a los lipidos, pero
conservando una moderada solubiidad en el agua (Carvajal, 1989).

Los medicamentos anticonvulsivos se emplean primotdialmente en ¢l
ratamiento de la epilepsia, pero también son eficaces para conbrolar las
convilisiones debidas a ofras causas, por ejemplo, fumores infracraneales,
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traumatismos o uremia. Debido a que fa mayor parte de 05 pacientes que son
teatados por estados epilepticos reciben mas de un medicamento y ef tratamiento
contintia por muchos aros, la toxicidad crdnica de los medicamentos
anticonvulsionantes es de particular importancia (Meyers y col., 1682}

Cada anticonvulsivo tiene indicaciones para trastomos especificos segun et
fipo de ataques, convulsiones 0 ataques apopléticos.  Las convuisiones o alaques
puaden ser de ofigen desconocide (idiopatico) o secundarios a alguna condicion
ofganica 0 adgiirida.  Cuando se conoce la etiologia de los ataqjues, a moehudo e
tratamiento se dirige también hacia la causa subyacente (Orizaga, 1987).

Los anticomvulsivos previenen o reducen la frecuencia o gravedad de los
ataques de epiepsia idiopdtica o los ataques secundarios a medicamentos,
hipogiucemia, hipomagnesemia, meningitis, eclampsia, encefalitis, sindrome de
retiro dal alcohot o lesion cerebral relacionada con uh accidente.

Por 1o general, los anticonvulsivos se absorben blen en el aparaio
gasirointestinal y se distribuyen extensamente en los tejidos, mcluyendo el sistema
nervioso central.  Metabolizados por el higado, se excretan por los hifiones
{Osizaga, 1987).

Los agentes anliepilépticos perenecen a diversas clases quimicas. La
mayoria de los fanmmacos emploados antes de 1965 estan relacionados
estrechamente desde e punio de vista estructural con el fenobarbital, el miembro
més antiguo de esia clase terapéutica. Entre ellos se encuentran las hidantoinas,
los desaxibarbitinicos, las oxazolidindionas y las succimidas. Los agentes
immoducidos  después de 1965 incluyen las befzodiazepinas (clonazepam y
clorazepato), un iminoestilbeno (carbamazepina) y un acido carboxilico de cadena
ramificada (&cido valproico). Se han publicado recopiaciones de las relaciones
estwciua-actividad de ésias y ofras clases de compuestos. En laboratorios
industriales y mediante el Antiepileptic Drug Dovelopment Progeam of Nationat
Institvie of Newological and Communicative Disorders and Stroke se hah
estudiado muchos mies de compuestos (Rall y Schieifer, 1994).



6.2 Mecanismos Celulares de 13 Epilepsia

la anommalidad neurconal que subyace en la epilepsia no se conoce
completamenie.  Debido a la imposibiiidad de realizar estudios detallados en
pacientes epilépticos humanos, se estdn estudiando diferentes modelos de
epilepsiaenanilﬁales. £ntre los animales utilizados se incluyen una gran variedad
de razas genéticas que muesiran caracleristicas similares a las de la epitepsia, por
ejomplo un ralbn que sufre convulsiones leves en respuesta a determinados
sonidos, mandriles que tlenen crisis inducidas por medio de estimulos luminosos y
pemos beagles que heredan genélicamente una anomalidad muy simitar a ia
epiepsia humana {Rang y Dale, 1992),

Los intentos para encontrar una base neurcquimica comin pan la epilepsia
hmmana y ia experimental no han sido fructiferos, avnque se han encontrado
agunos indicios.  La biisqueda se ha cenfrado de forma primordial en el posible
d6ficit en la transmision inhibitoria mediada por el acido gamma-aminobutinco
{GABA), glicina o tauring, o en la hiperactividad de un transmisor excilatonio, tal
como glutamato o aspartato (Rang y Dale, 1992; Smith y Reynard, 1993). los
estudios sobre el contenido en aminoacidos de dreas de la coneza extirpadas en
pacientes con epilepsia focal sugieren que es el foco en si mismo el que es, de
alguna manerm, deficiente en ghfamato, mientras que los niveles de glutamato son
supetiones a 10 normal en 1as Sreas que lo circuondan, zonas que pueden fenver un
papel durante tas crisis. El contenido de GABA no se afecta. Asimismo, parece
que no exisien aleraciones importanies en la aclividad de las enzimas que
intervienen en ta sintesis o degradacién de los amincacides, ni en el ramero de
receplores de ghitamato o GABA, tanto en el cerebro de los pacientes como en
vanos modelos de epiepsia en animales.  No existen pruebas directas evidenles a
favor de que tna anommalidad en la transmision aminoacidica fuera la causa
subyacente de ia cisis (Fig. 3)




Fig. 3. Anormalidad ea ta Transmision Aminoacidica

RECEPTOH

GS, ghstamina sinketasa; aifa-KG, alfa-cetogiutarato; SAA, semialdehido succinico
Tapia, 1979

6.3 Macanismos de Accion de los Farmacos Antiepiléphicos.

Los finacos anficonvulsionantes de usc comun actian preferentemente;

-Reduciendo 1a excitabilidad eléctrica de las membranas celulares, posiblemente a
travée de un bloqueo dependiente del uso de los canales del sodic.
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-Favareciendo la inhibicion sindptica mediada por GABA. Esto puede conseguirse
por una mayol accion postsinaptica del GABA, inhibiendo 1a GABA-transaminasa,
o con famacos que tengan actividad como agonistas del GABA directos (Rang vy
Dale, 1992).

Se conocia gque en algunos estados convulsivos se hailaba alterada Ja

biosintesis del GABA y que la adaenistracion de dosis altas del mismo tenia una
clary actividad anticonvilsionante.  La razdn para adminisirar dosis attas del
aminbacido se atfibuye a la baja permeabilidad de la barrera hematoencefalica
para el GABA. ElI andlogo ciclico del GABA (la Z-pinolidiona) presenfa una
actmdau anticonvidsionante mayor que la det GABA aparentemente porque
penefra mejor ta bamera hemaloencefalica y es hidrolizado in sif a dcido gamma-
aminobutirico (GABA] (Carvajal, 1989).
También se sabia que la principal via catabdlica de GABA es la transaminacion
con o acilo alfa celoghstanico y que la inhibicion de esta meaccion con i3
hidepilamina o el dcido amincoxiacético produce un aumento en 1os niveles del
GABA v contramresta ol efeclo convuisionante de varios agentes, aunque (a
méxima accion anticonvulsionante no coincide con el nivet GABA cerebral mds atto
{Carvajal, 1989).

Con base en Jo antenor, cabe pensar que seria posible obtener un efeclo
anliconviisionante si se inhibiora 1o fransaminasa del GABA.  Se planed la
preparacion de compuesios andlogos de! aminoacido con sustituyentes en ia
pasicion gamma, que Al inlvbir a la ransaminasa de la indispensable expulsion de
un proton del dtomo de carbono vecino al grupo amino evifaria la transaminacion.
Asi, se proyecth sintefizar fos coinpuestos con sustituyentes hidrofébicos efilo y
forile on o carbono gamma, para que pemmitioran la formacion de uniones
hidrofobicas v tambion para disminir Ia excesiva polaridad del GABA, que limita su
penetracion a través de la barera hemetoencefilica por libre difusion. La sintesis
se levd a cabo por:

a) Una condensacion de Stobbe entre e succinato de diefilo v la | la

propiofenana y la benzofenona;
b) La descarbetaxilacion a los aducios por medio del tratamiento con
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Acido bromhideicn y obtencion de las lactonas (gamma {actonas
comespondientes) y

¢} La formacion de las factamas por tratamiento fiquido a presion en una
autoclave {bomba pan} {Carvajal y ¢ol., 1964; Carvajal, 1989; Meza-Toledo
col., 1990)

El Dr. Carvajal, autor de jos compuestos originalmente designadoes como 5-
eiil, 5-fonil, 2 piTolidona (denominada EPP) y el andiogo con grupe metik en vez
de etilo, al que se #amd MPP, y cofaboradores demosiraron que esfos nuevos
famnacos poseian una marcada actividad anticonvuisionante en animales de
experimentacion (Cavajal v col, 1964, Martinez de Muiioz y Oscos, 1977;
Velasco-Sudrez, 1979).

Ea 1981 Castellano v colaboradores confirmaron la  estructura de
hidmyiamida acichica por difraccion de rayos X y la designaron 4-hidrox, 4-fenil-
hexanamida. El autor de estos compuestos, al considerar que forman pare de una
serie de hidroxiamédas aciclicas, propone que el antes denominado EPP debe
Hamarse 4-tidrox, 4-etil- 4-feril butiramida (HEPB),

Posteriommente se sintetizaron dos homologos infefiores del HEPB: el 3-
hiroxi, 3-etil- 3-fenil propionamida (HEPP) y e 2-hidroxi, 2-etif, 2-fenil acetamida
(HEPA) cuyas estructuras quimicas se muestran en la Fig4 (Meza-Toledo y col.,
1990), los cudles han sido evaluados por su poder anticonvulsionante ante varios
modelos de epilepsia experimental en donde los fres compuestos han demostrado
tener un amphic espectio de accion antiepitéptica (Godinez y col., 1996).
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Fig.4 Estructura Quirnica del DL-HEPB y {armulas de sus homdlagos DL~HEPP y DL-HEPA
(Meza Toledo y col., 1990)
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7. Genoma Celuiar

7.1 Compaosicion y Estructura de ios Acidos Nucleicos

Quimicamente, los genes estdn constituidos de acido desoxirmibonudieico,
que se abrevia ADN. El ADN fue aistado de los nicieos de células en el siglo
pasado; en 1869, un cientifico suizo, Friedrich Miescher, hizo una separacion
quimica de las pares de las células de pus que habia colectado en el hospital de
tas heridas de los pacientes. Digiriendo el citoplasma extemno, Miescher obtuvo
niiclaos colulares y de estos nicleos extrajo un materiat getatinoso at que Yamod
nuckeina. Estla era una sustancia que se tefia fuertemente con colorantes bdsicos,
de modo gue se le considend como un acido, el acido nudleico (Winchester, 1977;
Curtis y Bames, 1994; Kimball, 1996).

Los acidos nuclescos son cadenas de nucledtidos vnidos covalentemente.
Cada nuciedlido esta constituido por un grupo heterociciico de atomos de carbono
¥y nitrdgeno (base nitragenada), un azicar de cinco carbonos en forma de anillo
{peniosa) y un grupo fosfato. La estructura de las bases nitrogenadas puede
consistir en: moléculas heterociclicas de nueve alomos Namadas purinas { adenina
y guanina); y de moléculas heterociclicas de seis atomos denominadas pirimidinas
(citosina, timina y uraciio). La ribosa es el azicar presente en el ARN, y fa 2-
desaxinibosa en el ADN. Ademas, el ARN difiere del ADN en que la timina es
sustittéda por el uracilo (Winchester, 1977; Curtis y Bames, 1994; Kimbail, 1996;
Rodwell, 1997).

Como puede apreciarse en la Fig. 5, e carbono de la posicidn 3’ de una
pentosa se enlaza con el de la posicion §' de la siguienie pentosa a través de un
giupo fosfato. Por lo tanto, & nucledtido tenminal en uno de los extremos tiene un
giupo irifosfato ¥bre en 57, mieniras que el nucledlido terminal en el ofro extremo
tione un grupo hidvoxilo Wbre en 3. Estos grupos kbwes marcan la direccion de
polinucledlidos ciiyas secuencias se escriben convencionalmente de izquierda a
derecha de 5' a 3. Esio es, del extremo con el cartbono 5' libre al exiremo con el
carbyono 3" kibre (Barrera, 1992).
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Fig. 5. Estructiwa Quimica de una Seccidn de ADN.
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£l modelo propuesio por Watson y Crick en abril de1953 muestra al ADN
como una doble hélice con un gvo a cada 3.4 nm con un didmetro de 2 nm. La
molscula se asemela a una escalera giando sobfe una columna cilindrica
imaginaria. En esta analogia los peidafios son las bases nitrogenadas
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provenientes de cada una de las cadenas de fa doble hélice, unidas entre si a
través de puentes de hidrégeno; los pasamanos de la escalera comesponden a los
ejes de pentosa y fosfato. £n la molécula puede apreciarse tanto la existencia de
un canal o surco mayor en el espacio comprendido entre dos pares de crestas
adyacentes de la doble hélice que se aprecian cuando se coloca el eje central
(cohumna imaginania) horizontalmente. En esta vision de la molécula, el surco
menor se defimita por las dos crestas de cada par. ) modelo también establece
que ks cadenas de polimcledtidos comen en direccion opuesta a la
complementaria por o que son anliparalelas. Una de fas cadenas come en la
direccién 5'a 3', y la cadena complementana de 3'a 5. La doble hélice fiene su
gio hacia la derecha y al modelo con todas éstas caracleristicas se le conoce
eomo la forma B del ADN (Bamera, 1992; Barrera y de la Garza, 1997).

7.2 Mutacion

Un maftigenc es un agente que induce mulacion y una mutacion se
considera como una modificacion en la secuencia de bases nitrogenadas que
. constituyen el material genético (ADN) (Zimmerman, 1982). Esie cambio puede
ocunir en los genes (unidades de informacidn) o en los agrupamientos de genes,
denominados cromosomas (Tabla 1),

Los genes son enfidades que tienen una estabilidad notable, replicandose
con toda precision a través de inconables divisiones celulares, pero algunas veces
ocume algiin emor pequedio que da como resultado un gene mutante y un fenotipo
allerado.  Estos genes mulantes proporcionan la diversidad vital pama las
adaplaciones evolufivas, sin las cuales, en un ambiente cambiante, fa mayor parte
de las formas de vida se extinguirian (Curtis y Bames, 1994, Goldstein y col., 1995,
Kimball, 1996).

Las mutaciones espontineas, aquéllas que ocurren sin exposicion adificial a
agenes Mutagénicos, son tan poco frecuentes en cualquier locus que a menudo
es muy dificil obtener una estimacion precisa de su tasa de ocumencia. Se debe
examingr un nimero muy grande de individuos antes de encontrar esas
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mutaciones en canfidades que tengan significacidn estadistica.  Aun asi, el
conocimiento de la {asa espontanea es esencial para emplearia como punto de
comparacion en una investigacion de los posibles efectos mutagénicos de diversos
agentes ambientales (Kimball, 1996; Winchester, 1977).
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Tabla . Alteraciones Genéticras

Tipo de Mutacion

ivel de fa Mutacién Descripcion
_ Intragénica
Afteraciones enla Bustitucion de Cambio de una base
secuencia de bases bases por otra
: a) Transicidn
Furina-Purina
Pirimidina-Pikimidina
bjTransversion
Purina~-Pinmidina
Desfasamiento Corrimiento de la secuencia
de bases por peidida o
adicion
Ancmalias en el
arreplo de los genes
Inversitn Cambio de orientacién del
gene, maneniendo sy
posicidn relativa respecto de
otras genes
Transkocacion Cambio de posicidn de un
gene con relacidn a otros
_genes
‘Anomaliag sn ef nimero
de jos genes
Elminacidn Pérdida de wgene
Duplicacion Adguisicién de una copia
extra de
iones cromo-  Rasaregios: Camblo en el namero,
sémicas esfructwraies ' Translocaciones, posicién u orientacion de
_Iversiones, Aniflos gnupds de genes
Modificacion del Aneuploidia Segregacion cromosamica
mero de cremosomas  a) Monosomia defectuosa que resiita en
b) Polisomia pérdida ¢ adquisicion de wo
0 MAs Cromosomas
FPoliplokdia Aumento de juegos
compietos de cromosomas

Corinas de Nava y col., 1980,
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7.3 Mutagénesis Quimica

Las mulaciones pueden resultar de la accion directa de los agentes
quimicos sobne el material genético, o sobre ofros componentes celulares ligados a
'él funcionalmente, como por ejemplo, los que participan en fa division cellar
{oentriolo y microtibulos), tas proteinas de ta cromatina y las enzimas que
contribuyen a ia repkicacion o reparacion del ADN (Fig. 6).

Fig. § Componenies Celulares Susceptibles a los Procssos Mutagénicos.

APARATO MITOTICO CROMOSOMA
Centriolos

Migrotubulos
gubmina)

“- i

Centrémerg
Célula

Gen
{unidad de
informacion}

Histormas o
protaminas

Nucleosoma

Cortinas de Nava y col., 1900.

En general, la accion de tas sustancias estd relacionada con su estruciura
quimica, aungue, a una estuctura determinada puede commesponder mas de una
actividad. En ia Tabla W, se resumen los hallazgos sobre el efecto mutagéaico
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principal, los origenes y mecanismos de accion de algunos grupos de compuestos
quimicos (Cortinas de Mava y col., 1980},




Tabla 0. Mecanismos de Accién de Algunos Mutigenos.

