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RESUMEN

El compuesto tiomorfolinico LQM319 es un miembro de la serie de exploraciéon para
la construccién de un modelo QSAR constituido de 17 compuestos sintetizados a
partir de la reaccidn quimica entre un fenol sustituido (cabeza de serie), un
formaldehido, mas una molécula de tiomorfolina y/o morfolina . Dichos compuestos
mostraron una accion hipotensora arterial; siendo el compuesto LQM319 el que
presentd una mejor potencia y eficacia, disminuyd tanto la presién arterial como la
frecuencia cardiaca a dosis menores de 0.001mg/Kg y presentd a su vez una DE50
de 0.4111mg/kg, mediante la construccidn de curvas dosis efecto en un modelo de

presion arterial invasiva en rata Wistar macho anestesiada.

Todo compuesto nuevo con la posibilidad de ser usado como un agente terapéutico

debe someterse a un estudio genotdxico, por lo cual en este trabajo se eligid la

prueba de micronucleos 272 2720 para dicho estudio. Se utilizaron ratones machos

cepa CD1; ya que al usar un organismo completo se puede evaluar la toxicidad tanto
de la sustancia quimica original como la de los metabolitos que pueden surgir en el

proceso de transformacion metabdlica.

Como parte inicial de este trabajo se realizd la formacién del clorhidrato del
compuesto LQM319, con el fin de convertirlo en un compuesto soluble en solucion

salina fisiolégica (SSF).
Se determiné la DL50 del clorhidrato, la cual fue de 471.17 mg/Kg.
Se cuantificé la frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPMN) en

1000 eritrocitos policromaticos (EPC) al igual que el indice de citotoxicidad por la

frecuencia de eritrocitos policromaticos en 1000 eritrocitos totales (EPC + ENC).



Los resultados mostraron que el clorhidrato del compuesto LQM319 no aumenta la
frecuencia de EPCMN con ninguna de las dosis a los diferentes tiempos estudiados
ya que ésta se mantuvo entre valores de 0 y 3 MN que corresponden a los valores

basales del control negativo, al igual que sucedié con el captopril.

En relaciéon al parametro de citotoxicidad tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el control negativo y el Captopril con valores
entre 24 y 26 EPC/1000 células para el primero y de 21 a 27 EPC/1000 células en el
segundo. En lo que concierne al compuesto LQM319, este tendié a disminuir la
frecuencia desde la dosis minima con valores entre 32 a 20 EPC; hasta la dosis
maxima con un rango de 25 a 16 EPC pero esta disminucion no fue estadisticamente
significativa.

Estos resultados indican que el LQM319 no es clastogénico ni citotéxico a las dosis

administradas en este modelo animal.



lll. MARCO TEORICO.

3.1 Toxicologiagenética.

Por complicada que sea la arquitectura, y por muy elaborado que sea el mensaje del
ADN, no habria vida sobre la tierra si esta extraordinaria sustancia no tuviera la
propiedad excepcional y unica entre los compuestos quimicos; de replicarse (10);
debido a que las instrucciones de codificaciéon de todos los organismos vivientes

estan escritas en el mismo lenguaje genético : los acidos nucleicos (ADN, ARN) (32).

La toxicologia genética es la ciencia que estudia los efectos de los agentes quimicos,
fisicos y biologicos en el material genético (ADN). Las sustancias quimicas
genotdéxicas son compuestos capaces de modificar el genoma regulador del
crecimiento y la diferenciacién a lo largo de multiples generaciones de células vivas
(17).

Aunque algunas sustancias quimicas reaccionan directamente con el ADN, en la

mayoria de ellas se precisa una activacion metabdlica (17, 35).

Las células hepaticas contienen el citocromo P450; el cual es un grupo de enzimas
metabdlicas que oxidan preferentemente los xenobibticos en reacciones de la Fase |;
y por lo general, esta oxidacidén activa al compuesto volviéndolo mas reactivo que la

molécula precursora.

En la mayoria de los casos, el metabolito oxidado vuelve a ser metabolizado por
otras enzimas en una segunda fase 0 Fase |l. Estas enzimas conjugan el metabolito
con un sustrato endoégeno, de manera que la molécula se hace mas grande y mas

polar, lo cual facilita su excrecion (35).



Pero existen casos en que los productos de la oxidacién por las enzimas citocromo
P450 son productos intermedios con propiedades electrofilicas, los cuales tienden a
unirse al oxigeno o el nitrégeno del ADN debido a que son sitios nucleofilicos (17).
Aunque también son objeto de la modificacién quimica los oxigenos de los grupos
fosfato del esqueleto del ADN, se estima que tiene mas importancia bioldgica el dafio
a las bases, ya que estos grupos estan considerados como los elementos primarios

de informacion en la molécula de ADN (figura 1)(35).

NH; OH
N N
N/ ‘ \> HN ‘ \>
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‘ [ ‘ \/L
/K N 0
Timina Citocina
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Fig.1. Sitios nucleofilicos en el ADN (35)



Watson y Crick sefalaron que las estructuras de las bases del ADN no son estaticas
pueden sufrir cambios tautoméricos que aunque son raros es posible que sean de
importancia considerable en el metabolismo del ADN, ya que algunos alteran el
apareamiento potencial de las bases, por lo cual existen en sus formas de tautdmero

menos estables sélo por periodos muy cortos (figura 2)(32,35).
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Fig. 2. Formas tautoméricas de las cuatro bases comunes de ADN, las cuales cambian el potencial de las bases

para formar pares (32).
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Las primeras teorias sobre la forma en que las sustancias quimicas interactuan con el
ADN, se remontan a los estudios que se realizaron durante el desarrollo del gas
mostaza con fines bélicos considerado actualmente como un agente alquilante (figura
3); cuyo mecanismo de union al ADN se lleva acabo mediante una sustitucion
nucleofilica (SN), la cual puede ser de dos tipos: sustitucion nucleofilica tipo 1(SN1) y
sustitucion nucleofilica tipo 2(SN2); la reaccion de SN2 es biomolecular y es
estrictamente dependiente de la estereoquimica. Este tipo de sustitucion involucra un
estado de transicion donde en el ataque nucleofilico al centro electrofilico se forma un
complejo de transicién que indica la liberacién del grupo saliente. En la reaccién SN1
es necesario que se forme un carbocatidon electrofilico intermediario. Este
intermediario es rapidamente atrapado por el centro nucleofilico para formar una
macromolécula mediante un enlace covalente. Bajo este concepto de reactividad, el
sitio electrofilico es dependiente de la estabilidad del carbocation y de la capacidad

del grupo saliente (22).

Cl CH,CH,SCH,CH,ClI

Fig.3. Gas Mostaza (bis-(2-cloroetil)sulfano).

Sin embargo la probabilidad de que una determinada sustancia cause un dafo
genético depende inevitablemente de diversas variables, como el nivel de exposicion
del organismo a la sustancia, la distribucidén y retencién de ésta una vez que ha
penetrado en el cuerpo, la eficiencia de los sistemas de activaciéon metabdlica y/o
destoxificacidon en los tejidos diana y la reactividad de la sustancia o de sus

metabolitos con macromoléculas criticas de las células (35).
A su vez para que dicho dafio genético produzca una enfermedad depende de dos

factores principalmente: la naturaleza del dafo y la capacidad que posee la célula de

reconocer y suprimir la multiplicacion de células aberrantes (22).
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11! Métodos QSAR y SAR.

La actividad de una sustancia quimica sobre un organismo viviente depende de su
accion fisica, quimica o toxicoldgica en los tejidos bioldgicos, y la naturaleza de tal
accion esta relacionada a la vez con la estructura unica molecular de aquella

sustancia quimica (5,17).

En 1854 el toxicologo ruso Pelikan E. V. empez6 a estudiar la relacion existente entre
la estructura quimica de una sustancia y su actividad bioldgica, es decir, la relacidon
estructura-actividad (SAR)(35).

La actividad biologica de una sustancia quimica depende de dos factores: primero,
debe ser transportada de su sitio de administracion a su sitio de accién; segundo,
esta debe reaccionar con el receptor tomando en cuenta que la sustancia quimica

también puede sufrir la transformacion metabdlica durante estos procesos (17).

Tomando en cuenta que si se conoce la base biolégica de una enfermedad o un
desarreglo metabdlico, es posible disefar un farmaco, utilizando un mecanismo de
aproximacion al proceso patologico en su base molecular. Mediante el conocimiento
de las moléculas implicadas es posible disefar farmacos que interactuen con la
molécula responsable, de tal forma que la modifique y se modifique asi mismo la
patologia (9).En los ultimos afios, la industria farmacéutica ha reorientado sus
investigaciones y prestado mas atencion a aquellos métodos que permitan un disefio
racional de nuevos compuestos con propiedades deseadas mediante el disefio
molecular asistido por computadora, basados en la interrelacion estructura quimica
actividad de las moléculas prototipo 0 cabeza de serie; las cuales pueden tener dos
origenes: ser los principios activos en drogas utilizadas en la medicina tradicional o

ser nuevos compuestos de la sintesis quimica o de la biotecnologia (35,9,43).
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Los compuestos prototipo o cabeza de serie deben de contar con las siguientes

caracteristicas (9):

e Ser moléculas identificadas y caracterizadas.

e Contar con métodos estandarizados para su sintesis o aislamiento.

e Conocer sus efectos secundarios o acciones biolégicas inesperadas durante
su empleo.

e Tener establecido su metabolismo ya que en ocasiones, algunos de los
metabolitos de un farmaco presentan una actividad superior o diferente a la

del propio farmaco de partida.