-

ipos de Moidculas  Alemiciongs an les Qdgan de {3 Mitatitn  Meutaciones Ejemplos de Compuestos

a5 Moldcules Posiies
ades ADN Introduceion da redi Ertor an of aparea- Ganicas. Matimelscin sulionaio, pi

no y pefi-  Higlonas cales wiups. -.CHS. misnls sntre bases,  Transicionss, trans- WroSoguaniding, cloroguing,
DWAS)  Froamings  -CHACHS, antracrl. daspirinacidn com  vesionas edmine-  griseclubing disldrin,
Enzimas dn :rmuslrumn - BiGen l #structina ¥ Cionss

@paricien  inlre Cadenss, bi- Runcién de ias protei-  Crommesomick:

Tauuing Ul 06 grupns 685, MOUACiOn def 8N~ ADSTRCIONAS B SiUC-
suhkifioa Samblie ¢ micrtiby- a8 ¥ numéricas
_ e
fnlloghs de  ADN Sustiocidn de bases  Emor en e aparss. Sénicas: 2.6mino-ping, bromauraciia
305 - mient goare bases  Transicionss S-brempdesoxiuiding.
Clomesiiicss:
Abarraciones
FSRICIW MRS
Mnnhs AM NECIn shife bases Anmciin de fa hilice  Ginkcgs: Cuinacnng,acriding, pre-
auyactes en ta A00ls vy enia roplicacin, Deslasamisnfos,  Savhta, bromuo de otiolp.
hidkca. . Ta raparscion y ja re-  ERminACkNnes.
combinacién. Cromosbmicas.
N FbamTICINES
ssuciursies.
Cusamibentes ADN Ehminecion de uagruge Corarcién deage-  Gikvicas: Acide nitroso.

Histones wNinG cen ideduccion  nina a hipoxentioe, Transiciones, W
Frotemines  de un grupo hidroilo, r'dccimuufu'» minaciones, des-
' Erfrecrizamianp ioter  fo. Cambloenlags-  MSamiontos.

0 eCadens. estructon de les Cromestmias:
proleines. Abgraciones

7 l wstruciurstes.

oG 08 ADM  Sustiucion de cRosire  Ermor an o apante-  GAnicas. " Hidroxtatning,
fibay por li'll_nl. positis . isnto anire bases.  Transiciones
xidos ki da NS Cromosémicas:

redenin. Averacionss

eStruCiunates.

Corlines de N,y cod., 1500
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Si un famaco produce cambios hereditarios permanentes en una celisla
germinal, ef resuitado sera una constitucién hereditaria (genolipo} alterada del
individuo, producto de la union de esta célula germinal con oftra.  Por tanto, se
introduce asi un cambio persistente a fa linea germinal de 1a especie, a2 menos que
{a alteracion sea incompatible con la vida. Los cambios permanentes en el
genotipo {mulaciones) se producen por radiacion o por agentes Quimicos
(mulsgenos). Las mutaciones también ocurren espotaneamente por mecanismos
desconocidos.  En el sentido estricto de 1a palabra, una mulacién es un cambio
muybienlowlizadoeneimateﬁalgalétioo(!ambién denominado "mutacién
punlual’) que se distingue de la supresion y de olras alieraciones en &) nimero o
estructura de los cromosomas (Goldstein y col., 1995).

7.4 Bases Molecutares de 1a Mtacion

La suma total de la informacion genética, que especifica la estrucliwa,
funcién y desamoiio de cada individuo de una especie, se encuentra codificada en
ol ADN. El cigoto de os organismos que se reproducen sexualmente contiene dos
copias de ésta infomacion, una derivada del espermatozoide y otra dexivada del
dvulo. Toda ka2 informacion contenida en fodos los genes esta en la forma de un
oﬁdigoﬁneﬂdepdamasmamas,hswamsonlasébasesdebsnudeﬁidos.
la adenina (A). guanina (G), citosina (C) y timina (T). Asi, la "palabra® CGG
espacifica una unidad de informacion, CAG ofra, y asi sucesivamente. La
ordenada replicacion de La informacion genética se asegura por ¢l mecanismo de
pareamiento de bases, por la formacion de enlaces por puentes de hidrogeno en la
hélice de dobie flamento del ADN. Puesto que en un filamento una base dada,
especifica Gnicamente su complementaria en el otro filamento, las letras del
alfabelo de codificacion son en realidad los cuatro pares posibles, el AT, el T:A e
GCyd GG El apareamiento obligatorio de una puiina con una pirimiding se
asegima por la distancia entre los esqueletos de desoxirribosa fosfato de las dos
hélices; una piimidina frente a ofra piimidina dejaria un espacio entre ellas y una
punina frente a ofra  purina no se ajustaria al espacio disponible. Las relaciones
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para enlaces por puentes de hidrogeno son optimas para aparear fa adenina a la
timina y ta guanina a la citosina.  El proceso por el cual la doble hélice se desdobla
durante la replicacion, y cada filamenio actda como modelo para (a sintesis de un
flamento complementario (el mecanismo de replicacion semiconservativa)
garanliza que toda la informacion genética esté repartida igualmente entre las
células hijas en cada division celular y asi se fransmitird con precision de
generacion en generacion (Goldstein y col., 1995).

Se reconocen los siguientes tipos de mutacion:

7.4.1. Transfomacion de pares de bases.

Un par de bases dado se puede reemplazar de tres modos. En uno de ellos
la purina oniginal se reemplaza por ora puring, fa piimidina ofiginal por otra
pirimiding; esie tipo de cambios se denomina transicion. En los oros dos cambios
posibles una purina se reemplaza por una pimiding, ¢ una pirmidina por una
puning; esto se depomina tansversion.

7.4.2. Adicion o supresion de un par de bases.

Este tipo de cambios se conoce como cambio de marco de lectura, debido a que [a
traduccibn ordenada de 10s codones, tripleta por tripleta, estara profundamente
trastomada. Todas las bases distales al punfo de la msercion o supresiin
quedarin fuera ded registro.  Como se puede imaginar, las consecuencias por o
general son micho mas drasticas que las de la transformacion de un solo par de
bases.

7.4.3. Supresionas y transposiciones mayores.

Las supresiones del material genético pueden darse en todos los tamafics.
El proceso mufacional basico parece ser en este €350 una ruphwa seguida por una
reconsiitucion de los fragmentos; esto ocure en mokéculas de ADN y tombién a
nivel de comosomas. Los segmentos se pueden inverr, pueden ocurrir
inlencambios  entre fas cromdtidas (las subunidades apareadas de lbos
cromosomas), ¥ ol material se puede traslocar de un cromosoma a otro.
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7.4.4. Particion desigual de los cromosomas entre las céiulas hijas.

Esto se conoce como no disyuncion. Puede ocurrir en la meiosis o mitosis y
con frecuencia se produce por agentes quimicos que trastoman la formacion y
funcion del sistema de fibwas del huso,

Se tiene que hacer una distincion fundamental entre los dos modos de
accion de los mutagenos.

Los agentes de la primera dase actdan directamenie en el material genético
existente y, por tanto, son efeciivos en cualquier momento durante €l ciclo celular.
Los agentes de 1a segunda dlase 540 son capaces de modificar el curso de un
proceso dindmico 1al como 1a replicacion del ADN o el movimiento cronosimico;
estos mutdgenos solo pueden ser efectivos en cierte momento del acko celular
{Goldstein y col., 1995).

7.4.5. Mutagénesis Fisica.

Un tipo de mutagénesis que no se puede incluir ficiimente en cualquiera de
tas calegorias mencionadas es k2 que se debe a la incorporacion de radiaclividad
at ADN y es la mulagénesis fisica y las mulaciones ocurren en 3 formas:

7.4.51 La encrgia de desintegracion puede romper una union intemucleotidica por
un efecto de rechazo.

7.4.5.2 Las emisiones localizadas beta 0 gamma pueden sef mutagénicas en vistud
de que bombardean secundariamenie las bases puricas o pirimidicas cercanas.

7.4.5.3 La transmuiacion de un alomo radiacivo puede Nevar a propiedades
quimicas akeradas y asi afectar 13 fidelidad de las replicaciones subsecuentes. Es
bien sabido que el TP incorporado al ADN bacteriano y viral produce letalidad y
mudaciones puntuales, quiza por los dos primercs mecanismos. Se cree que tanto
et °H como &t "C son espediaimente peligrosos debido a su muy facil incorporacion
a 1as bases y a 10s azicales de 105 4cidos nucleicos. El pedigro especial del H3 es
Ia dificultad para detectario mitinariamente; su energia de desintegracion es tan




baia que fa longitud media de trayecio de sus particulas B es tan corta que los
contadores Geiger son inefectivos para detectar fa contaminacion.  El peligro
especial det **C es su vida media radiactiva muy larga (mas de 5 000 afios), su
incorporacion a la linea germinat humana produciria efectos mutacionales por un
petiodo de milenios (Goldstein y col., 1995).

EsmuynotablelaﬁdeﬁdaddelpmoesomnnaldempﬁcaciéndetADN. Las
mutaciones esponlaneas, que Son erores en este proceso, rara vez se observan a
una frecuencia mayor de 1 por cada 10 000 replicaciones. Las bases moleculares
de esta fidelidad de replicaciin aln no estan bien aclaradas. En realidad la simple
diferencia de las energias de enlace entre los pares de bases commectos (AT, G:C)
y 10s incomectos (A:C, G:T) no la explican. Mecanismos adicionales deben exciuir
o descatar las bases equivocadas. Un ejemplo de este mecanismo de
reconocimiento s el sistema enzimatico de reparacion del ADN. Las enzimas de
wparaeiﬁnmduyenbssemwnlosqmconﬁenenbasese«éneas(porejempb
dimemsdet&rmafomadospmmadiadénumavbleta)enunﬁlamentodelADNy
ponmiten su reemplazo mediante el afineamiento y uniones de las bases correctas
apareadas adecuadamente con las el otro filamento (nommal). Asi se "parchan” las
regiones defectuosas de cualquiera de los filamentos. La existencia de los
mecanismas de reparacion complica mucho la interpretacion de datos acerca de la
mﬂagétesis.yamelasmﬂadmmmﬁnaMeseohsavan.sﬂownsﬁNyen
mapemeﬁaﬁaaﬁéndehsmodlﬁdasmghah\em;elmstohabﬂésidorepamdo
{Goldsten ¥ col., 1995).

La secuencia de los pares de bases en el ADN detenmina la secuencia
comespondiente de las bases en el ARN. Sdlo ¢l filamento del ADN (“con sentido”)
se transcribe, siviendo como modelo para la sintesis del ARN de un solo
flamento. El mismo mecanismo de apareamiento de bases opera como en la
mﬁmdél\.conexwpdﬁldequedARNwmenemado(U)envezdemm:asi
se fiene un par de bases Al en vez de AT Una pequedia fraccion del AON total
especiﬁwlasesnuclmasdelasdosdasesdeARNribosanalydelnmd%to
nGmero (64 o menos) de las moléculas del ARN de transferencia (ARNY). La
: mayuriadelreﬂodelgenomaomtienelainfomadéndelasewendade
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aminoacidos de todas las proleinas ceiulanes y para los procesos reguladores que
involucran genes operadores y ARN represor. Esta informacion primero se
transcribe al ARN mensaiero (ARNm) que sirve como modelo para el ensamblaje
de proteinas (Goldstein y col., 1995; KGmball, 1996).

La fideidad de la replicacion y transcripcion explican {a persistencia de las
mutaciones, ya que cualquier cambio que no pueda ser feconocido como
incomrecto permanecera codificado perennemente en el genoma (Goldstein y col.,
1995).

7.5 Manifestaciones Clinicas de la Mutacion

Las musaciones pueden sef ventajosas, neuiras o tener manifestaciones
patoldgicas, enire las que incluyen padecimientos congénitos y cancer (Fig. 7).

Existen en la acluakidad mds de dos mil enfermedades hereditarias.

: Nroﬂmadanmﬂegla%detodosbsredénnaddossonpodadomdeamaﬁas

* congénilas que requieren atencion médica y cerca del 60% de los abortos que
ocuiren en el tercer trimestre del embarazo, son consecuencia de abemraciones
womosomicas. Esto pone de manifiesto Ja contribucion de las alteraciones
genéticas a la patologia huemnana.

Cabe hacer notar que, si bien existen numerosos estudios que asocian la
generacion de cancer con la exposicion a ciertos compuestos quimicos, 3 la fecha
solo se cuenta con datos preliminares (una elevada incidencia de abortos en las
esposas de 10s individuos expuestos en el ambiente laboral) que sugieren la
ocurencia de dafio genético en los gametos. Estos estudios constituyen la
mmmw&\mmﬂmdeauerada\esherednaﬁasinducidaswagems
quimicos {Fig.7). (Coriinas de Nava y col., 1980).
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7.6 La Linea Germinal Humana

Los efecios hereditarios se oniginan por mutacion en (a linea germinal. Cada
persona se puede considerar como una clona diferenciada de células derivada de
fa fusion de un gamelo patemo y uno atemo para formar un cigoto.  Las
mutaciones se puaden introducir en la linea germinal humana s6lo durante la vida
reproductiva del individuo, un periodo de casi 30 aivwes en promedio. Por tanto, los
peligros de la mutagénesis quimica o de oiro tipo afectan sdlo a la poblacion joven.
Estos peligros son peculiares debido a que ef dafio genélico no afecta al individuo
expu&cto.smoquepuedepem\aneoerowuoporgenémdmeshastaque!a
homocigocidad los pone de manifiesto {(Goldstein y col., 1995).

En promedio, vn cigoto se forma por la unidn de un espermatozoide cuyos
cromosomas se han replicado aproximadamente 950 veces desde la generacion
previa y un Gvulo cuyos cromosomas se han replicado sdlo unas 70 veces en el

Segin esta explicacién es evidente que la apasicidn de mutaciones nuevas
podia seguir un curso diferente en los dos sexos. En ef femening jo5 mutagenos
que actian sdlo en el ADN en replicacion o en el proceso mitdtico deberian tener
efecios principalmente dwanie la vida fetal. Los mutigenos que actilan sobre el
ADN que no esldn en replicacion, podrian aciuar a lo largo de toda la vida
{Gokdstein y col., 1995).

Desde of punte de vista de ta prediccion de si un farmaco o un agente
quimico es probablemente peligroso para la linea germinal humana, deberia ser
obviD que NingUN sistema es suficiente.  Los cientificos han discutido que el ADN
de todos los organismos es similar en sy estruciwa fundamental ¥ en su
mecanismo de replicacién, por tanto, se puede utikzar cuakjher OMgaMsSMmo
convenionte. En realidad se deberia sospechar de cualquier compuesio que
demuesire tener gran mutagenicidad en cualquier sistema de prueba y los
compuestos que son universalimente mutagénicos en olias especies deben ser
considerados como mutagénicos también en el hombre. Algunos ejemplos son fos
agentes alguilantes, ta ciclohexilamina, los nitritos y nitrosaminas, andlogos de
bases vy estrepionigrina. Por olro lado, una prucba negativa en un organismo no se




puede tomar ocomo garantia de seguridad en el hombre. Aun un resultado negativo
en un sistema de prueba con huésped mediador no da una seguridad real, ya que
las especies también difieren mucho en el patron de los metabolitos derivados de
un compuesto original dade (Gokdstein y col., 1995).

8. Carcinogenesis

Los aconteckmientos moleculares a través de los cuales una célufa normat
sufre un process de ransformacion maligna todavia no se comprenden bien. No
obslanie, es dlaro que para que un fumor se desamolle es necesano que se
produzca una acumulacion de sucesos en e genoma de las células que en forma
aditiva desencadenen e mecanismo de transformacion y la consecuente pérdida
del control de la division celtar (Bawrera y de 1a Garza, 1997). En consecuencia el
cncer es uha proliferacion maligna y desenfrenada de las células sométicas que
se produce espontineamente aunque también se puede inducir por radiacion
jonizante, vitus y agentes quimicos que se conocen como carcindgenos. Uno de
'los avances mas imporiantes para entender el mecanismo de la carcinogénesis se
hizo hace mas 20 afios cuando se descubrid que 1a induccion quimica del cancer
inchiia dos procesos distirdos, designados como iniciacion y promocion (Dol y
Pelo, 1981). La iniciacion es la produccion de un cambio celular imeversible, que
£5 una condicibn necesaria, pero no suficiente para el desarollo del cancer. La
plmmdéneselmporelqueuntumsedesanﬂaenuntejidoenelqueya
o 2 iniciacion.  Se descubrid que algunas sustancias tenian un efecto doble
{como iniciadores y promolores); por tanto, se pudieron identificar dos clases de
sustancias: los iniciadores del proceso carcinogenélico vy los promotores del
desamolio dal cincer (Gokistein y col., 1995).

Estudios histopatoldgicos cuidadosos de los estadios tempranos de la
carcinogénesis han revelado que a menudo se asocia la accién de promocion con
dafos celulares en el drea donde se originara finalmente el tumor malkigno. Un
posible mecanismo de accidn de los promotores consiste en inhibir los sistemas
reparadores del ADN {(Gaudin y col., 1971). En este sentido, la pérdida de fidekdad
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puade tomar cOmo garantia de seguridad en el hombre.  Aun un resuliado negativo
an un sistema de prueba con huésped mediador no da una seguridad real, ya que
Ias especies tambicn difieren mucho en el patron de los metabolitos derivados de
un compuesto original dado (Goldstein y col., 1995).

8. Carcinoaénesi

Los acontecimientos moleculares a través de fos cuales una célula normal
sufre un procesoe de transformacion maligna todavia no se comprenden bien. No
obslante, es olaro que para que un tumor se desanmolle es nNecesarnio que se
produzea una acumulacion de sucesos en e} genoma de las céfulas que en forma
aditiva desencadenen & mecanismo de fransformacion y 1a consecuente pérdida
del control de 1a division celular (Bamera y de 1a Garza, 1997). En consecuencia el
cancer es una prolferacion maligna y desenfrenada de las células somaticas que
se produce espontaneamente aunque también se puede inducit por radiacion
ionizante, virus y agentes quitricos que se conocen como carcindgenos. Uno de
s avances mas importantes para entender el mecanismo de ta carcinogénesis se
hizo hace mas 20 afios cuando se descubrid que ta induccion guimica del cancer
ickiia dos procesos distios, designados como iniciacion y promocion (Doll y
Pefo, 1981). La iniciackdh e5 la produccion de un camwo celular imeversible, que
&5 UNa coiicion necesaria, pero no suficiente para el desanolio del cancer. La
promocion €5 ol proceso por & que un tumor se desamolia en un tejidoen el que ya
_ OcuiTid (3 iniciacion.  Se descubrid que algunas susiancias tenfan un efecio doble
{como iniciadores y promotores), por tanto, se pudieron identificar dos dases de
sustancias: los iniciadoms del proceso carGinogenéfico y los promolores del
desamolio del cincer (Goldstein y col., 1995).

Estudios histopaioldgicos cuidadosos de fos estadios tempranos de ia
carcinogénesis han revelado que a menudo se asocia la accion de promacion con
daiios celulares en el drma donde se originard finalmente e fumor maligno. Un
posible mecanismo de accion de los promoiores consiste en inhibir fos sistemas
reparadores del ADN {Gaudin y col., 1971). En este sentido, (a pécdida de fidelidad
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en la copia del ADN puede ocuitr a través de cuatro mecanismos: ) si las fallas
suceden en los mecanismos de reparacion del ADN, puede presentarse una falta
de comreccidn ¢ bien las mutaciones pueden comegicse en forma eminea, b)
alferaciones de la condensacion de los cromosomas, del alineamiento del huso
acromatico o de la migiacidn de los mismos, ¢} alteraciones en los tiempos del
ciclo celular, y d) 1a falla en los mecanismos que producen apoptosis. Todos estos
problemas Nevan a incrementar ol nimero de mulaciones y este incremenio en
cierto momenio puede conferir ventaja selectiva para e desamolio de una céluia
tumoral {Barera y de ta Garza, 1997).

Puesio que 12 iniciacion de las células cancerosas es brusca, y esle cambio
al parecer es Wreversible y heseditario, se puede considerar como mutacion
somatica. De acuerdo con esfe punto de visfa, {a iniciacion emsvale a la
mudagénesis somatica y este conceplo se ve apoyado por el hecho de que la
raiacion ionizante, asi como los agentes alquilantes y otros mutdgenos, también
posoen actividad carcinogénica. De la misma manera, muchas susiancias
descublertas  originalmente como  carcinogénicas 5& ha probado que son
mutagésicas en los microonganismos [Zimmenmann, 1971).

Entre l0s agentes conockios como carcinogénicos en animales y que
también son mutagénicos (por 1o general comprobados en bacterias) esian las
nirosamenas, diazoametano, sulfatos v sulfonatos de alcano, 1a B-propiolaciona,
tlenming, trictienmelaming, 1,2,3 4-depoxibutano, dinetitidracina y las mostazas
nirogenadas y sulfuradas. Estos compuestos electiofilicos altamente reactives
interactian covalentemente-con el ADN {Brookes, 1971; Zimmemann, 1971).

Sin embargo, se ha comprobado que olos carcindgenos no  son
mutagénicos, 0 que ndica que no hay uaa relacion necesaria entre la
carcinagenicidad y (a mekagenicidad.  Esta discrepancia aparente se aclard por ef
descubrimienio de fa transformacion metabokica a carcindgenos priximos en el
organismo animal. Los compuestos que se habian probado para mutagenicidad
fueron s gque se sabia que producian cancer cuando se administraban a
animales, pero no los cancindgenos derivados metabdlicamente que de. hecho
imciaban el proceso neoplisico en los tejfidos (Goldstain y col., 1995).




9_Teralogénesis

Las sustancias que producen anommalidades en el desamolio fetal se
denominan teralogenos quimicos. De interés especial son los teratégenos que
intesfioren directamenté con el desarrollo fetal a dosis que neo trastoman la funcidn
placentaria, ni producen toxicidad matema seria. Una gran cantidad de agentes
teratogénicos cumple con este criterio de toxicidad selectiva para el feto. Todos
10s teratogends, cuando se administran a una dosis alta o muy tempranamente en
e desamolo embrioldgico, pueden producik mueste fetal seguida de aborto o
reabsorcion det-feto (Goldstein y col., 1995).

Un aspeeto al que se ha prestado mucha atencién a nivel experimental es el
relativo a la feratogenicidad de anticonvulsionantes en animales de laboratofio, con
objeto de evaluar su efecto o conocer el mecanismo de accion. Estos estudios han
ayudado a resolver, en parte, uno de ios problemas mas discutidos, como es el
conocer si e5 1a enfermedad o el fammaco per se el responsable de la incidencia
aumentada de malformaciones congénitas en fetos expuestos a difenithidantoina.
Se concluy6 que las crisis epiépticas no parecen por si solas constituir un factor
de riesgo y es mas bien la exposicion in utero al anticonvulsionante lo que produce
las malformaciones {Chamommo-Cevallos y Salazar-Jacobo, 1997).

Se ha confimado la poca potencia de algunos anticonvulsionantes para
producic defectos congénitos como la etosuximida y benzodiacepinas. En cambio
oltos, como la difenilhidantoina y el acido valproico, aunque aparentemente
presentan poca toxicidad, estan incriminados en la efiologia de las malformaciones
congénitas. A pesar de los estudics para aclarar el mecanismo de accion
teratégenc de la difenilhidantoina, éste alin se desconoce (Chamomo-Cevallos y
Salazar-Jacobo, 1997). El responsable de las malformaciones parece ser su
melaboklo, e Gxido de areno, altamente reactivo y por tanto, puede unirse en
_fonnamvaletﬂeasitosmdeoﬁﬁcosdebséddosnudeioosypmdlﬂrmaserie
de fenmenos que conducen finalmente a la malformacion y otras manifestaciones
anomales en el desarrolio (Jerina y Daly, 1974).

Noessorprarﬂerﬂemecieﬂosagent&etenganacﬁvidadmutagénm,
carcinogeénica y teratogénica. En el momento adecuado del desamolio embiionario
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la mutacion inducida o la anormalidad cromosémica, si no produce muerte fefal,
podria producir un desamolio fetal anormal.  Por ejemplo, los agentes alquilantes
Se Conocen como agentes muidgenos y carcinogénicos y algunos (pero no todos)
son teraidgenos polentes. Sin embargo, tales asociaciones de ninguna manera
son la regla y numerosos teratégenos no son mutagénicos ni carcinogénicos. Esto
g5 razonable, ya que 1odo o que se requiere para la teratogénesis es un trastomo
transhorio imporiante de la funcidn celular durante un corfo periodo critico de 1a
organogenesis, mientras que una alleracion hereditaria en la linea celular es
absoktamente necesaria para la mutagénesis y la carcinogénesis (Goldstein y col.,
1995).

10. Pruebas de Genoloxicidad

En los paises industriakizados se utilizan alrededor de 60 000 sustancias
difemﬂ&syﬁdaaﬁoseiﬂmduoena!memadomaﬂﬂ%sustandasnuevas. De
fodas las sustancias se deben seleccionar, en refacion a su distibucion y
probabiidad de interaccion con ef humano, aquéllas cuya genotoxicidad debe ser
probada. La gran produccion y variedad de las sustancias a las que dianiamente
se expone el hombre aumenta la posibiidad de que éstas puedan contribuir a
atmarlasmuiaqio!mdelamagénmhumana

Existen dos tipos de pruebas de genotoxicidad. Las pruebas de larga
duracién que apuntan a evaluar la carcinogenicidad y teratogenicidad en periodos
que van de meses a aihos; se efectiian fundamentalmente in vivo, en mamiferos.
Las pruebas mutagénicas de corta duracion son disefiadas para demostrar, en un
t6mino de horas o hasta meses, segiin la prueba, la capacidad mutagénica de una
sustancia estudiada. En la Tabla I, se muestran las pruebas mas utiizadas; en
ésta se clasifican 1as pruebas segin el organismo, tipo de célula, metodologia y
expresion del cambio (Vega, 1985a).
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la mutacion inducida o la anormalidad cromosomica, si no produce mueite fetal,
podria producir un desarmollo fetal anormat. Por ejemplo, los agentes alquilantes
se conocen como agentes mutagenos y Carcinogénicos y algunos {pem no todos)
son teratogenos potentes.  Sin embargo, tales asociaciones de ninguna manera
son la regla y numenosos teratdgenos ro son mutagénicos ni carcinogénicos. Esto
es razohable, ya que fodo 10 que se requiere para la teratogénesis es un trastomo
transitorio importante de la funcion celuiar durante un corto periodo critico de la
organogénesis, mientras que una alteracion hereditaria en la linea celular es
absollamente necesana para 1a mutagénesis y la carcinogénesis (Goldstein y col.,
1995).

10, Pruebas de Genoloxicidad

Enhspaisaskﬂ:sﬁaﬁzadosseuﬁﬁzanalmdedordeBOOOOsustancias
diieraﬂesycédaaﬁcseiﬁodwenalmemadounasi%ﬂsustandasnuevas. De
todas las sustancias se deben seleccionar, en felacion a su distribucion y
pmbabiﬁdaddemlemodénconelhumam.aquélaswyagenotoﬁddaddebeser
probada. Lagranprodtmiényvaﬁedaddelassusmasalasquediaﬁamente
seemaea!hmnblemlaposibilidaddequeéstasmnedanoontﬁbtﬂra
aumentar tas mutaciones de la carga génica humana.

Existen dos Gpos de pruebas de genotoxicidad. Las pruebas de larga
duracitn que apuntan a evaluar la carcinogenicidad y teratogenicidad en periodos
wvandemaaﬁm;seeﬁ@%ﬁmmmmﬁw.enmm.
Laspmebasmmagénieasdemwadénsondiseﬁadaspatademosm,enun
1érmino de horas o hasta meses, segin la prueba, la capacidad mutagénica de una
sustancia estudiada. En Ia Tabla Iil, se muestran las pruebas més ulikizadas; en
és!asemsiﬁcanlaspmehassegmelmgamsﬂuﬁpodecéhﬂa,metodobgiay
expresion del cambio (Vega, 1985a).
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Tabla M. Pruebas de Genotoxicidad

B N VTR SN P )

Tipo da dafio En células somaticas En células germinales

invastigado in vitro in vive in vivo
1)Pruebas en cul- 1)Pruebas de tos 1)Prugbas de dominantes
tivos da célilas de micromicleos letales y de ransioca-
mamitaro. clanes heredables en

Brosophila
-Absmaciones 2)Analisis cito- 2)Prueba de dominantas
cramaogdmicas - genslico de las letales en ratén
células defa
médula dsea: JPrusha de transloca-

Aligraciones  -Intercambio de -aberragiongs ciones heradables en

Crompsd- cromdétidas her- cromosomicas aisn.

micas manas 4)Analisis citogendtico

de ¢élulas garminales

5)Prucba da la no dis-

yuNCtn cromoscémica.
1)Pruebas bacte- 1)Pruebas mutacio- 1)Pruebas de retesivos
rignas nes en un locus letales, kgados al sexc,

Mutacién 2)Prusbas de leva- especifico {raidén) en Drosophila.

Génica duras {prueba de la man- 2)Prusbas de mutacio-
3Prusbas en hon- cha o Spot test) nes en un locus especi-
gos fico en raton: mutaeio-
4)Prusbas en cul- nes esqueléticas, morfo-
tivos de células logicas, electroforéticas,
de mamiiercs. etcdtera.

3)Anomalias del esper-
matozoide en la descen-
dencia (ratén).

Vega, 1985a

10.1 Pruebas a Corto Plazo que Permiten Evaluar Agentes de Riesgo al Material

10.1.1 Pruebas en ADN Aislado

Sélo las pruebas bioldgicas pueden corroborar si una alteracion particular
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del ADN se traduce en una mutacidn; sin embargo, los estudios de las
maodificaciones producidas directamente en esa molkécula permiten estimar, a corto
plazo, lo que puede ocurmic si un compuesto dado tiene acceso a elfa in vivo e
inferir &l mecanismo de accidn posible (Cortinas de Nava y col., 1980).

Entre 1as técnicas mas usadas para tal fin se encuentran:

-Rompimientos de cadenas sencillas
-Entrecruzamiento de cadenas sencillas
-Intercalacion de colorantes
-Akpiacion de bases

10.1.2 Vius

Mediante su empleo se valora, fundamentalimente, la capacidad de las
sustancias para inducr mutaciones génicas o para aclivar la Nberacion y
rephcaciin de los virus (profagos) que se encuentren integrados en el Cromosoma
bacleviana y que producen la muerte de la bacteria (lisogenia) (Coffinas de Nava y
col., 1980; OPS, 1980; Gichwer y Valeminsky, 1982).

10.1.3 Prucbas en Microoigamismos

Ei gran tamafio de y el corlo tiempo de generacion de las poblaciones sobre
las que se realiza el estudio, posibilita el uso de estas pruebas para el examen
réipido y confiable de un nismero elevado de compuestoes.

10.1.3.1 Bactetias

La induccion de mutaciones génicas puede determinarse en varias especies
bacterianas, Salmone¥a lyphimurium, Escherichia col, Klebsiella pneumoriae,
Bacillus subiis {(Ames y col., 1975; Wiight y col.,, 1983). Una de las ventajas de
slginas de ellas es que proveen indicios de los mecanismos de produccion de las




mistaciones, ademas de la informacion sobre |a capacidad mutagénica de ios
compuestos probados (Gichner y Valeminsky, 1982; Knuutinen y von Wright, 1982;
Sezzano ¥ ¢k, 1962; Goldstein y col., 1995).

10.1.3.2 Hongos

Este lipo de microorganismos se asemejan mas a los mamiferos que 2 bos
vinus y las bactefias, va que sus céllas poseen un adcleo, los croRiosomas
confienen ADN asociado a nucleoproteinas y los ciclos de division incluyen
procesos mitdticos y meidticos. Los hongos mas ulilizados en el laboratonio son;
Saccharomyces cerevisiae (De Masmi, 1970; De Marini, 1981; Quah y col., 1980;
Yadav y col., 1982; Salam v col., 1993), Aspergillus (Bighami y col., 1974; Upshall
y Johnson, 1981; Watkins, 1982). y Neurospora crassa (Bausum y Wagner, 1965).
Las pruebas mas importantes comprenden mutaciones génicas recombinacion
mitética, conversion génica y segregacion cromosomica defectuosa (Gichner y
Valeminsky, 1982; Pammy y Wilcox, 1952; van Zeeland y col., 1983).

10.1.3.3 Estrategias para Delemminar la Actividad Genética de los Metabolitos

Tanto microonganismos como las plantas no poseen fodos los grupos
enzimaticos responsables de fa activacion 0 destoxficacion de las drogas
existentes en s mamiferos y en el hombre, por b que se han desarollado
diversas esfrategias:

10.1.3.3.1 El empleo de homogenados celulares que contienen las enzimas
microsomales provenientes, fundamentalmente, del higado de roedores, que
SjOroen su accion M vitro sobre s compuestos (Ames y ool., 1975; Kasomaki y
col., 1962; Wright y cof., 1983).

10.1.3.3.2 La ufilizacion de fuidos corporales, como ofina y sangee, de individuos
(animales de laboratorio 0 humanos) expuestos M vivo a los agentes quimicos
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(Kmagtila y cot., 1977; Cortinas de Nava y col., 1980).

10.1.3.3.3 El ensayo via hospedero, en el que 10s microorganismos se introducen
en un ratén {en el peritoneo o en ta sangre), al que se administra la sustancia en
estudio (Cortinas de Nava y col., 1980).

10.1.3.3.4 Activacion de prommutagenos por plantas verdes, que es el proceso por
el cual los promutagenos son metabolizados en mutagenos por la activacion de
algunas enzimas presenies en plantas ( Plewa y Gentile, 1976; Gentile v col.,
1985; Valeminsky y Gichner, 1968; Valeminsky y Gichner, 1988; Seo y col., 1993;
Plewa y Wagner, 1993; Gichner y col., 1994; Kanaya, 1996)

10.1.4 Pruebas en Cultivos de Células de Mamiferos

_ Se utikzan diferentes lineas celulares humanas, de hamsier y de ratdn, que
al igual que los microorganismos, pemmiten oblener resultados en un tiempo
relalivamente corfo, en experimentos confrolados, y usar un gran niimero de
céhfas. Asi mismo, constituyen un matexiat adecuado para el estudio de las
mitaciones génicas y de abelraciones cromosomicas, numeéicas y estructursles
(Gichner y Valeminsky, 1982; O'Neill, 1982; Lin y col., 1989; Polier y col., 1995;
Kuling y Metzer, 1997).