Los métodos que relacionan la estructura quimica con la actividad biologica, asistidos
por computadoras pueden dividirse en dos grandes categorias: los Métodos QSAR y
SAR que se basan en la identificacion de moléculas prototipo o cabeza de serie; a las
cuales es posible realizar una maodificacion estructural que les permitan llegar al
disefio de nuevos compuestos que resulten mas potentes, mas selectivos y menos

toxicos en su accion terapéutica (13).

Los métodos de modelacion molecular SAR consideran las propiedades de las
moléculas en tres dimensiones mediante graficos moleculares interactivos que
permiten la representacién y manipulaciéon de las molécula en tres dimensiones,
proporcionando una informacion espacial que es esencial para estudiar la interaccién
entre ligando y receptor macromolecular. Estos estudios SAR son utilizados no sélo
en el disefio de nuevos farmacos, sino que son aplicables a otras ramas de la ciencia

como la ingenieria de proteinas y la quimica de polimeros (9).

La pauta indispensable para poder llevar acabo un analisis SAR es la busqueda del
farmacoforo, término descrito en 1984 por Emil Fischer quién lo define como la
ordenacion tridimensional de los grupos funcionales que le confieren a una molécula

la caracteristica de presentar actividad bioldgica (19). Actualmente la busqueda de los
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aspectos estructurales indispensables en una serie de moléculas para lograr la union
al receptor y experimentar una actividad farmacolégica, se conoce como la

determinacion del farmacoforo(9).

Por su parte las siglas QSAR provienen de la expresion en inglés Quantitative
Structure Activity Relationship que significa en espafiol “Estudios Cuantitativos de
Relacion Estructura Actividad”. Para realizar un estudio QSAR debe asumirse que la
actividad biolégica del farmaco, producto de su interaccion con el receptor, esta en
funcién de las caracteristicas estructurales de la molécula (9). Lo cual esta descrito

por el paradigma de Hansch, el cual establece lo siguiente:

1. La actividad biolégica es funcién de la estructura del farmaco.

2. La estructura del farmaco implica ciertas propiedades globales y locales como la

hidrofobicidad, carga neta, estereoquimica, solubilidad etc.

3. Estas propiedades globales y locales pueden ser cuantificadas mediante ciertos

parametros.

4. Siempre existe una funcion que relaciona los cambios de actividad biolégica con
los cambios en las propiedades globales y locales, aunque puede ser que no sea

sencilla ni evidente.
En base a ello la metodologia de investigacion en el QSAR sigue,

independientemente del modelo que se utilice, pasos comunes que se hallan

sintetizados en la figura 4.
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Prototipo o cabeza de serie

\

Series

Serie de exploracion

Actividad
Bioldgica

Identificacion -
Sustituyentes Tratamiento de la muestra

Informacion Modelo matematico

1

Productos 6ptimos

Fig.4.Pasos del método QSAR.

Cuando se dispone de un prototipo, es preciso disefiar una serie de exploracion, que
esta constituida por un conjunto de analogos del prototipo que permiten el
establecimiento de las primeras relaciones estructura-actividad. Los miembros de la
serie de exploracion deben de ser sintetizados y evaluados en lo que respecta a

actividad bioldgica.

Los miembros de la serie de exploracion estan constituidos por un nucleo comun, y
por unos sustituyentes o fragmentos variables, que son caracteristicos de cada

producto de la serie.

Dichos sustituyentes variables son identificados por descriptores, seran utilizados
como variables independientes (Di) en el modelo. Los valores de la actividad
biolégica (A) expresados regularmente en forma logaritmica se utilizan como

variables dependientes, se obtiene un modelo lineal que describe la dependencia de

15



la actividad (A) en funcién del conjunto de descriptores (Xi). La expresion (K)
representa alguna transformacion matematica establecida empiricamente. La relacion
entre los descriptores D y la propiedad A puede ser lineal y se obtiene a través de un

analisis de regresion multiple (38).

A=f(Di) + k.

Es importante establecer que bajo el término de descriptores se agrupa una serie de
parametros que a través de valores numéricos representan, una informacion
estructural, electronica 6 estérica, asi como la hidrofobocidad, la cual es una

propiedad fisicoquimica de la molécula en estudio.