10.1.5 Pruebas en Insecios

La mosca de la fla Drosophila melanogaster, es el insecie mas utiizado
por ef amplo conocimiento que se tiene de su genélica y por ser un ofganismo que
se reproduce en un plazo corfo de tiempo, generando grandes poblaciones que
requieran de un manteramiento minimo. Por todo eso, es el sistema ammal mas
ripido para detectar mutaciones génicas (de bpo recesivo igadas al sexo) y
CTOMOSOMICSS (Segregacion defectiosa y iranslocaciones) en cehias germinales
{Gichner y Valeminsky, 1992; Vogel y col., 1983). Tiene ademas, la capacidad de
metabolizar los compuestos en forma muy sinilar a los mamiferos y es susceptible
de usarse como dosimetro bioldgico al igual que las plantas ( Cortinas de Nava, y




oo, 1980; Voge!, 1981; Kale y Baum, 1982; Waison, 1982; Salam y <o, 1993).

10.1.6 Pruebas en Plantas.

Son muy (nlles como dosimetros biologicos en & estudio del efecto de
contaminantes ambientales, plaguicidas, herbicidas, fedilizantes quimicos ¥
cualquier sustancia distribuida en forma natural en el ambiente, fo cual es dficil
hacer con otros sistemas de pruebas (Kiiman, 1971; Mohandas y Grant, 1972,
KGihiman, 1975; Mauman y ©ol., 1976; Nilan y Vig, 1976; Grant, 1978, Nauman y
ool., 1978; de Somes, 1978; Grant y col, 1981; Ma, 1951; Constantin ¥ Owens,
1982; Degrassi y Rizzoni, 1982; Grant, 1982; Vant Hof y Schairer, 1962; Ma ¥ col,,
1983; Ma y col., 1984; Ma, 1990; Grant y col,, 1992; de Sermes, 1992; Ruiz y col.,
1992; Grant, 1994; Ma y col., 1995; Gomez-Armoyo y ¢ol., 1997). Ademas no dejan
de ser adecuadas para usarse en el laboratorio, debido a su bajo costo de
manienimiento v a los requisiios minimos de cuidado en experimentos
estictamente controlados (Ma y col., 1983; Ma y col., 1984, Grant y Salamone,
1994).

Se ha descrito que las plantas metabolizan las sustancias en forma diferente
de como o hacen ks mamiferos. La primera evidencia direcla de la activacion de
promutagenos por plantas fue publicada por Plewa y Gentile (1976). Valeminsky y
Gichner (1968, 1988) demosiraron que Arbidopsis fhaliana fue mutada por
promutigencs de nitrosaminag y sugiieron que las plantas tienen la capacidad
enzimitica para activar los promutigenos. Lhotka y colaboradores (1987)
descubyieron que la metafenilendiamina -una anlaminanc ciclica- era un polente
promatageno activado por plantas. Los promutagenos de arlamina pueden ser
aclivados en mutigenos eslables, de larga duracion por el cultivo de células de
plantas; estos productos activados por plantas son netenidos en membranas de
ultrafiltracién con un tamadfio de exclusion de 300 kDa (Plewa y Wagner, 1993; Seo
y cob., 1993). La demostracion de que las plantas pueden activar promutagenos en
producios estables, de aito peso molecular traen a escena la preocupacion de que
fas plantas pueden activar agentes ambientales en mutagenos que puedan ser
introducidos en la cadena alimenticia humana (Gichner y col, 1994). Es muy
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probable entonces que. algunos compuestos que oo fienen efecto direclamentie
sobre los manniferos, puedan verse converides en metabofitos actives por la
accion de las plantas y constituir asi un riesgo para los consumidores. La
activacion por plantas permile detectsr esas sustancias (Plewa y Gendile, 1982;
Takehisa y col., 1982, Gentile y col, 1985, Higashi, 1988, de Semes, 1992
Gichner y col., 1994; Kanaya, 1996).

Las plantas mas usadas son la "hierva del pollo” Tradescantia (Sparrow y
col., 1974; Gichner y col., 1982; Rodriguez, 1982; Vant' Hof y Schairec, 1982; Ma,
1982a; Gill v Shandu, 1991; Sadao, 1992, Ma y ool, 19943, 1994b; Ma vy col,
1995}, 1a cebolla comdin Alum cepa (Grant, 1982; Rodriguez, 1982; Escalza y col.,
1993; Grant y col., 1992; Salam y col., 1993; Rank y Nielsen, 1997) el haba Vicia
faba (Degrassi y Rizzoni, 1982, Gichner y Valeminsky, 1962, Ma, 1982b;
Tempelaar y col., 1982, Gomez-Amoyo y col, 1986; Xing y Zhang, 1990,
Andersson y Kitdman, 1992; Grant y col., 1992; Salam y col., 1993, Kanaya y col,,
1994; Gomez-Amoyo y col.,, 1997} y Arabidopsis thakana (Rédei, 1982; Gichner y
Valemisky, 1984), en las que se pueden volorRy mulaciones génicas y
abesvaciones cromosomicas Kihiman y Anderson, 1984; Andersson y Kihiman,
1992: Grafit, 1994; Rank y Nielsen, 1997).

10.1.7 Pruebas en Mamiferos no Humanos

£t raton s el mamifero mias estudiado desde &l punto de vista genético, 1o
que favorece su empleo en la identificacion de mutigencs. Se usa para valorar
mulaciones génicas {en un sitio especifico en o cromosoma) y aberaciones
cromosomicas sométicas y germinales (con efectos dominanies letales o de tipo de
translocaciones hereditanias), ademds es usado para evaluar mutaciones
somaticas mediante 1a obsarvacion de microndicleos ¢ intercambio de cromaticas
hermanas en médula 6sea y sangre periférica (Schinid, 1975; Alving v ool., 1976;
Trzos y col., 1978; Obe y col., 1979; Dulout y col., 1982; Lindetie, 1983; Tates y
col.. 1983; Madvigal-Bujaidar y col,, 1990, Maddigal-Bujaidar y col., 1991, Pila-
Calva y Madrigal-Bujaidar, 1993; Salam y col., 1993). Estas pruebas, a diferencia
de las anteriores, consumen mas liempo en su realizacion y andlisis v, por ko tanto,




S COSLO 85 mayor.

Una técriica mas reciente se basa en el analisis de los cambios morfoiégicos
de ios espermalozoides, posible manifestacion de algunas alieraciones génicas
{(Wyrobek y Bruce, 1978; Gichner y Valeminsky. 1982 Crocker, 1982, Paschin y
col., 1982; Hugenholtz y Bruce, 1983; Tapia y col., 1992; Pifia-Calvay col., 1897).

10.1.8 Pruebas en Humanos

Se realizan estos estudios, en general, en individuos expuestos en
cicunsiancias medicas, ambientales, accidentes y excepcionalmente en
condiciones expenimentales (Alving y col., 1976; Knuutila y col., 1977 Waksvik y
Boysen, 1982; Madrigal-Bujaidar y col., 1991). Sélo se cuenta en fa actualidad con
prucbas para identificar, en forma direcia, lesiones CIOMOSHMICAsS huméricas y
estruclurales en células de la médula 6sea o de linfocitos sanguineos asi como 1a
presencia de més de un cromosoma y en los espermatozoides (Schmid, 1975,
Alving vy col., 1977, Qbe y col., 1979, Gichner y Valeminsky, 1982; Sorsa y col,
1982; Léonard y col., 1984; Garcia-Sagredo, 1988; Andefsson y Kihiman, 1989;
Diaz-Barviga y col., 1893). 1 andlisis cromosomico de las céhuas gemminales en
meiasis.aﬁnwmdoiémkmmenteesposiue,mvezsemaﬁmdebidoala
dificultad para obtener muesiras del tejido de la génada. Igualmente aqui es
posiblehdetennhaci&ndeamnaliasnwﬁolégimsmbsespermatomidesm
un indicador de afteraciones reproductivas (Wyrobek y Bruce, 1978)

11. Prucba de Microndcleos en Tradescantia (MCN-TRAD)

La prueba de micromticleos en Tradescantia (MCN-TRAD) es un sistema
mwbienmobadopmadnmrﬂmomsmdemﬁgetmgaseososyradiadény
como bicensayo para 3 defenminacion de toxicidad o diastogenicidad de
omnminmﬂesanbiﬂﬂal%mwadomaﬁdo,fémﬁwsyadﬂivospwaaﬁnmms
(Ma, 1981; Mo, 1983; Ma y col, 1984; Ma, 1990; Ma y col., 1994; Ruiz y col,
4992). Los cortes de las inflorescencias de Tradescantia, las cuales contienen las
oékﬂasmadresdepo!en,sepuedenemlerabsnmtégenosgeseososoala
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SU COSID es mayor.

Una técnica mas reciente se basa en el analisis de los cambios morfoldgicos
de los espermalozoides, posible manifestacion de algunas alteraciones génicas
{(Wyrobek y Bruce, 1978; Gichner y Valeminsky, 1982, Crocker, 1982; Paschin y
col., 1982; Hugenholtz y Bruce, 1983; Tapia y col., 1992 Pifia~Calva y col., 1997).

10.1.8 Pruebas en Hurmmanos

Se realizan’ estos estudios, en general, en individuos expuestos en
cifcunsiancias méddicas, ambientales, accidentes y excepcionalmente  en
condiciones experimentales (Alving y col., 1976; Knuutila y col, 1977; Waksvik y
Boysen, 1962; Madrigal-Bujaidar y col., 1991). Sdlo se cuenta en la actuakidad con
pruebas para identificar, en forma directa, lesiones cromosOmICas numeéncas y
estruchwrales en céllas de ta médula 6sea o de linfocitos sanguineos asi como la
mndaﬁemésdemaommnwyenlosespermatozoides@ehmid, 1975;
Alving y col., 1977, Obe y col., 1979; Gictiner ¥ Valeminsky, 1982; Sorsa y col,,
1982; Léonard y col., 1984; Garcia-Sagredo, 1988; Andersson y Kitiman, 1939;
Diaz-Bamiga y col., 1993). El andlisis cromosomico de las céhulas germinales en
meiosis.amwandotémwnerﬁe&posibb.tamvezsereaﬁzadebidoala
dificliad para oblener muestras det tejido de Ia gonada. Igualmente aqui es
posbleladelenﬁnaﬁéndem&aliasnmfdégicasenbs&pamatozoidesm
un indicador de alteraciones reproductivas (Wyrobek y Bruce, 1978)

11. Prueba de Micronicleos en Tradescantia (MCN-TRAD)

La prueba de micronicleos en Tradescantia (MCN-TRAD) es un sistema
nwbienpmbadoparaelnmﬂoreomsnudenmtégawsgaseososyradiaciény
mabioensayoparalaueteminadéndetoadddadodastogemddadde
omﬂmﬁnantesarﬁenlﬂesmestadoﬁqﬁdo.fémamyadﬂivosparaatmmos
(M2, 1981; Ma, 1983; Ma y col., 1984; Ma, 1990; Ma y col., 1994; Ruiz y cob,
1992). Losoodesdelashﬁmesoendasdedeesmntia.lascua%eorﬁenenlas
céuasmaaesdepden.sepuedenexponerabsmﬁgenosgeseososoala
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radiacion, en ks lugares seleccionados ¢ en camaras de tratamiento. Para probar
liquidos, se deja que los corles absorban los agentes a través det Lallo por medio
del cual son transportados a las células meidticas.

Cualro mecamsmos soh reconocidos por los cuales los micronicleos pueden
generacseporlosagen(asquimioosenlaetapadepmfaselz 1) por péndida
mitdtica de fragmentos acénlricos, 2) una variedad de CONSECUENCIas Mecanicas y
rupturas creimosdmicas y de intercambio como son cromosomas relardados,
cenlomeno inactivado, puentes cromosomices, cromosomas emredados (tangled),
3) pérdida mitélica de cromosomas enteros y 4) apoptosis y fagocitosis, que es una
forma de destruccion nuclear en el cual el niicleo se desintegma v se forman
fragmentos nucleares. La apoplosis ocume ianto naturalmenie y como una
respuesia a dalio celular inducido quimicamente, dafio el cual no necesanamente
es genético en su natwaleza. La inhibicion de sintesis de profeina es un ejemplo
(Heddle y col, 1991). Los micronviclecs (MCN) induciios se cbsesvaron en la
etapa de tétrada y su frecuencia es un indicador confiable del dafio a los
CIOMOSOMAs.

Esta prueha revela directamente la magnitud del dafio al ADN en las células
germinales de los eucatiotes. Es relalivamente simple, rapida versatil y eficiente y
en 550 24 a 48 horas se pueden oblener los resultados de efectos mutageénicos vy
clastogénicos. Es quizas la prueba mas barata que se conoce actualmente (Ma. y
col., 1980; Ma, 1983).

Este sistema fue establecido fomando en consideracion que oS
CroMOSomas de ta meiosis tienen una sensibiidad mas alta que los de la mitosis
{(Ma, 1983) y con la ventzia de que en Tradescantia las cslulas en cada una de las
etapas de meiosis estdn sincronizadas y con tiempos perfectamente conocidos
para cada uno de los botones de las flores. Es posibie por lo tanto, fratar un gran
nimero de oélulas sincronizadas en su etapa mas sensible (Profase 1) y registrar el
dafio a 105 CFOMOSOMAs después de un tiempo posterior al tratamiento por un
simple conteo de MCN (0.5-3 pm de didmetro) en las tétradas (18-20 pm de
didmetro) (Ma, 1983). Esle bioonsayo, se usé primeramente para estudiar el
efecto clasiogénico del 1,2 dibromoetano (Ma y col.,1978), estableciendo una
curva dosis-electo. La calidad de ésia prueba fue posteriormente verificada




estableciendo una curva dosis-efectd con rayos X y una sensibilided diferencial
(Ma, 1979). Después fue validada con mutagenos bien conocidos fales coma: etil-
metano-sulfonato, azida de sodio, acido hidrozoico, ciciohexilamina e hidrazida
maleico (Ma v Anderson, 1978). El monitorse in sty de una serie de sitios
contarwinadds y el andlisis de una lista de agentes quimicos, se llevd a cabo
usando esta prueba, dada su versalilidad y eficiencia, obteniéndose resullados

" confiables (Ma y col., 1980) Se ha realizado también un estudio comparativo entre

este sistema y el sistema de abemaciones cromosamicas en linfocitos humanos
para probar la mudagenicidad de ta hidrazida maléico (Ahmed v Ma, 1980), en
donde tos resutatdos del grado de dailo genélico en las células de plantas, se
pudieron comelacionar con los resuftados en céhilas humanas,

En este bloensayo se ulifizan generalmemle fas  siguientes especies,
vaniedades y clones de Tradescanlia:

T. paludosa clon #02, #03;

T clon # 4430

T. vinginiana.

£l sistema de microniicleos en células meidticas de Tradescantia Clon 4430
se ha vtilizado para evaluar la posible genotoxicidad de bebidas comunes asi como
de diversas suslancias quimicas y fisicas (Ma y col, 1984; Ma y col., 1985;
Cebulcka-Wasiewsa, 1992; Ma y col., 1995) en férmacos (Ma v col., 1984; Ruiz y
Ma, 1991; Judrez, 1999), aguas residuales (Ruiz y col., 1892), aditivos y colorantes
sintélicos presentes en jugos, duices y refrescos (Rojas, 1992, Gomez, 1994;
Matinez y Velazquez, 1995) y contaminacion atmosfécica (Ruiz y Rea, 1995).

Los resultadas obtenidos en estas diversas investigaciones, han confirmado
e el sistema de microniicleos en células meidlicas de Tradescantia es un
sistema allamente sensible a los agentes que causan daiio al material genético.

11.1. Meiosis en Tradescanfia
Se han estudiado las distinlas fases del ciclo meidtico de Tradescantia,
deteminandose oS tiempos que parmanecen las células en cada estadio desde la

61




Profase | (leploteno, cigoteno, paquiteno, diploteno ¥ diacinesis), con un tiempo
total de £4-68 horas, continuando hasta la fase de tétradas con 41-55 horas,
siendo estas las etapas de mayor importancia para ef sistema de MCN-TRAD (Ma,
1983).

Durante &f proceso del ciclo celular meidlico, se kevan a cabo dos divisiones
sucesivas que se realizan en vasias etapas (Lopez y col., 1985; Alexander, 1992;
Curtis y Barnes, 1994), las cuales se muestran en la Fig. 8.

Primera Divisi6n Meidtica:
Profase |

a) Leptoteno (Leptos:deigado)

Es la primera fase de la meiosis la cual es la de mayor duracion y consta de
cinco estadios. Durante este periodo, los cromosomas se observan como cuerpos
nucleares en forma de hilos largos y delgados con un eje central de proteina.
Cada cromosoma se une por sus extremos a la envoltura nuclear por medio de
estructuas especializadas Xamadas placas de adhesion.  Aunque cada
cromosoma neplicado consta de dos cromatides, éstas seé colocan en estrecha
oposicin y cada cromosoma parece tener solo una cromatide.

b) Cigoteno (zygos:pareado)

Se imcia tan promio como se lleva a cabo la sinapsis o apareo entre
cromosomas homdlogos. Este apareamiento consiste en un confrontamiento a ko
targo de los cromosomas, durante el cual los cromosomas homélogos se alinean
Jé tal manera que se piensa que cada gen se pone en contacto con su homédlogo
on el cromosoma opuesto. A semejanza del par homdlogo, ks ejes proteinicos a
lo -largo del cromosoma se confrontan para formar los dos slementos laterales o
tados de la estructura Kamado complejo sinaptonémico. Este par de cromosomas
resuliante se dama bivalente.
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c) Paquiteno (pachys: grueso).

Comienza cuando la sinapsis se completa a o largo de todos I0s
cromosomas, en el que puede permanecer vanos dias. Durante esta etapa y a
grandes intervalos, aparecen los natdulos de recombinacion a lo largo del complejo
sinaptonémico. Se piensa que estos nddulos son 0s que median los recambios
cromosomales, los cuales dan por resultado et entrecruzamiento enfre dos
cromitides de cada par de cromosomas homdlogos apareados.  Después, cada
punto de entrecruzamiento aparece como N quiasma, que repsesenta la union
entre cromatides.

d) Dipioteno (diploos: dobie)

Inicia con la disolucion del complejo sinaplonémico, vy la subsecuente
separacitn de 105 pares de cromosomas homdlogos, pero cada par bivalente
queda unidoe por uNo 0 MAas guiasmas, que representan fos punios en donde se ha
Revade a cabo o entrecnuzamiento. En esta efapa los cromosomas se
descondensan y sindetizan ARN para propomcionar 10s materiales a ser
aimacenados en el huevo.

) Diacinesis (diaza través; kinesis: poner en movimiento).

Es ta elapa de transicion a la metafase | v comienza imperceptiblemente.
Aqui cesa la sintesis de ARN y los cromosomas se condensan, engiuesan y se
desprenden de a3 envoltwa nuclesr.  Entonces se ve que cada bivalente esta
compuesio por cuatm cromalides separadas: las crométides hermanas unidas por
su centrbmero y las comdtides no hermanas que han Hevado a cabo
enyecruzamientos, unidas por quiasmas.

Metafase |

Los miembros de los bivalentes estan fuertemente condensados y
dutribuidos en lados opuesios de la placa ecuaforial, con cada centrémero
conectado a 1as fbras del huso. Los quiasmas se han movido hacia los exiremos
de 105 CROMOSOMas en N protese denominado terminakzacion.
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Anafase |

Cada miembro de un par de cromosomas homdiogos se mueve haeia los
polos opuesins.  Los centrdmeros todavia no se han dividido, por 10 que cada
COUMOSOMEA 26N consisie en dos cromatidas (una diada).

Telofase |

Ocwre cuando los cromosomas alcanzan 0s polos opuestos. Esto va a
menudo acompaiiado por ta formacion de la membrana nuclear alrededor de cada
complemento cromasomico haploide, seguida de una breve interfase y las células
pasan inmediatamente a la segunda division meidtica.

Segunda Division Meidtica:

Profase !l

Aqui, las diadas se condensan y se mueven hacia la region ecuatorial. La
mambrana nudear y ef nucléolo se rompen y aparecen nuevas fibras det uso. Los
CIOMOSOmMas se atoitan y se hacen visibles. Cada cromosoma se compone de
dos cromalidas unidas por un centromero.

Metafase li

Las cromatidas, fodavia unidas por el centrimern, se mueven hacia e
ecuador de la cékla. La fibra del huso se asocia una vez mas con los cinetocores
y desde los polos se extienden ofras fibras del huso.

Anafase il
La divisidn de los centrdmeros separa las crométidas. Una cromdtida de
cada CrOMOSoma So mueve hacia un polo de la céhila, fa ofra cromatida se mueve




hacia &l polo opuesto.
Telofase Il

El citoplasma se divide (citocinesis) y se forma la pared celular que divide el
ciloplasma y las células haploides se empiezan a diferenciarse en microsporas.
Los microtibulas del huso desaparecen v se forma una envoliura nuclear alrededor
de cada conjunto de cromosomas y se forman cuatio nicleos {tétradas) o cuatro
o6hias hijas. '

Fig. 8. Meiosis en Tradescantia,

PROFASE 1

aMETAFASES

TOTEHG MW‘ENO PAQLHTENO DGFLDTENO bl.kCINESiS

Etapas du ia meiteis en Tradescantia. Cada una de las stapas se sncubntra perfectaments
asludiadia ¥ cOn Gempos bisn cohocidos, fo que permite sstablecer tiempos de tratamiento
y recuparacion adecuados (Ma, 1983).
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0. LISTIFICACION

En el desamolio de 10s farmacos existe la busqueda del mejor y mas fil
medicamento para el tratamiento de diversas enfermedades. La epilepsia ha sido
uno de fos grandes problemas de la humanidad, tanto por su alta prevatencia e
incidencia como por sus consecuencias médicas y sociales.

Es asi que existe en nuestro pais la preocupacion por buscar nuevos
farmacos anticonvidsivos. EF Laboratorio de Quimioterapia Experimental,
Depariamenio de Bioquimica de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del
IPN sintetizé et 4-hidroxi, 4-etd, 4-fenitbutiramida (HEPB) y sus dos homdlogos
inferiores { HEPA y HEPP ) a los que una vez comprobada su acfividad
farmacologica deben someterse a estudios toxicoldgicos a corio plazo, entre esios
esludios se encuentran los de genotoxicidad que son necomendados para
famacos y sustancias susceptibles de producir toxicidad sistémica.

El prescnte estudio tiene como objetivo investigar e posible efecto
genotoxico mediante una curva dosis-efecio con el sistema de micronicleos en
céiulas meidticas de Tradescantia clon 4430 el cual ha demostrado una alta
sensibiidad, eficiencia y confiabilidad para este tipo de estudio.

Il HIPOTESIS

Ho:  Los farmacos { HEPB, HEPP, HEPA ) no tienen efecto clastogénico
sobre las células meidticas de Tradescantia.

Ha: Los famacos ( HEPB, HEPP, HEPA ) tienen efecto clastogénico
sobre las células meidlicas de Tradescantia.




il. JUSTIFICACION

En el desarollo de los farmacos existe la bisqueda del mejor y mas it
medicamento para el tratamiento de diversas enfenmedades. La epilepsia ha sido
unc de los grandes problemas de {a humanidad, tanto por su alta prevalencia e
incidencia como por sus consecuencias médicas y sociales.

Es asi que existe en nuestro pais Ja preocupacion por buscar nuevos
farmacos anliconvuisivos. El Laboratosio de Quimioterapia Experimental,
Departamento de Bioguimica de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del
IPN sintetizd el 4-hidrox, 4-etil, 4-fenilbutiramida (HEPB) y sus dos homdlogos
inferiores { HEPA vy HEPP ) a los que una vez comprobada su actividad
farmacologica deben someterse a estudios toxicoldgicos a corlo plazo, entre estos
estudios se encuentran los de genofoxicidad que son recomendados para
famacos y sustancias susceptibles de producir toxicidad sisiémica.

El presente estudio tiene como objetivo investigar el posible efecto
genolGxico mediante una curva dosis-efecto con el sistema de micronicleos en
células meidticas de Tradescanfia clon 4430 el cual ha demostrado una aMa
sensibilidad, eficiencia y confiabilidad para este tipo de estudio.

. HIPOTESIS

Ho: Los fanmacos { HEPB, HEPP, HEPA ) no tienen efecto clastogénico
sobre las cékslas meidlicas de Tradescantia.

Ha: Los famacos ( HEPB, HEPP, HEPA ) tienen efecto clastogénico
sobre las colkdas meidticas de Tradescantia.
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V. OBJETIVOS

A Objetivo General:

Evaluar mediante la prucba de microniclecs en células meidlicas de
Tradescantia la posible genotoxicidad de 3 nuevos fammacos antiepiépticos ef DL-
4-hidroxi, 4-eiit, 4-fenibuticamida (DL-HEPB) y sus homdlogos inferiores el DL-3-
hidroxd, 3-etil, 3-fenilpropionamida (DL-HEPP) v e DL-Z-hidroxi, 2-efil, 2-
fenilacetamida (DL-HEPA).

B8. Objetivos Particulares:

1. Evaluar ¢l posible efecto clastogénico del farmaco anticonvulsivo DL-HEPB y
sus homélogos ieriotes DL-HEPP y DL-HEPA en los cromosomas de
Tradescantia Clon 4430.

2. Determinar kas concentraciones de los fafmacos a las cuales se observa un
efecio clastogénico mayor y menor de mictomnicleos (MCHN) en las céhdas
meidticas de Tradescanlia.

3. Realizar las cuwvas dosis-efecto de la frecuencia de micronicleos encontrados
para cada uno de los farmacos antieplépficos: DL-HEPB, DL-HEPP y DL-HEPA.

4, Valorar la posible citoidcidad que eslos nuevos fammacos anticonvidsivos
puedan provocar en las céiulas madre del polen de Tradescantia Clon 4430.
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V. MATERIALES Y METODOS

Los famacos anficonvuisivas utilizados se obtuvieron del Laboratorio de
Toxicologia Seccion Graduados de la ENCB-IPN con una pureza del 99.5% para el
DL-HEPB, del 99.9% para DL-HEPP y de 99.7% para el DL-HEPA {(Meza-Toledo v
col., 1990). Este estudio forma parte del Programa de Seguridad Predlinica
desarollada para conocer 1a inocuklad de jos fammacos investigando el aspecto
.to)dcolégieo de estos compuestos medianie la Prueba de Micronicleos en Géllas
Meidlicas de Tradescaniia Clon 4430 (MCN-TRAD).

A. Preparacion de 1as soluciones de los farmacos.

Las condiciones de solubilidad de los faimacos DL-HEPB, DI-HEPP y DL-
HEPA se establecieron previamente, las soluciones se realizan preferentemente el
nﬁﬂmdiaptéﬁoa!aexpeﬁmentadén(aunqueseetmnﬁéquemmﬂtﬁaei
prepararias un dia antes), una vez pesada la canfidad de famaco a probar, se
deposiia directamente en los vasos de precipitados que se utilizardn para los
tralsmientos. En ellos se maceran perfeciamente con una vailla de vidio los
famacos, se adiciona paulatinamenie agua destilada con pipefas volumétricas y se
procedié a disolverios por agitacién con un magneto por espacio de 2 horas para
OL-HEPA y 15 minutos para DL-HEPP y DL-DL-HEPB. Duwrante este tiempo de
agitacion se caleniaron ligeramente en un plato caklente a no mas de 37°, pama
favorecer la solubilidad.

Las concentraciones de estudio para e farmaco DL-HEPS fueronde 1, 5, 7
y 10 mg/mi; para DL-HEPP de 1, 3, 5, 7 y 10 mg/mi y para DL-HEPA de 1, 5, 7y
10 mg/mi, estos fueron designados en base a la concentracidn terapedtica
recomendada para humanos de 800 mg/Kg. de peso diarios (10mg/mi).
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B. Ensayo Boclognco
1.- Cuitivo del Material Bioldgico.

El Clon 4430 de Tradescantia es un hibfido interespecifico de T. subcafis Y
T. hirsulifiora. Su niimero cromosomico es bajo (2n=12). Pertenece a Ia famikia de
las Comefiniceas, es herbicea con hojas estrechas que rematan en punta, las
inflorescencias localizadas e ta parte terminal de I rama, estan formadas por
aproximadamente 16 yemas que contienen célalas en diferentes fases de
desamollo meiitico. Sus flores estan formadas por 3 pétalos azules, 3 sépakos y 6
estambres (Fig. 9). Se propagaron por reproduccion vegetativa; florece todos los
dias por un kapso de 5 meses; cusndo las flores se abrieron se retiraron
diariamenie (Ma, 1983).

Fig. 9. Planta Completa de Tradescantia Clon 4430,

ta.- :.1 5l 3 B
S+ muestra ia planta compieta con tallo, hojas, inflorescencias y flores.

Las plantas de Tradescantia se cultivaron en un invernadero apropiado con




las condiciones Gptimas de humedad velativa de 60-80%, tempersiura de 21-26°C
durante el dia y 16°C durante la noche, y un fotoperiodo de 1800 R-candelas de juz
fuorescenie v 180 f-candelas de luz incandescente con lo que s& mantuvo en el
invemader I7 horas de luz. Para su desarrollo se plantaron en una mezdla de
arena-iera de hoja en una proporcion de 1:3, se regaron diasiamente o cuando asi
lo requirkeron, se fertilizaron cada 30 dias con una mezcla sdlida de NPK en una
Proporcion de 5:10:5 y micronutrientes (boro 0.01%, cobalto 0.014%, cobre 0.60%
manganeso 1.20%, molibdeno 0.025%). Las macetas se agruparon en lotes y se
mancaran € identificaron perfectamente cada una de ellas, con el propésito de
evaluar su madacion espontinea y las planias que presentaron un porcentaje de
micronidtleos mayor al rango establecido {0.66-2.33 MCN/00 iétradas, Ruiz y
Guerrero, 1934) se eliminaion. Las plantas uffizadas en los experimentos se
tomaron af azar, es decir, se cortaron las inflorescencias que estaban en la etapa
adecuada anles de fa maduracion del primer boton gue abrird en flor.

2. Ensayo para Tratamienios con Fanmacos.

El método usado fue el descrito por Ma y colaboradores (1983) para
- clasidgenos ambientales. Se soleccionawon las fiorescencias jovenes de
Tradescanhia Clonh 4430 con tallos de aproximadamente 10 ¢ de fargo vy Wores de
algunas hojas, debido a que nflorescencias con tallos largos y con hojas tienen
mdyor capacidad de absorcion de agentes liggedos. Estos tallos se sumergieron
en las soluciones de estudio en vasos de precipitados v iapados con papel
aluminio parforade para 1a introduccion de las inflorescencias.  El tratamiento fue
de 6 horas y dnicamente el farmaco DL-HEPA se martuvo con agitacion constante.
€l grupo expenmental se formd por el control negativo {agua destilada), control
positive {efil metano suifonato 200 mM) y el famaco de estudic. Durante ta
experimentacion, los tratamientos se mantuvieron en el invemadero.

Una vez concluido el tiempo de tratamiento, tos 1allos se lavamon
perfectamente 3 chomo de agua vy se dejaron en agua destilada por 24 horas
fiempo en o cuadl, las coilas de Trsdescantis que fueron dafiadas en sus
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clomosomas contingan su ciclo meidiico hasia la etapa de téiradas tempranas,
fase en la cual el dafio cromosomico se registro y evalud como la frecuencia de
microniicdeos.  Fi ciclo meidtico se detuvo  cottando las inflorescencias ¥
sumengiéndolas en una solucion de etanol-acido acélico 3:1 por 24 horas.
Posieriormente se lavamon las inflorescencias en agua cofmiente y se colocaron en
etapol al 70% para su cONservacion y se almacenaron en refiigeracion hasta su
leciura.

3. Obtencion de tas Preparaciones.

El procedimienio para e montaje de las preparaciones estd basado en el
método de aplastamiento (squash) de la acetocamina para cromosomas de planta
{Snow, 1962; Radford y col, 1974; Ma, 19683). De cada una de las inflorescencias
que se almacenaron en la solucion de etanol se seleccionG la yema adecuada es
decir la que contenia céiulas meidlicas en la etapa de téiradas tempranas
(reguiarmente cada inflorescencia contiene solo un botdn Gtil, e incluso puede no
contener ninguno). La elapa de iéiradas en Tradescanlia es relalivamente larga, y
puede ser dividida en tres subetapas: tétradas tempranas, iétradas medias y
tétradas tardias; son soélo las primeras 1as que nos inferesan, dado que es la etapa
que aseguwra la mas alta visitilidad de los microndcleos, de acuerdo al tiempo
meidtico de 24 horas.

Para la logalizacion de fa yema dtil se procedio primeramente disectando e
_botén floral con ayuda de pinzas, para posteriomente exponer sus anteras con
awdhio de agufas de diseccion. Las yemas contienen en su intedor fas cdhulas
madres del polen a tas cuales se les agregd una gota de acetocamnin (se mezcio
un geamo de camin en 45 mi de acido acético y 55 mi de agua destilada; hirviendo
durante 5 minutos a reflujo v filrado Una vez que se ha enfriado).

En un microscopio de diseccion se rompen kas anteras, se extienden las
oéiulas sobre el colorante y se retican todos los restos de tejfidos vegetales para
que 'a preparacion quede mpia. Se coiocd el cubreobjeto, se calenté a 80°C
sobre un piato caliente y se oprimid ligeramente (squash). Cada preparacion se
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manch con la clave del grupo experimental a la que pertenecio. Una vez oblenida
I3 preparacion, ésta se guandd en refrigeracion con el objeto de mantener las
preparaciones frescas, para su conteo y registro de células nommales y las que
contenian micronicleos.