En la actualidad existen diferentes técnicas por las que se puede desarrollar un

estudio QSAR y se pueden clasificar en:

* QSAR tradicional

* QSAR por redes neuronales

* QSAR tridimensional (COMFA)

Las cuales permiten obtener un modelado molecular en tres dimensiones que
describen la actividad biolégica como una determinada funcion matematica de los

descriptores moleculares y sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas asociadas (9).

Desde sus primeras aplicaciones al disefio de farmacos, las herramientas
computacionales usadas en los estudios QSAR han contribuido significativamente al
desarrollo de farmacos que se han aprobado para su uso clinico. Uno de los primeros
casos del éxito de los estudios QSAR lo constituyd el antibacteriano norfloxacina que

se comercializé por primera vez en 1983 con el nombre de Noroxin (38).
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Cuadro 1. Farmacos comerciales desarrollados por el método QSAR (38).

Compuesto Nombre comercial Uso Método de Sintesis
Norfloxacina NOROXIN Antibacteriano QSAR
Losartan COZAAR Antihipertensivo | Modelado molecular
QSAR
Captopril CAPOTEN Antihipertensivo | Disefio basado en el
Receptor. QSAR

V. Compuesto tiomorfolinico LQM 319.

La historia de este compuesto nace con la investigacion iniciada a finales de los afios
70’s por un grupo de investigadores de la Republica China, quienes al estar
examinando las propiedades antimalariales de los derivados de la febrifugina, notaron
que un compuesto en prueba, la Changrolina era un agente antiarritmico efectivo, con

estructura diferente a los agentes conocidos comunmente a la fecha. (38,15).

La molécula de changrolina puede dividirse en tres regiones: (1) consiste en una
molécula, de quinazolina que puede reemplazarse por una gran variedad de
heterociclos sin perder la actividad antiarritmica. En la region (2) el modelo de un 2,6-
bis(l-metil-I-il-pirrolidin)fenol tretrasustituido presenta la mejor actividad y si esta region
no esta completa, la actividad es nula; La region (3), es un enlace entre la region (1) y
(2) en el cual pueden incluirse diferentes grupos para tratar de aumentar la actividad y
disminuir la toxicidad (38). Asi se inicid el estudio de relacidn estructura quimica

actividad biolégica (SAR), la cual consistia en cambiar los sustituyentes de la regién 2 y
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3, encontrando que los anillos pirrolidinicos podian sustituirse por otros anillos

heterociclicos como la morfolina y la tiomorfolina. (figura 5)

N - e
OH N
REGIONII
| REGION III
" NH
[
M /

BEGIONI

Fig.5. Molécula de la Changrolina, en tres regiones. (I) molécula de quinazolina,(II) (2,6-bis (1-metil-1-il-

pirrolidin)fenol; (III) el enlace entre la region 1y 2 .( 38)

Al no ser concluso dicho proyecto, el grupo de investigacion del Laboratorio de
Quimica Medicinal de la Unidad de Posgrado en la FESC-1, UNAM; retom¢ la
investigacion; procediendo a la sintesis de compuestos analogos de la region (2) de
la changrolina mediante la reaccién quimica entre un fenol sustituido (cabeza de
serie), un formaldehido mas una o dos moléculas de morfolina y/o tiomorfolina. Por
medio de los mecanismos de reaccion de Sustitucion Electrofilica Aromatica (via

directa)(figura 6) o (via base de Mannich) (figura7).

Se obtuvo; asi una serie de 17 compuestos de exploracion a los cuales se les realizd
el estudio de la actividad biolégica dentro del Laboratorio de Farmacologia del
Miocardio de la misma instancia académica, encontrandose que estos compuestos

derivados del fenol mostraban una respuesta hipotensora (15,42,45).
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El compuesto LQM319 se sintetizé por medio de la reaccion estequedmetrica entre la
tiomorfolina, terbutilfenol y el formaldehido utilizando una lampara IR como fuente de
energia, obteniendose como producto el 2,6-bis(tiomorfolinometil)-4-terbutilfenol
(figura 6)(38,39,40,41).

OH

SRR

(7]

Fig.6 .Estructura del LQM319

Quién a su vez resultdé ser el compuesto con mejor eficacia, disminuyendo la PAM
(Presion Arterial Media) ,PAD (Presion Arterial Distdlica), PAS (Presion Arterial
Sistdlica), FC (Frecuencia Cardiaca) ; a dosis menores a 0.001mg/Kg siendo aun mas

potente que los farmacos antihipertensivos comerciales Omapatrilat y Losartan.