4. Observacion y Regisino de Microndcieos,

, El conleo y registro de microniciecs se efectud entre 2 y 3 horas posteniores
sl montaje de las preparaciones, USando un MIcroscopio dptics con un objetivo de
10 aumentos para ienfificacion y luego el de 40 aumenos, haciendo un bamido
de la preparacién en forma de zig-zag. Se contaron 300 ciuias Por preparacion y
se registraron las tétradas nomales y aquélias con 1, 2, 3 6 mas micronicteos. Se
repoctd (a frecuencia de micronicleos por 100 tétradas de Tradescantia Clon 4430,

La identificacion y el conteo de micronaclecs esian basados en tres critefios
especificos que incluyen: morfologia, citoquimica y orientacion dentro de la célula.
€l criteric morfologico es la texiwa que debe ser comparable a la de los nucleos
principales, la forma de radonda a oval, con bordes bien definidos, el diameiro del
microniicieo no debe ser mayor a 1/3 del didametro de los mickeos principales. El
criterio citoquimico consiste enh una neaccion positiva a la tincién con acetocamin.
En cuanto a su orientaciin en la célula, los microniicleos deben localizarse dentro

| dei citoplasma y en ef mismo plano focal que los niicleos principales, pero deben
estar bian detenminados y separados fisicamente de los mismos (Livingston y col.,
1990; Ren y col., 1991).
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5. Andlisis Estadistico

La muestra poblacional se constituyd de 300 téiradas por cada preparacion,
S por experimento. Se obluve g media y su desviacién estandar. El grado de
significancia de la diferencia entre el grupo conirol y del tratamiento se evalud
usando la prueba de "1-Student”, con un nivel de significancia de 0.05%. Con los
datos obtenidos del efecto genotdxico se aplicd un analisis estadistico de regresion
#neal con la finalidad de conocer la probabilidad de induccion de MCN provocada
por cada uno de los famacos (Wayne, 1977; Mendenhall y Sincich, 1997).

Un diagrama de la metodologia de microniicieos en células meidticas de
Tradescantia, ef cual fue uilizado en esta investigacion se muestra en la figura 10.
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Fig . 10 Diagrama de flujo de la Metodologia de MCN-TRAD.
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VI. RESULTADOS

La Tabla IV, muestra ia media y su desviacion estandar del porceniaje de la
frecuencia de microndicieos (MCN) inducidos por el fanmaco anticonvulsivo DL-4-
hidroxi, 4-efil, 4-fenibutitamida (DL-HEPB) en las células meidticas de
Tradoscantia a las concentraciones de 1, 5, 7, 10 mo/mé asi como la de su
fespective control negafivo {agua destitada) para cada concentracidon.  Los
fesultados representan 5 preparaciones comespondientes a  inflorescencias
diferentes y sus repeficiones. La valoracion estadistica de los datos muestra que
sOlo existen diferencias estadisticas hasta la concenfracion de 7 mg/mi del DL-
HEPB.

En ia figura 11, se muestra la curva dosis-efecio del farmaco DL-HEPB en
dondeseobsewémealaconoentraciénde?mglnﬂsehduce!amayor
frecuencia de microniicleos para producik dafio genotdxico sobre las ceélulas
nwiﬁtimsdeTtadescanﬁayacmmntracimmayomslawwapmema un
decremento en los MCN encontrados manifestindose dafio citoléxico.

La Tabla V, muesira los eventos encontrados por la citotoxicidad provocada
por e famaco DL-HEPB. A la concentracién de 10 mg/ml se abservé un
porcentaje de 13.52% de células no tefidas, indicativo de muerte celular y refraso
celular de las célutas meibiicas de Tradescantia Clon 4430.

En la figwa 12 se puede observar la folografia que muestra algunos
ejemplos de estos evenlos citoldxicos en las células meidlicas de Tradescantia en
elapa de tétrada con cdhilas normales y células muertas.
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TABLA V. Frecuencia de Micronticleos en células meidticas de
Tradescantia Clon 4430 inducidas por el farmaco DL-4-hidroxi,
4-etil, 4-fenilbutiramida (DL-HEPB).

MNC/100 Células Meidiicas
CONGCENTRACION CONTROL NEGATIVO HEPB
mg/ml Agua Destilada X + DE.
1 1.59 +0.55 2.57 +1.07*
B 1.66 1 0.52 2.81 1+ 0.83°
7 092 +0.43 3.08 £ 0.88*
10 1.26 1+ 0.43 208:078a

Cada dato 5 &l promedio de 5 lecturas correspondientes cada una a 300 células.
a: Se observan signos de toxicidad.
* P<0.05 con <" de Student.
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TABLA V. Citoxicidad inducida por el fdrmaco DL-4-hidroxi, 4-etil, 4-fenitbu-
tiramida (DL-HEPB) a la concentracion de 10mg/ml. en células meidticas
de Tradescantia Clon 4430.

Alteraciones de Toxicidad % de Alteraciones en
4500 células?d

Tétradas con
nicleos polimorficos:

Tétradas con nticleo alargado 0.022

LT,

Tétradas no tehidas
(células muertas) 13.52

Celulas en Profase {l
no tehidas (células muertas) 2.48

82.17% Tétradas normales
1.64% Tétradas que presenian 1 6 mas microntcleos
a; El dafo es obienido de 15 inflorescencias diferentes contando 300 células en cada una.
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Fig. 12, Fotografia de Células Meidticas de Tradescantia Clon 4430 que mues-
tra los efectes citoiéxicos provocados por e farmaco, DL—4-hidroxi, 4-etil,
4~fenilbutiramida (DL-HEPB) a la concentracion de 10mg/m!.

La {otografia muestra tétradas y diadas no tefiidas, muertas (a) asi como
tétradas normales (b) Aumento 40 x.
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Los resuitados de la frecuencia de microniicleos inducidos por el homdlogo
DL- 3-hidroxi, 3-etil, 3-fenilpropionamida (DL-HEPP) se muestran en la Tabla Vi,
las conceniraciones estudiadas fueron de 1, 3, § 7, v 10 mg/ml, se muestra la
media y desviacion estandar del control negativo (agua destilada) y del farmaco, en
donde, se observo un incremento de MCN desde la primera concentracion hasta
un MaxIma a fa conoentracion de 3 mgiml y disminuyendo a las concentraciones de
5, 7y 10 mg/ml con respecto a su control. Estos resultados se valoraron mediante
la prueba *+-Studont con un nivel de significancia del 5§ por ciento y una =2.3086,
encontrandose una diferencia estadisticamenie significativa del farmaco DL-HEPP
desde [a primera concentracion de 1 mg/mi hasta la concenteacion de 7mg/ml con
respecto al control negativo.

La figura 13, muestra la curva dosis-efecto para ¢ farmaco DL-HEPP en
donde a la concentracion de 3 mg/mi presenta el mayor dafio genotéxico, ¥ a las
concentraciones de 5, 7, y 10 mg/ml hay un decremento originado por citotoxicidad
1a cual se evalud a la concentracion de 10 mg/mi y los datos obtenidos se
presentan en la Tabla VIl de ciiotoxicidad inducida por el farmaco DL-HEPP
encontrandose en mayor porcentaie células en profase y anafase . La fotograiia
de la figura 14 muesta este evenlo citotdxico de las células meidticas de
Tradoscantia Clon 4430 donde se observan célutas en estas etapas asi como
puentes.




TABLA Vi. Frecuencia de Micronticleos en células meiéticas de
Tradescantia Clon 4430 inducidas por el control negativo y el
farmaco DL-3-hidroxi, 3-etil, 3-fenilpropionamida (DL-HEPP).

MNC/100 TETRADAS
CONGENTRAGION CONTROL NEGATIVO HEPP
mgimi Agua Destilada X + DE
1 1.59 +0.55 257 +0.74"
3 2.79 :0.95 521 +1.12*
5 1.66 +0.62 3.39 1.32*
7 1.66 1 0.62 2.84 11.65°
10 1.26 £ 0.43 235+ 0.66a"

Cada dato es el promedio de 5 lecturas correspondientes cada una a 300 células,
a: Se observan signos de toxicidad.
* P<{.05 con " de Student.
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TABLA VII. Citoxicidad inducida por el fairmaco DL-3-hidroxi,
3-etil, 3-fenilpropionamida (DL-HEPP) a la concentracién de
10mg/ml. en células meidticas de Tradescaniia Clon 4430.

Alteraciones de Toxicidad % de Alteraciones en 4500
célutasa

Tetradas con
nucless polimérficos:

Tétradas con

nicleos segmentados
am 0.13

Télradas con proyeceionss
on los niicleos

Tétradas con nicleo alargado

Células en Profase I 2.16

Células en Anafase I 5.6

Células en Anafase il
~ on puente 0.089

90.11% Tétradas nomales

2.04% Tétradas que presentan 1 6 mas micronicleos

a: El dato es obtenido de 15 inflorescencias diferentes contando 300 células en
cada una.
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Fig. 14. Folografia de Células Meidticas de Tradescantia Clon 4430 que mues-
ira los electos citoidxicos provocados por e farmaco, DL-3-hidroxi, 3-etil,
3-fenilpropioamida (DL-HEPP) a la conceniracion de 10mg/ml.

‘La folograiia muestra células en profase Il y anafase il con puentes (a).
Aumento 40 x.




La Tabla ViI, muestra, 10s resultados obtenidos de la frecuencia de MCN
inducklos por e DL-2-hidroxi, 2-etil, 2-fenilacetamida (DL-HEPA), las
conceniraciones probadas fueron 1, 5, 7 y 10 mg/mi. El analisis estadistico
mediante la prueba "t-Student” con un nivel de significancia del 5% y una 1=2.306,
mostié que los valores estadisticamentie significativos para este farmaco se
obluvieron a 1as concentraciones de 5 y 7 mg/mi, asi mismo se observo gue la
* concentracion de 7 mgAmi fue 1a que induio un Maximo de MCN en las téiradas de
Tradescantia Clon 4430.

La figura 15 muestra ka curva dosis-efocto del farmaco anticonvulsivo DL-
HEPA en donde se observd tue el mayor efecto genotdxico producido por este
agente fue la concentracion de 7 mg/mi la cual decrece hasta a concentracion de
10mg/ml. En 1a Tabla IX se muesiran los efectos citotéxicos generados por esie
faamaco (DL-HEPA) a la concentracion de 10 mg/mil y fue el evento con mayor
porcentaje que se observd en las colulas meidticas de Tradescantia Clon 4430, se
manifest como retraso colular del ciclo de las céhilas madres del polen, como se
puede observar en la fotografia de 1a figura 6.
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TABLA VIIl. Frecuencia de Micronticleos en células meidticas de
Tradescantia Clon 4430 inducidas por el control negativo y el
farmaco DL-2-hidroxi, 2-etil, 2-fenilacetamida (DL-HEPA).

MNC/100 Células Meidticas
CONCENTRACION CONTROL NEGATIVO HEPA
mg/ml Agua Destilada X % DE
1 1.66 3 0.52 2.06 + 0.52
5 1.66 +0.52 2.37 £+ 0.95"
7 1.19 + 0.56 4.95 + 0.94*
10 1.52 + 0.60 2.131+0.78a

Cada dato es ¢l promedio de 5 lecturas correspondientes cada una a 300 células.
a: Se observan signos de toxicidad.
* P<0.05 con ‘t° de Student.
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TABLA IX Citoxicidad inducida por el farmaco DL-2-hidroxi,
2-etil, 2-fenilpropionamida (DL-HEPA) a la concentracion de
10mg/ml. en células meioticas de Tradescantia Clon 4420.

Alteraciones de Toxicidad % de Alteraciones en 4500
célulasa

Télradas con
nuclegs polimériicos:

0.13
Tétradas con nucles alargado
Tétlradas binucleadas
Células en Profase | 0.31
Células en Metafase | 0.56
Células en Anafase | 1.2
Células en Profase |l 4.49
Cealulas en Metafase 0.33
Céolulas en Anatase I 0.24
Células en Telofase 4.07

86.84% Tétradas nommales

1.4% Tétradas que presentan 1 6 mas micronucleos

a; El dato es obienido de 15 inflorescencias diferentes contando 300 células en
cada una.
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Fig. 16. Fotografia de Células Meidticas de Tradescantia Clon 4430 que
muesira los efectos citotdxicos provocades por el farmaco, DL-2-hidroxi,
2-etil, 2-fenilacetamida (DL-HEPA) a la concentracion de 10mg/mil.

La folografia muestra células de Tradescanlia en eiapas de primera (a) y
segunda divisién (b) meiética, manifestandose un marcado retraso celular
provocado por ol famaco. Aumento 40 x.




ia Tabla X coniiene los datos de la genotoxicidad inducida por el control
posiiive efil-metanc-sulfonato a la concentracién de 200 mM en las células
meidlicas de Tradescaniia.

En la tabla X se muestran las ecuaciones que rigen el efecio genotdxico
producido por cada uno de los fammacos anticonvulsivos estudiados el DL-HEPB y
sus dos homdlogos inferiores DL-HEPP y DL-HEPA, asi como e} coeficiente de
deierminacidon resulante, el cual es un indicativo de la probabilidad de que el
efecto genofbico fue inducido por los fammacos a las concentraciones
colvespondientes, es decir para ¢ DL-HEPB y DL-HEPA fue de 7 mg/m! y para &l
DL-HEPP de 3 mg/mi.




TABLA X. Frecuencia de Microntcleos en células meidticas de
Tradescantia Clon 4430 inducidas por el control negativo (agua
destilada) y el control positivo (etil, metano, sulfonato, 200 mM).

MNG/100 Células Meidticas
CONTROL NEGATIVO CONTROL POSITIVO
Agua Destilada (Etil, metano, sulfonato {p.05=2.306
200mi)
0.92 + 043 35:089 *
1.59 4 0.55 3.9 :1.81 %
1.19: 086 41+1.72 *

* Indica significativo (1" de Student).
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TABLA XI. Ecuaciones que rigen el efecto genotéxico de los
farmacos anticonvulsivos HEPB y sus dos homdlogos inferiores

HEPP y HEPA.
FARMACO ECUACION COEFICIENTE DE
y=a+bx DETERMINACION %
HEPB y =1.8+0.19x 75.85
HEPP y=1764+ 1.17x 96.82
HEPA y=1.41 + 0.4x 75.79




Vil DISCUSION DE RESULTADOS

Los resullados de los estudios realizados en modelos de epilepsia han
probado satisfactoriamente la hipotesis que sostiene que la alleracién de la funcién
sindplica del principal newrolransmisor inhibitorio GABA, es la causa primordial de
ta epilepsia hwmana.

Para establecer racionalmente la terapia especifica a cada tipo de epilepsia
es allamente mnyenierﬂeeonooersu patologia neuroquimica y e mecanismo de
acaion molecular de cada compuesto antiepiléptico.  Se ha establecido que los
principales sistemas de neuolransmision que se alleran en la epilepsia son:
decremanto det GABASmico o aclivacion del Sistema del acido ghutamico-Nmetil,
D-aspéttico (NMDA-G) y por ende modificacion de la homeostisis ionica newronal,
sobre todo de Ca™’ yNa™.

Al analizar su mecanismo de accion, se ha enconfrado que los compuestos
anliepidplicos se pueden clasificar en relacion a su utilidad terapéutica y de
acuerdo con la alteracion de los canales idnicos, asi: bs anticonvulsivos efectivos
en crisis generalizadas ténico cionicas o parciales son bloqueadores de canales
inaclivos de Na' y 105 que sivan para el tratamiento de la epilepsia tipo ausencias
inhiben los canales de Ca™,

Los antiepilépticos de reciente incorporacion a la lerapia humana como el
Vigatrim y el Progabide son producto de sintesis dinigida para actuar como andlogo
del GABA y para inhibir especificamenie la GABA-T (GABA-transaminasa)
anfiepilépticos que en ef presente estin en estudio praclinico, como la senie de
antagonistas del sisterna NMDA-G.

Puesto que las crisis epiléplicas terminan ain sin ierapia, se ha planteado la
. exislencia de un neuromodulador inhibitorio, es decir un antiepiléptico endégeno,
presente normalmente en ef sislema nervioso central; aunque esta idea no ha sido
investigada con gran entusiasmo, Maitre y colaboradores (1974) propusieron a ia
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adenosing como un antiepiléplico endageno. También actualmente, existe gran
interés por deferminar la participacion de segundos mensajeros en la funcion
normal y patoldgica del tejida nervioso, los cuales pueden influir en 1a liberacion de
los neurctransmisores, modificar sus receptores, cambiar ta permeabilidad de los
canaies inicos e induci enzimas de tal manera que la sefial del neurofransmisor
se ampliique. Se sugiere, que esta cascada de eventos puede liegar hasta €l
iicleo y modificar ef genoma. Asi, la entrada de calcio a Ia newrona puede alterar
los génes denominados proto-oncogenes, particwamente el c-fos y en menor
cuanlia ¢l c-nye, que producen profeinas especificas (Martinez de Muiioz y
Mandel, 1997). '

La comprension del mecanismo fisiokigico y celular de ciertos tipos de

epllepsia, especificamonte de las ausencias (gue son las mas benignas), ha
contribuido al entendimiento de como actian la mayoria de los compuesios
antiepiépticos disponibles. Para el disefio de este tipo de compuestos se cuenta
también con e modelaje por computadora que facilita Ia sintesis de sevies de
compuestos antiepiépticos. La disponibilidad de pruebas sistematizadas, para la
evaluation preclinica de la actividad antiepiléplica también favorece el desamolio
de muevos farmacos; ademds, para medir la eficacia farmacologica y para
deferminar su mecanismo de accion se cuenta también con vanos modelos
experaneniales especificos (Martinez de Muiioz, 1991).
Por estas razones, varios compuestos prometedores estan en diferentes etapas de
invesligacion, entre ellos sobresalen: clobazam, denzimol, eferobarb, felbamato,
estiipentol, topiramato y zomsamina. En México, con el propdsito de contribuir al
desanmolio de Mevos compuestos antiepiléplicos se ha estudiado intensamente
una sere de derivados de ferd alcohol aminas, sietizadas por Carvajal y
colaboradores (1964).