Compuesto/ Farmaco % EFICACIA
PAM PAD PAS FC
Captopril 100 100 100 46
LOM319 75.77 96.42 77.81 | 90.05
Omapatrilat 29.15 32.08 3334 29.42
Losartan 13.57 45.64 25.28 | 27.23

Cuadro 2. Por ciento de Eficacia de los compuestos tomando como referencia a un inhibidor de la ECA (Captopril). a
dosis de 3.0mg/kg .Siendo PAM (Presion Arterial Media), PAD (Presion Arterial Distolica), PAS (Presion Arterial
Sistolica), FC (Frecuencia Cardiaca) (12).

A su vez recientes publicaciones sugieren un mecanismo de degradacion comun para la

morfolina ,Tiomorfolina y piperidina por Micobacterium Awriwm por la accién

del citocromo P450.En donde se sugiere que el primer paso de la degradacion de la

tiomorfolina es la ruptura del enlace C---N, lo cual conduce a la formacion de un
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aminoacido intermediario en donde el atomo de azufre sufre cambio a un estado de
oxidacion convirtiéndose en un sulféxido antes de la apertura del anillo molecular,
produciéndose una desaminacion que provoca la apertura del anillo y la formacién del
acido tiodiglicdlico, un metabolito secundario que tiende a acumularse en este modelo
debido a que este acido dicarboxilico no puede ser completamente metabolizado por las

células bacterianas (4).

(9]
4
S S
P \I w —— ACUMULACION
TIOMORFOLINA  # COOH HOOC  COOH
s T
P NI, | Nm |
L ACIDO TIODIGLICOLICO
X PIPERIDINA
j ______ - m — - METABOLISMO CENTRAL
'1'1 COOH ; HOOC COOH
N . NH,
H S . NH; ACIDO GLUTARICO
MORFOLINA
X=(C,50 \\ o o METABOLISMO CENTRAL
r \l » ACIDO GLICOLICO
COOII HOOC COOH
3 INH; ACIDO DIGLICOLICO

Fig. 7. Mecanismo de degradacion general para compuestos heterociclicos con nitrogeno por M, aurium MOL. (4)

Por otro lado, se sabe que por la accion de CP450 sobre la carbocisteina un agente
mucolitico de uso humano también tiene como producto metabdlico secundario al acido
tiodiglicolico, el cual es facilmente metabolizado por enzimas de segunda fase o fase Il y
es excretado en la orina, en forma del glucoroconjugado S-6xido del acido tiodiglicdlico.
(30)

Es asi como se inicia el estudio multidisciplinario QSAR para los compuestos etiquetados
como LQM (Laboratorio de Quimica Médicinal), cabe mencionar que la Quimica Medicinal
es la ciencia que se ocupa del descubrimiento o disefio de nuevos compuestos quimicos
terapéuticos y su desarrollo dentro de la Medicina e involucra los siguiente estudios:

sintesis de nuevos compuestos, investigacidon de la relacion entre la estructura de
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compuestos naturales y los sintéticos y sus actividades bioldgicas, elucidacion de sus

interacciones con receptores de varios tipos incluyendo enzimas y ADN.

Formaldehido

I 0 |

D -
A ™

H

Tiomorfolina k/s
H
\ /
o + -H20 +H2C\N/ﬁ
—_
HC K/S
\ O

S
OH

+ SRPRS

+H,C

\N/ﬁ
2 k/ LQM319

S

Terbutilfenol

Fig.8. Mecanismo de sintesis por sustitucion electrofilica aromatica (VIA BASE DE Mannich) LQM 319
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Terbutilfenol CH;0H EE——

LQM319

Fig.9. Sustitucion Electrofilica Aromatica (via Directa) LQM319.
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V. Ifosfamida.

La ifosfamida (oxafosforina) es un antineoplasico, empleado en el cancer de pulmon,
carcinoma cérvico uterino y linfomas malignos, que como reacciones secundarias, tiene

un efecto neurotdxico, nefrotéxico y urotdxico.(28)

Su estructura quimica [(3-(2cloroetil)-2-2-Cloroetil)-amino]tetrahidro-2H-1,3,2,

oxafosforina — 2 — 6xido)] se muestra en la figura 10. [34]

%CHZCI /CHZCHZCI
N
NH
N/

0—1F

O
Fig.10. Estructura de la Ifosfamida.