Se sabia que cuando se produce un desbalance entre los dos principales
newolransmisores del cerebro: glutamato (excilador) v ef GABA (inhibidor), se
por dos enzimas dependientes del fosfato de piridoxal: la descarboxilasa del L-
ghutamato y ka transaminasa del GABA; enzimas que descarboxifa al L-glutamato
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que generan al GABA y la transaminasa del GABA, que fo transamina para dar &
ofigen al semialdehido succinico y al L-glutamato. Aunque el semialdehido
SUCCinico es 1hxico para las colulas, éste no se acumula porque se oxida muy
eficientemente pot la deshidrogenasa comespondiente.  La disfuncion del sistema

del GABA se ha asociado también, con los sintomas de la enfermedad de
Huntington, de |a enfermedad de Parkinson y fa discinesia tardia. Se sabia
también, que cuando las concentraciones de GABA disminuian por abajo de un

nivei umbral en el cerebro, las convulsiones empezaban, y 5i Se inyeciaba GABA
'ﬂilectamenleenelwebmdeunanimalalqueselehabian inducido convulsiones,

éstas cesaban (Carvajal-Sandoval y Meza-Toledo, 1997).

* Por lo descrito anteriommente un anticonvulsionante ideal seria et GABA; sin
embayo, la adminisiracion periférica del GABA no tiene efecto anticonvulsionante,
debido 2 que no afraviesa I3 bamera hemaloencefilica. El disefio de ks
inhibidores HEPB, HEPP y HEPA que se mealizd en 1964 por Carvajal y
colaboradores fue para lograr la elevacion del GABA encefalico y si bien no se
consiguid ese efacto, jos compuestos presentaron un  buen efecio
anticonvifisionante muy probablemenie debido a la semejanza estructural con ef
GABA y a su aceidn como GABA-miméticos (Carvajal y Massieu, 1979), que son
polentes anticonvulsionantes en varios modelos experimentales de epilepsia
(Meza-Toledo y col., 1990).

Todos ks compuestos antiepilépticos nueves se han  diseilado
racionaimente, es decik, en base a su mecanismo de accion molecular y por elio es
factible que en fa proxima década se sinteticen varias series de compuestos
dwigidos a actuar sobre molécutas o sobre paries especificas de macromolécuias
como las multimecoptores GABA A. Por ello, es previsible que en el fuluro proximo
el médico. contard con vanas allemativas farmacoldgicas para e condrol de cada
fipo de epilepsia fMartinez de Mulioz y Mandel, 1997).

Es por o, que la investigacion farmacokigica del DL- HEPB, DL-HEPP y
DL-HEPA conducid a la introducsion de nuevos medicamentos antiepiléplicos
desarmoliados olaimenie en M&dco v esto serd un ejemplo de que si podemos
Por ofra parte, e costo de los nuevos medicamentos serd mds accesible para las
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personas que I0s requieren, ya que sabemos que las medicinas de importacion son
de un valor mucho mayor, ademds, este se ve incrementado por el use diario que
se requiere del Exmaco durante toda 1a vida del paciente.

De acuerdo a lo descrito anterionmente, los primeros agentes antiepilépticos
desarmollados, fueron modificados en sus difererdes estructuras, tratando siempre
de mejorar la eficacia anticonvilsiva y disminuir los efectos secundarios. Asi se
legb a disponer de un NUMENDSO grupo de famacos dtiles en los diferentes tipos
de eplepsia. Sin embargo, no se ha conseguido adGn el producto ideal que sea
eficar en ¢ control de la enfermedad y carenie de efectos secundarios
indeseables. Es por ello, que e presente esiudio de genofoxicidad pretende
contribuir-al conocimiento de como estos compuesios son capaces de dafiar los
nicleos de las céhlas meidiicas de Tradescantia, las cuales son eucaridticas y
poseen as mismas moléculas que conforman al ADN de la poblacion humana
(Bamera, 1992; Goldsiein y col., 1995; Vega, 1985b; EPA, 1988; Stansfieid, 1957).

A pesar de las diferencias de metabolismo y de reparacion del ADN entre
1as especies, asi como de olros procesas fisiologicos que afectan a 1a mutagénesis
Quimica, la universalidad det ADN como material y codigo genético, proparciona
wia base ciepdifica para e uso de vanios sistemas de prueba no humanos para
pradecir la mutagenicidad infrinseca de las sustancias ha esiudiar (EPA, 1988;
Goldstein y col., 1995). La observacion de que las sustancias que causan efecios
genédlicos en una especie 0 en un sistema de prucha frecuentemente causan
electos sindares en ofras especies o Sistemas y constifuyen un apoyo adicional
para ol uso de Sistemas no humanos.

La configemacion de una molécula juega un papel muy importante en su
acfividad biolégica y es prioritaria en el desarrollo de nuevos farmacos. Las
molbculas quirales como as el caso de estos compuestos anbieplépticos que
podrian conducir a diferencias famnacocinéticas y farmacodindmicas y producican
cambios an {a potencia o toxicidad entre ellos y puede ser lo que determine en gran
medida et daiio genético a causar sobre fas células.

Los datos oblerdos muestran una diferencia en el resuitado mwtédgenico
ancontrado para estos nuevos farmacos, v es probable que ello se deba
precisamente a [a esfructura quimica, la cual es quiral ¥y posee cuatro grupos




funcionales (hidroxi, etilo, fenito v fa cadena amidica) en fa posicion del carbono 4,
3 v 2 (carbonos quirales) respectivamente (Fig. 4) lo cual sugiere, que eslos
gIupos se peguen a la molécula de ADN en mayor 0 menor medida dependiendo
de fa concentracion asi como del impedimento estérico o espacial que cada uno de
los sustituyenies quirales pueda enconfrar en su interaceidn con e ADN.

For lo tanlo, los datos obtenidos sugicren que a la misma cohcentracion de
7 mg /ml tanto & DL-HEPB que contiene la cadena amidica mas larga y et DL-
HEPA que contiene la cadena amidica mas corta se obtiene e mdximo daiio
genotaxico o mayor induccion de micronticleos, pero, difieren en la frecuencia, la
cual es mayor para el DL-HEPA que para el DL-HEPB y esto puede ser debido a el
impedimento estérico que presenta el sustituyente amidico més largo -DL-HEPB- y
se facilite mojor la interaccidn del DL-HEPA con ol ADN y tenga mas probabilidad
de que varias de sus moléculas se peguen a la estructura del ADN por ser una

Asimismo, un estudio comparativo de fos modefos molecutares a escata
entre la estructlra comGn deal inhibidor DL-HEPB, el 4cido gamma-aminobutirico
(GABA) y el alcaloide Muscimol de Amanita muscania que es un agonista del
GABA, indico que e inhibidor DL-HEPB presenta una gran similitud estructural con
el GABA siendo més semejante que el mismo Muscimol. Observando 10s modelos
moleculares lateraimente, las dimensiones son de 8.0 A para el GABA y el DL-
HEPE (sin los sustituyentes en 4, 4) y el Muscimol mide 7.7 A. Vistas las
moléculas de amiba las dimensiones son 8.1 A para of Muscimol. Como se
menciont anles, la estructra fundamental de los nuevos famMacos anticonvulsivos
preseMa una gran analogia con ef GABA y es muy probable que los grupos
sustituyentes en la posicion 4, 4 (Metilo, fenilo; efito, fenio y difenilo) proporcionen
a las molécudas fos grupos hidrofdbicos que permitirdn a estas, fijarse mejor a Jos
feceplores ademds de dafes una hidrofobicidad necesaria para atravesar la
bamera hematooncefdica (Carvajal y Massieu, 1979), por o que se podria
considerar que estos nuevos anficonvilsivos son especificos y ello reducina su
poiencial 16Xco-quimico como xenobidticos de indole farmacologica, patologica o
genoldxica.

Sin embargo los resultados obtenidos demuesiran que son genotGxicos y




citotoxicos al sistema de MCN-TRAD, lo cual sugiere la posibilidad de la
transformacion metabolica de eslos farmacos anticonvulsivos como mutdgenos por
la planta. Valeminsky y Gichner (1988) realizaron una recopilacion de datos
concerientes a la actividad mutagénica de promutagenos en varios ensayos de
vegetales in vivo que han sido uiiizados para la deteccion de agentes genotéxicas
endmﬁerﬂe.mwidnérndoquehsigniﬁcandaenestecampoesanamente
depaﬁgMedelaMbiﬁdadpamadWarwmubégenosyprocardnégenoswbs
propios sisfemas enzimificos de la planta. Por ejemplo, Kanaya (1996} realizé un
estudio de activacin de anfina por exiraclos de Vicia faba, Pisum sativim y
Lactuca sativa en cékias de ovanio de Hamster Chino enconirando que en Vicia, la
aclivacion causd un incremenio de aberaciones cromosomicas y células
endoneduplicadas pero no causéd intercambio de cromatidas hermanas, mientras
que los extractos de Pisum y Lacluca no activaron la anifina.

Para el compuesito antiepiléplico (1)-HEPA o DL-2-hidroxi-2-etil-2-fenit-
acetamida se han encontrado que los enantiomeros (+) y (-) presentan una
polencia similar en ratones, ante las convuisiones provocadas por el
peniilentetrazol, siendo €l enantiomero (+) mas 16xico que el isomero (-) en lka
prueba del rotaind especie de rodilo que se hace girar a 6 pm y en el cual el ratén
debe mantener el equilibrio {Carvajal-Sandoval y Meza-Toledo, 1997).

Los estudios realizados por el grupo del Dr. Carvajat indican también, que
los otros dos racematos (£}HHEPB o DL-4-hdroxi-4-etil-4-fend-butiramida y et (1)
HEPP o DL-3-hidroxi-3-etil-3-fenil-propionamida  poseen una  aclividad
anticonvulsionante ligeramente mayor que los otros dos homdlogos DL-HEPB y
DL-HEPA asi como una menor newotoxicidad juzgada en la prueba del rotarod
{Meza-Toledo y col, 1990). Asimismo, Pacheco y colaboradores (1996) han
enconirado que ¢ DL-HEPP se une, tanto al recepior A como al B, del GABA,
confirmando ia sugerencia de Braylowsky y colaboradores (1992) del efecto GABA
mimélico del Famaco en ef stalus epidpticus o actividad convulsiva aguda,
repelitiva y gonoralizada, en la cual el individuo sufre convulsion iras conviNsion
anfes de recuperarse de la prmera, que puede durar horas o incluso dias y
representa URa wigencia Medica que si no es dominada puede originar lesion
imporiante del sistema nervioso central o incluso la muerte (Goldberg, 1982). Este




estado es producido por el sindrome de abstinencia al GABA experimentado an
ratas.

La mayoria de los farmacos sufre transformaciones metabolicas, y son
numerosas y diversas las reacciones bioquimicas que hay que considerar al
estudiar el metabolismo de los mismos, Ef sitio principal del metabolismo de los
farmacos es o higado, aunque también pueden participar olros tejidos. Una
waglgﬁsﬁcadecasihdasastashansmrmadmmesladequebswoductos
metabikicos (metabolitos) soh mas pofares que i0s famacos onginales,

Aungue fa duracion de la accion de famaco tiende a acortarse por
transformacion metahsiica, como se ha descrito antes, no es correcta pensar en el
mmmadféénammom"destoﬂﬁmdén“yaque,esmuyﬁecueMeque
el producto melabolico tenga una actividad biologica mayor que ia del fxmaco.

Asi mismo, se sabe que las plantas metabolizan las susiancias en forma
difetenie de como lo hacen los mamiferos. Es muy prcbable entonces, que
algunos compuestos gue no tienen efecto directamente sobre los mamiferos,
puedan verse convertidos en metabolitos activos por la accién de las plantas y
constituir ast un desgo para los consumidotes (Plewa y Gentile, 1982; Gentile y
col.. 1985; de Semes, 1992).

Algunos investigadores sugieren que dentro de las piuebas citogenéticas se
incluya como parie del profocolo {a parte microsomal del higado para realizar un
ensayo con activaciin metabélica.

Uno de fos protocolos y que se acepta como prueba mutagénica para la
reglamentacion de nuevos famacos, es la de Ames, en [a cual los nuevos
famacos antiepiéplicos DL-HEPB, DL-HEPP y DL-HEPA dieron resuliados
negativos a las concentraciones de 0.01, 0.1, 0.5, 1, 3 y 5 mg/mi en presencia y
ausencia de estmidacion metabdlica proporcionada por el S-9 (Eluani, 1992). Los
resultados oblenidos en ol presente estudio con e sistema de microndcleos en
cékdas meidticas de Tradescantia Clon 4430 (MCN-TRAD) demuestra que a las
concentraciones probadas Sse observd que el incremento de micronlicleos fue
estadisticamente sighificativg desde las prmeras concentraciones de 1 mg/iml,
hasta el méximo dafio genoléxico encontrado a las conceniraciones de 3 mgiml
para el fimaco DL-HEPP y de 7 mg/ml para of DL-HEPB y DL-HEPA




respectivamente.

De acuerdo a ko obtenido por Eluani (1992), con €l Sistema de Ames, sus
datos comelacionaron con los obtenidos en el Sistema de MNC-TRAD, para los
anticonvulsivos HEPB y HEPA en donde el efecto maximo de genotoxicidad se
obluvo a la concentracion de 7 mgiml, no asi para HEPP donde la conceniracion
con el maximd efecio genotdxico fue de 3 mg/mi, con lo cual podria pensarse que
de haberse probado concentraciones mayoies a 5 mgiml incluyendo la dosis
terapéutica de 10 mg/ml posiblemente se hubileran obienido resultados positivos.

Por ofra paite, Ma y colaboradores (1984) evaluaron varios compuesios,
entre ellos algunds finmacos, ulikzando los sistemas Ames y MCN-TRAD y
enconiraron s6k una comelacion de un 33%, accion que se le puade atribuir a la
espacificidad de los sistemas (Vega, 1985b).

Asimismo, en olro estudio usando & modelo de mutacion y recombinacion
en células def ala de Drosophila melanogaster para los famacos anfiepilépticos
HEPB y HEPP, Jaimes-Agullar (1993) no encontrd resultados positivos de
genoloxicidad a las concontraciones de 0.5, 1, 2, 5, 7 y 10 mgimi vy de 0.45, 0.9,
1.8, ¥ 5, 7 y 10 mg/iml respectivamente, pero si de cilotoxicidad a pariir de las
concentraciones de 5.y 10 mg/ml para ambos farmacos, estos datos comelacionan
con lo obienido en &l sistema de MCN-TRAD para la concentracion de 10 mg.

De igual manera, diversas prucbas genotdxicas se han utiizado para
evaluar a los famacos antiepliéplicos mas utilizados ferapéuticamente; algunos
estudios han reportado efectos genotdxicos utizando el sistema de intercambio de
cromatidas hermanas en kinfocitos humanos a diferentes anticonvulsivos, como la
feniloina (Schauman y col., 1985) y al valproato sodico (Taneja y col., 1992),
obteniéndose resultados positivos. Con el sistema de abommaciones cromosomicas
on fnfocilos humanos se encontraron efecios genotbéxicos inducidos con el defenil-
tidantoinato de sodio (Garcia-Sagrodo, 1988; Madegal y col., 1988) fenobarbital
(Madrigal y col., 1989) y carbamazepina (Madrigal y col., 1990; Sardas y col.,
1994).

Puesto que los experimentos directos con mutdgenos quimicos estin
obviamente fuera de posibilidad de prueba en humanos, nuestra valoracion de los
pelignos mutagénicos asociados con la exposicion a farmacos y a ofros agentes
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por fuerza debe basarse en investigaciones genélicas con otros animales,
suponiéndo naturalmente que la sensibilidad del aparato genético a mutagenos
sera ¢asi 1a misma en las especies cercanamente refacionadas (Goldstein y col,,
1996).

De acuerdo a kb descriio antefiormente observamos que existen diferentes
sistemas que se pueden uliizar para detectar la mutagenicidad, pero desde el
punlo de vista predictivo de si un faimaco o un agentes quimico es probablemente
peligroso para la linea genminal humana deberia ser obvio que ningun sistema es
suficiente. Ya que el ADN de fodos los organismos es simitar en su estructura
fundamental y su mecanismo de replicacion, se puede ulilizar cualquier orgarismo
conveniente.  Por elo, se deberia sospechar de cualquier compuesto que
demuestire tener gran mulagenicidad en cusiquier sisiema de prueba, y deberian
ser consikderados como mutagénicos también en ef hombre, Algunos ejlemplos son
los agentes alquilantes, 1a ciclohexilamina, los nitritos v nitrosaminas, analogos de
bases y esfeptonigrina.

Por otro lado, una prueba negativa en un organismo no se puede fomar
como garantia de seguridad en el hombre. AUn un resultado negativo en un
sistema de prueba con un huéspad mediador no da una seguridad real, ya que las
especies también difieren mucho en el patron de los metabokitos derivados de un
compuesto original dado (Goldstein y col., 1995).