Se ha demostrado que la ifosfamida requiere de una activacién metabdlica por medio
de enzimas microsomales hepaticas con capacidad oxidativa (CP450) y de la presencia
de la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) para ejercer su actividad citotoxica. La
biotransformacién comienza con una hidroxilacion producida por las enzimas
microsomales (CYP2C18 CY P2C9y CYP 2C19) en el C4 del anillo oxafosforinico,
formandose un intermediario inestable; La 4-hidroxifosfamida que se encuentra en
equilibrio con su forma tautomérica, la aldoifosfamida la cual es hidrogenada al
metabolito inactivo carboxifosfamida o se descompone espontaneamente a la forma de
mostaza de isofosforamida (MIFA) y acroleina con actividad citotdxica. Los metabolitos
inactivos son reducidos a 4-cetoifosfamida por sulfatacion al compuesto intermediario

4-tiofosfamida. Los metabolitos son eliminados por via urinarias. (28,26,25).
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Aunque el mecanismo especifico de la ifosfamida no se ha descrito, el que corresponde
a los agentes alquilantes en general esta bien caracterizado. Presumiblemente, la

ifosfamida se comporta de forma similar a otros farmacos de esta clase.

Los agentes alquilantes son altamente reactivos, sus blancos primarios son los acidos
nucleicos En general, la guanina es la base mas vulnerable a la alquilacion siendo los

sitios mas frecuentemente atacados el 6-O y el 7-N (11).

La alquilacién interfiere con la sintesis y funcion normal del ADN, causando depuracion
y apareamiento erroneo de pares de bases, lo cual conduce a la escision y el
entrecruzamiento de las cadenas. Los efectos citotoxicos de los agentes alquilantes se
atribuyen fundamentalmente al entrecruzamiento irreparable de las cadenas de ADN,
pero ademas la depuracion y la escisién pueden inducir alteraciones permanentes en la

estructura del ADN, favoreciendo los procesos de mutagénesis y carcinogénesis. (11)

En el caso especifico de la ifosfamida, como resultado de la alquilaciéon del nitrégeno 7
de la guanina (convirtiéndose en un nitrdgeno de amonio cuaternario),se convierte en
una especie mas acida la cual permite aparearse con timina, llevando asi a una
codificacion errénea , aunado a que la segunda cadena lateral del cloroetilo puede
experimentar una reaccion de ciclizacién y alquilar a un segundo residuo de guanina
provocando un entrecruzamiento irreparable de las cadenas haciendo imposible la

replicacion y deteniendo el ciclo celular. (11)

El mecanismo de union de la Ifosfamida al ADN después de su activacion metabdlica

se ilustra a continuacion:
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. NH-CH,-CH,.CI d

GUANINA

Fig. 11. Mecanismo de union de la Ifosfamida al ADN.
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Figura 12. Vias metabolicas de la ifosfamida: (A) Citocromo P450; (B) espontanco; (C) mecanismo

desconocido; (D) aldehido deshidrogenasa. (25).
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1l. Prueba de Micronltcleos.

El ensayo de micronucleos (MN), se realiza tanto in vivo como in vitro, se usa como
prueba primaria en el diagndstico genotoxico; disefiado para proteger a los
cromosomas, monitoreando los efectos de sustancias quimicas sobre los mecanismos

genéticos siendo avalado por las agencias reguladoras como la FDA (12,34,26).

El primero en encontrar un MN fue Howell (1891) en un extendido eritrocitario,
posteriormente fue descrito por Jolly (18). Por lo que actualmente se conocen en
hematologia como cuerpos de Howell-Jolly, descritos como pequefos restos nucleares
con forma generalmente redonda o almendrada con un didmetro entre 0.4u - 1.6y, de
apariencia picnética igual a la del nucleo al ser tefidos en forma diferencial con el

colorante Giemsa (44).

Fig.13. EPCMN en frotis de sangre periférica de raton

El ensayo de MN fue desarrollado en 1975 por W. Schmid quien originalmente propuso
practicarlo en la medula 6sea de raton. Actualmente la técnica se ha estandarizado en
una gran variedad de tejidos y especies y se realiza en diferentes tipos celulares como
son: cultivos de linfocitos de sangre periférica, eritrocitos policromaticos (EPC), células

de la mucosa bucal y hepatocitos de rata, entre otros (35).

26



En situaciones patoldgicas aumentan los MN los cuales representan cromosomas o
restos de cromosomas que se separaron del huso mitético durante una mitosis
anomala. En condiciones normales los MN surgen de la fragmentacion nuclear o como
consecuencia de la expulsion incompleta del nucleo. Se observan de manera tipica en

individuos esplenectomizados, y en anemias megaloblasticas (44).

El estudio de MN se puede realizar utilizando eritrocitos jévenes (EPC) obtenidos de
sangre periférica, los cuales son considerados los mas convenientes para dicho
estudio, ya que facilitan la identificacion del MN debido primeramente a que
permanecen jovenes en un periodo de 24 a 48 horas aproximadamente., carecen de
nucleo y se tinen de manera diferente a los eritrocitos maduros en circulacion ya que
contienen una mezcla de hemoglobina y ARN presentando asi una coloracion
mezclada de basofilia y eosinofilia por o que se tifien de azul violaceo. Son un poco
mas grandes que los eritrocitos maduros (ENC) los cuales se tifien de naranja rosado

debido a que estan constituidos principalmente de hemoglobina (Fig 13) (23,34, 44,16).