Estas consideraciones han Hevado a proposiciones para una valoracion
directa de la muiagénesis en el hombre debido a que no podemos exponemos
dekberadamente a los supuestos mutigenos. Es por ello que se plantean métodos
para defectar cualquier aumento brusco en la frecuencia de mutacion en las
poblaciones humanas. Para vigilar, en forma rufinania 1a cifologia de las céhulas
sanguineas en los recién nacidos, e incluso en los adultos, se propone la
suposiciin de que la mutagénesis afectaria a las células somaticas, no sblo a las
de la linca germinal, y que por medio de los resultados obtenidos con mutagenos
on los sistemas de cultivo de oflulas hay una evidencia amplia debido a que miles
de céhdlas sanguineas se podrian evaluar en un solo individuo, por lo que se
amplificaria mucho la sensibilidad de la deteccion (Neel y Bloom, 1969; Hook,
1971), y si ademds se realiza una evaluacion simultidnea de proteinas plasmdticas
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para detectar cualquier variante mutante que se origing de un evento mutacional
en el gameto o en s estadios tempranos det desamolio del cigoto, la evidencia
seria concluyente (Goldstein y col., 1995)

Asimismo, los resuliados del estudio citogenético de estos nuevos famacos

sobre las células meidticas de Tradescantia Clon 4430 demuestran que esios
compuestos son capaces de alterar la estructura del ADN ocasionando dafio, el
cual io detectamos por el incremento de microniicieos observados con respecto a
la mutacion espontanea de la planta; por tanto se compiueba e fundamento del
proceso de mutagénesis, es decir, estos quimicos ocasionaron un dafio al ADN de
modo que cualquier agente capaz de producw esta alteracidn es considerado
mtigeno (Zimmeman, 1982),
Sin embargo, aunque alginos mutagenos pueden ser también cancerigenos y
causar cancer y producirse espontaneamente o inducirse por radiacion ionizante,
virus v agentes qinmicos que se conocen como carcindgenas a través de dos
procesos distintos, designados iniciacion y promiocion.  La iniciacion que es la
produccion de un cambio celular imeversible y es una condicion necesaria, pero no
suficiente para &l desamollo del cincer. Y la promocién es el proceso por el que un
tumor se desarrolia en un tejido en el que ya ocuimic ta iniciacion.

Un posible mecanismo de accion de 1os promotores consiste en inhibir los
sistemas reparadores del ADN (Gaudin y cof., 1971). Puesto que la iniciacion de
las céldas cancerosas es brusca, y este cambio al parecer es #reversible y
heneditario, se puade considerar como mutacion somatica.

De acuerdo con este punto de vista, Ia iniciacion equivale a Ia mulagénesis
somalica. De la misma manera, muchas sustancias descublertas ofiginalmente
COMO carcinogénicas se ha probado que son mutagénicas en los MICrooNganismos
{(Zimmemmann, 1971).

Entre los agentes conocidos COMO CAICMOGENiCos en animales y que
también son mutagénicos (por lo general comprobados en baclefias) estan las
nifrosaminas, diazoametano, sulfatos y sulfonatos de akcano, la 8-propiolactona,
tleniminag, ietilenmelamina, 1,23, 4-diepoxibutano, dimetihidracina y las mostazas
nirogenadas y sulfuradas. Estos compuestos electrofilicos altamente reactivos
meractian covalentemente con el ADN (Brockes, 1971; Zimimermann, 1971).
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Se ha observado que olres carcindgenos no son mutagénicos, lo que indica
que ro hay una nelacion necesana enire la carcinogenicidad v la mulagenicidad.
Esta distrepancia aparente se adaro por el descubrimiento de la transformacion
metabolica a carcindgenos préximos en el organismo animat. Los compuestos que
s& habian probado para mutagenicidad fueron los que se sabia que producian
cancer cuando se administraban a animales, pero no los carcindgenos derivados
metabilicamente que de hecho iniciaban el proceso neoplasico en los tejidos
(Goldstein v col., 1995).

Estudios sobre la aclivacion oncogénica indican fuertemente que las
alteraciones especificas defl ADN y cromosomas estdn infimamente involucrados
con ¢l proceso carcinogdnico, concluyéndose que datos experimentales en
mutagénesis y carcinopénesis indican que los factores mutagénicos son
importantes en carcinogénesis. Es por elio que estos nuevos anticonvulsivos
mqtﬁemndeeshgdiossobremmgeniddadpamdesmﬁareipeﬁgmqueesto
conlleva mas ain, porque este ipo de medicamento es utilizado de manera
nadinaria por la natwaleza de la misma enfermedad, que es de por vida. En la
actualidad no existen estudios que demuesiren que los fanmacos anticonvulsivos

Oﬁnaspéﬁcdeesnedaliﬂerésenlatemﬁaconamioonvuisivosesla
teratogenicidad debido a que las madres que toman andiepilépticos tienen un alto
riesgo de prescplar malformaciones congémas.  Existen evidencias de que los
msivosadnﬁlﬁshadosmneelembarazosemladmanconuna mayor
frecuencia de malformaciones fetales. De interés especial son los teratogenos que
interfiaren directamente con el desamollo fetal a dosis que no trastoman la funcion
placentania, W producen toxicidad materna seria.  Una gran cantidad de agentes
taradogdnicos cumple con este crilerio de foxicidad selactiva para el felo.  Todos
fos teratdgenos, cuando se administra a una dosis alta 6 muy tempranamente en el
desamolio embriolégico, pueden producir muerte fetal seguida de aboro o
reabsorcion del feto (Goldstein y col., 1995).

Se ha prestado mucha atencidn a nivel experimental a la terafogenicidad de
anticonvulsionantes en animales de laboratorio, con objeto de evaluar su efeclo ©
conocer & mecanismo de accidn. Estos estudios han ayudado a resolver, en
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parte.wwdeiospmblemasmésdiswtidos.oomoese!ccnooersiesla
enfermedad o ¢ Farmaco per se el responsable de la incidencia aumentada de
malformaciones congénitas en fetos expuestos a difenilhidantoina. Se concluyd
que las crisis epiléplicas no parecen por si solas constituir un factor de resgo y es
mas bien la exposicion i Otero al anticonvuisionante lo que produce las
malformaciones (Gokdstein y col, 1995; Porter y Mekdrum, 1996; Chamorro y
Satazar, 1996; Chamono-Cevallos y Salazar-Jacobo, 1997).

Se ha confirmado la poca potencia de algunos anticonvulsionantes para
producir defectos congénitos como la etosuximida y benzodiacepinas. En cambio
olros, como la difenlidantoina y el acido valproico, aunque aparentemente
mewﬂanmwm.mmmadosenbeﬁdogiadelasmaﬁomadones
congémtas. Ap&sardelosestudiosparaadararelmemnismodeaccién
teratogena de la difeniihidontoina, adn se desconoce {Chamorro-Cevallos. y

Salazar-Jacobo, 1997). El responsable de las malformaciones parece sef su
'me!aholito.eloﬂdodealeno. aliamente reactivo y por tanfo, puede unirse en
forma covalente a sitos nucleofilicos de los acidos micleicos (Jerina y Daly, 1974) y
Mwiumseﬁedefenémemsquewndueanﬁnaknentealamaﬁomadény
olras manifestaciones anomnales en el desarrolo (Goldstein y col., 1995; Chamomo
y Salazar, 1996; Chamorro-Cevallos y Salazar-Jacobo, 1997)

Desde hace afios se sabe que las mujeres bajo Wratamiento con
antiepiépticos, pueden engendrar niflos matformes en una proporcidn 3 veces
mayor que Ia poblacion general (Yerby, 1991); asimismo, Landes y Eadie (1990),
mmmeﬁstiammladmm&isﬁwmﬂesigmﬁmﬁvacondmnsum
defémamsdeeﬁeﬁpo.amnemmnlaedad,ﬁpoodedmadéndelasaisis

Deinmlnwnera.anlmesky(wM).sugie:enquelaandebs
antiepiépticos como teratégenos en humanos, se ha compiobado por: la
asociacion entre 1a exposicion i viro y el aumento de malformaciones especificas;
la existencia de relacion dosissespuesta; la apaficion de malformaciones
depelﬁemeddmetabolismOgenéﬁeameMeoommtado.

Todos los medicamentos antiepiéplicos se consideran como teratogenos; las
ommmm.ammmmmoim,mla
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cabamazepina, fenobarbital, benzodiazepinas y mas recientemente el acido
valproico; sin embargo, 1os antiepilépticos no son agenies teratégenos poientes,
sino solamente un factor mas entre los que actian sobre un tereno genédticamente
Propicio, ya que el fiesgo de malformaciones congénitas es mayor si la enfermedad
e5 prolongada vy la terapia estd constituida por varios Farmacos antiepilépticos
{Meyers y ool., 1962).

Los sindromes fetales mias comunes producidos por los antiepildplicas mas
usados clinicamente como son a difenilhidantoina (fenitoina), trimetadiona,
fenobarbital, primidona, y valproato (acido valproico) son: relardo mental, retardo
del crecimiento, nariz corta, puente nasal bajo, epicanto, paladar o fabio hondidos y
posicion anormal de.  Oros estudios han registrado anomalias € incidencias v las
mas frecuentes han sido las hendiduras faciales y defectos cardiovasculares y en
menor pmpomi&n. malformaciones esquetéticas y defectos en SNC, sistema
gastrointestinal y anomalias genitourinarias (Chamomo-Cevallos y Salazar-Jacobo,
1997).

Debido a todos estos efectos adversos que han producido los farmacos
aniepiéplicos mds utiizados, es que se han realizado estudios para evaluar el
posible riesgo toxicoldgico que estos puevos farmacos e DL-HEPB, DL-HEPP y
DL-HEPA, que se estan desamollando en nuestro pais, pudieran ocasionar a la
salud del hombre. Aniceto (1993) estudio su efecto sobre 1a fertilidad en ratén, no
encontrando fesultados positivos hasta la concentracion de 4.25 mg/m!. Se les ha
evabadotambiénabsmﬁnnaoossuefedoteratogénioo.enestudios
reportados por Salazar y colaboradores (1989) para DL-HEPB a las
concentraciones de 0625 y 25 mg/ml en ratas no se reportan alferaciones
morfologicas. Posteﬁonnenteserealizéoho&c&ndioalostr&cférrnacos,an
ratones, donde se les administraron dosis de 0.0625 a 1.25 mg/ml pot via oral e
iniraperitoneal y no se observd ningin efecto teratogénico {Chamorro y col., 1994).
La dogis de 2.875 mg/mi fue determinada como Ia dosis de toxicidad subcronica en
ratén para el antiepiéptico DIL-HEPB (Chamoo y col., 1996); sin embargo es
imoﬂamemndmarquemdaslasdosisuﬁﬁzadasenestosesmdiossmmam
aladosisraoomendadaconaeﬁvidadamoonwﬂsivapamhumalm. la cual se ha
establecido de 800 mg/Kg. de peso al dia (10 mg/mi), por o que es recomendable,
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realizar estudios con dosis semejanies a la utilizada con fines terapéuticos.

Aunque la mayoria de los antiepiléplicos se consideran teratogenos
potenciales, los efectos adversos sobre el desarrollo embrionario, asociados con el
empleo de dinefilhidantoina, trimetadiona v acido valproico son inequivocos y esto
parece demostrario un estudio realizado por Kaneko (1991} en mujeres epilépticas
tratadas y no tratadas con antiepiléplicos, asi como con una poblacién testigo,
encontrando que la frecuencia de malformaciones fue de 1% en la poblacion
testigo, mientras que para las tratadas con antiepiléplicos fue de 6.3% {Chamoiro-
Cevalos y Salazar-Jacobo, 1997).

Olros efectos 16xicos con antiepiépticos que se ha observado en humanos
€5 Una reduccion moderada de la fertilidad en mujeres epilépilicas tratadas y en los
varones la polencia y Ia fertAidad también se ve igeramente reducida (Bevan y col.,
1982; Dansky y Finnell, 1991; Porter y Meldrum, 1996).

Porohapaﬁe.pmaoeserquenoseproduoenefed%muiagénicos,aunque
reahnemebsmamadossondiﬁeiesdekdemmarpmelmmpequeﬁode
pacientes esludiados, por la diferencia en metodologias y por la existencia de
faciores incontrofables como edad, sexo y exposicion simultinea a mutagenos
ambientales potenciales (Dansky y Finnell, 1991).

En afios recientes, a nivel mundial se han desamollado una veiniena de
anliepiéplicos con posible apicacion terapeltica. Entre ellos se encuentran el
vigabatrin, que produce en humanos somnolencia, initabilidad, vértigo e hipotonia.
Ei progabide da lugar a fenémenos de ansiedad y hepatitis, y la zonisamida a
somnolencia; en cambio, no se han observado efectos colaterales para la
funanzina. Olro de los compuestos en experimentacion es la lamotrigina, que en
los estudios hematologicos y bioguimicos sanguineas, asi como en las funciones
candiovasculares, renal y del SNC, no ha producido alteraciones importantes
{Cohen y col., 1987). Se tienen pocos resultados para otros antiepitépticos como
la oxicarbazepina, amaltiolida, gabapeatin, stipental, felbamato y benzilsuccimidas
(Goelwing y col., 1991).

En México los estudios de neurotoxicidad reakizados en ratén, de los tres
nuevos anticonvulsionantes: DL-HEPB, v dos homGlogos infeniores, DL-HEPP y
DL-HEPA, demostraron gue las dosis de 1.38, 2.67 y 1.64 mg/ml respectivamente
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fueron toxicas (Sanchez, 1987). El estudio subcrdnico en la misma especie
demostnd que la DL-HEPB no alterd el aumento ponderal ni el consumo de agua ni
alimento. Tampoco hubo modificacion hemdatica, quimica sanguinea, ofina, peso
de érganos y estructura histolégica (Chamorro y col., 1996; Feria-Velasco v
Chamofro, 1996).

Asimismo, las piuebas de toxicidad subcronica para el DL-HEPP
demostraron que 1a dosis menores de 6.83 mg/ml no se observaron cambios
significativos en los parimetnos de consumo de agua y alimenio, peso, quimica
sanguinea, colesterol, histopatologia, fosfalasa alcalina, acido oxaloacético v
pinivico y pruebas funcionales renales (Gomez, 1993)

Considerando estos resultados es muy importante continuar realizando
estudios de toxicidad que incluyan tanto estudios de teratogenicidad y
genotoxicidad en diferentes sistemas preferentemente en mamiferos sobre todo en
aquollos que involucren a las células gaméticas, ya que debido a la natwaleza
terapediica de estas suslancias, las cuales se ulilizan de por vida, resultan més
peligrosas durante of embarazo. Al realizar estos ensayos, se debe incluir la dosis
con efecto anticonvulsionante en hinanos (10mg/mi), ya que como se puede
observar en este estudio los coeficientes de determinacion obtenidos de las
ecuaciones que rigen el efecto genolixico para estos farmacos son de un 75.79%
para DL-HEPE a las concentraciones de 1, 3 y 5, mg/ml y un 75.85% para DL-
HEBA & las concentraciones de 1, 5y 7 mg/ml y de 96.82% para DL-HEPP a las
concentraciones de 1, 3, 5y 7 mg/ml, en donde estos resuliados nos indican una
probabiidad alla de que el efecto genotdxico fue inducido solo por los fammacos
anlispitépticos. Ademds, como se puede observar en las curvas dosis-efecto para
eslos nuevos anticonvitsivos, la concentracion terapeditica de 10 mgimt produce
efectos citoldxicos como retraso del ciclo meidtico y muerte celular en las células
madies dol polen de Tradescantia Clon 4430.
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Viii. CONCLUSIONES

1} € nuevo fammaco anliepiléptico  (precursor) DL-4-hidroxi  4-etil- 4-
fendbuticomida (DL-HEPB) es genoidxico pafa las células meidlicas de
Tradescantia Clon 4430 a la concentracion de 7 mgimi.

2y Para & segundo farmaco antiepiléplico, e! homdloge inferior DL-3 hidroxd, 3-
ofil, 3-feniipropionamida (DL-HEPP), Ia concentracion de 3 mg/mf es genotdxica
para las céhdlas meidlicas de Tradescantia Clon 4430.

3} La concentracion de 7 mg/ml de! iercer fammaco antiepiléptico, -homdlcgo
inferior del famaco precursor DL-HEPB, e) DL-2-hidroxi, 2-etil, -2-fenilacetamida es
genotixica para las células meidticas de Tradescantia Clon 4430,

4)  Las concentraciones de 10 mgimi de fos farmacos (DL-HEPP y DL-HEFA)
son thicas para las céhlas meidticas de Tradescanfia Clon 4430.

$) La diferencia en los resultados obtenidos se debe muy probablemente a ka
estructura molaatar de cada und de los tres fanmacos, a pesar de tener un ofigen

-

COMN.

6) El presente estudio de genotoxicidad realizado a estos famnacos reveld gue
las concamraciones que inducen mutagenicidad a Tradescantia Clon 4430 son
menores a las gue se han uliizado en estudios preliminares en la terapedtica de la
epilepsia {10 mg/mi).
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