El mecanismo de formacion de micronucleos se lleva acabo en la médula 6sea junto
con la eritropoyesis o ciclo celular del eritrocito, el cual constituye un desarrollo
continuo iniciando con la célula totipotencial seguida de la progresion normoblastica

hasta llegar al eritrocito maduro (16).

La replicacion del pronormoblasto permite el desarrollo potencial de 16 eritrocitos

maduros mediante cuatro divisiones mitéticas en un periodo de 72 hrs (figura 14).

El pronormoblasto tiene la funcién de producir, acumular y proteger a las moléculas de
hemoglobina, la cual deja de sintetizarse después de que la célula sufre tres primeras
divisiones mitéticas originado la expulsion del nucleo y la diapédesis al interior de los
capilares medulares donde el normoblasto ortocromatico se transforma en el
reticulocito, que conserva las mitocondrias, pequefas cantidades de ribosomas, el

centriolo y vestigios de aparato de Golgi.
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Los reticulocitos sintetizan el 20% restante de la hemoglobina para la formacién del
globulo rojo maduro el cual obtiene energia por la glucodlisis. EI ATP cumple la
funcion de captar glucosa del plasma, conservar las concentraciones adecuadas de
calcio y potasio, mantiene la forma biconcava conservando la hemoglobina en estado

reducido.

La vida media del eritrocito es aproximadamente de 120 dias pero las células

anormales se eliminan de la circulacion por tres mecanismos generales:

1) Células con pequefas anormalidades (eliminadas por el bazo)

2) Ceélulas con defectos mayores eliminadas por el bazo y tejido reticulo endotelial en
otras localizaciones del organismo (ej. Higado).

3) Células con trastornos graves que comprometen la integridad de su estructura se

destruyen en circulacién periférica liberando sus componentes al plasma (44,3).

Por lo tanto la presencia de MN en EPC se basa en lo siguiente: en la etapa de
anafase del ciclo celular, cualquier fragmento cromosémico que no posea centrémero
no podra integrarse a un nucleo por carecer del elemento indispensable para orientarse
en el huso acromatico. Después de la telofase, los cromosomas normales, asi como los
fragmentos que posean centromeros, dan origen a los nucleos de las células hijas; sin
embargo, los elementos rezagados que pueden ser fragmentos (efecto clastégeno) o
cromosomas completos (efecto aneuploidégeno) quedan incluidos en el citoplasma de
las células hijas, y una proporcion de ellos se transforma en uno o varios nucleos

secundarios conocidos como MN (35).

Los primeros intentos para diferenciar entre los dos mecanismos de generacion de MN
fueron: utilizando el tamano del corpusculo, el bandeo C que marca los centrémeros,
asi como por la cuantificacion de ADN (7). Sin embargo estos métodos no son muy
confiables, por lo que actualmente para su estudio se emplean dos métodos
moleculares citogenéticos con los cuales se puede identificar la presencia de
centrémeros en MN, de tal modo que se pueda diferenciar entre MN de origen

clastogénico y/o aneugénicos. Estos métodos son:
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1) Inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos CREST.

2) Hibridacion in situ con fluorescencia (técnica de FISH) (26).

La FDA es un organismo internacional la cual recomienda que en el ensayo de MN se
analicen 200 EPC en médula ésea y 1000 EPC en sangre periférica; por cada animal
la frecuencia de MN se cuantifica por la presencia de células MN y no por el numero
de MN (26).Los animales en general exhiben una gran variacion en las frecuencias MN
espontaneos en la sangre periférica, por lo que la prueba puede ser utilizada como
herramienta taxondmica, con base en que el valor espontaneo de los eritrocitos MN es
caracteristico de cada especie y un aumento significativo es representativo de un dafo

genotoxico (35,26).

Para determinar la citotoxicidad, se examina el indice EPC /(ENC + EPC), ya que las
alteraciones de éste, indican que existid o una inhibicion de la divisibn o una
maduracidn excesiva de células eritropoyéticas nucleadas de la médula. Se analizan un
total de 1000 eritrocitos totales de los cuales la relacion EPC/(EPC + ENC) no debe

ser menor o mayor al 20% con respecto al valor del control (26).
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IV. JUSTIFICACION.

En el Laboratorio de Quimica Medicinal de la FESC-1 se han sintetizado un gran
numero de compuestos organicos con diversas aplicaciones, como son:
antiparasitarios, inmunoestimulantes, antibi6ticos, antihipertensivos, entre otros.
Actualmente se ha comenzado el estudio multidisciplinario para la formacion de un
modelo QSAR, para los compuestos etiquetados como LQM. Lo cual tiene como
principal objetivo el poder disefiar nuevos compuestos que resulten mas potentes, mas

selectivos y menos téxicos en su accién terapéutica.

El principal interés de realizar el estudio genotdéxico al compuesto LQM319 es que éste
tiene una mejor actividad como antihipertensivo, al ser comparado con los farmacos
comerciales Omapatrilat y Losartan en dosis menores a 0.001mg/Kg, presentando una
DEsp de 0.4111mg/kg, datos obtenidos mediante la construccion de curvas dosis-efecto
en un modelo de presion arterial invasiva en rata Wistar macho anestesiada. Lo cual
permite que el compuesto LQM319 sea catalogado como un posible agente
antihipertensivo que requiere de los estudios de toxicidad para continuar con su

evaluacion preclinica.
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V. HIPOTESIS.

Si el compuesto LQM319 tiene propiedades clastogénicas, es decir que cause rupturas
cromosomicas O bien aneugénicas que induzcan rezago cromosomico, entonces
producira un aumento en la frecuencia de micronucleos en los eritrocitos de sangre

periférica de los ratones tratados con tal compuesto.
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VI. OBJETIVOS.

6.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la genotoxicidad del compuesto tiomorfolinico LQM319, mediante la prueba de
micronucleos en ratones machos de la cepa CD1, como una de las pruebas de

seguridad a nuevos compuestos con capacidad hipotensora.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

6.2.1 Determinar la frecuencia de micronucleos en ratones CD1 tratados con el
compuesto LQM319 a las dosis de 10, 30 y 60 mg/kg de peso y determinar

asi mismo, la citotoxicidad.

6.2.2 Evaluar la frecuencia de micronucleos y citotoxicidad, inducida por la
ifosfamida, administrando una dosis de 60mg/kg a ratones cepa CD1, para

establecer un control positivo.
6.2.3 Determinar la frecuencia de micronucleos en ratones CD1 tratados con

Captopril a una dosis de 10mg/kg de peso, determinar asi mismo la

citotoxicidad, para ser usado como lote comparativo.
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VIl. MATERIAL Y METODOS.

7.1 MATERIAL BIOLOGICO.
- Se utilizaron 30 ratones machos de la cepa CD1 con un peso aproximado de 25 g
5g obtenidos del bioterio de la ENCB del IPN, mantenidos bajo las mismas condiciones

ambientales y con libre acceso a agua y alimento durante el desarrollo experimental.

7.2 COMPUESTO PROBLEMA.
- Se utilizé el compuesto LQM319 el cual fue sintetizado, purificado y caracterizado en
el Laboratorio de Quimica Medicinal por el grupo de investigadores a cargo del Dr.

Enrique Angeles Anguiano en la FESC-1.

7.3 REACTIVOS:
- Ifosfamida (1g /25mL).
- Captopril
- HCI 39%
- Colorante Giemsa.(SIGMA)
- KH2PO 4
- NaH2PO 4

7.4 MATERIAL

Microscopio optico

- Balanza analitica
- Balanza granataria

- pH-metro.

- Pipetas volumétricas de 5y 10mL

- Piseta
-  Probeta 50mL

Metanol absoluto.
SSF (85% NaCl)
Agua desionizada.
Agua destilada
Tiras de pH.

Micropipetas
Estuche de diseccién
Jeringas de 1mL
Viales

Portaobjetos
Sonificador

Vaso Copplin
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Cuadro3. DIAGRAMA DE FLUJO

Preparacién Clorhidrato del LQM 319 y de las soluciones a
administrar.
DOSIS ADMINISTRAR: 10, 30 y 60 mg/Kg

A

y

Determinacion de la DL50 mediante el método de
Lorke.

y

Toma de muestra y pre

paracién de frotis al (TO).

y

Administracion de los compue

SSF y Captopril. Toma de muestra y frotis a (T24),(T48),(T72).

stos : LQM 319, [fosfamida,

y

Realizar conteo de la relacion

EPCMN/1000(EPC) y el indice de

EPC/1000(ENC+EPC), utilizando el microscopio optico.

Resul

tados
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7.5 METODOLOGIA

A) Preparacioén del Clorhidrato del LQM 319 (Anexo)

B) Determinacion de la toxicidad aguda (DL50) del compuesto mediante el método de
Lorke (16).

1.- Se utilizaron ratones cepa CD1 los que se dividieron en tres lotes de tres ratones
cada uno y se les administro el clorhidrato del compuesto LQM 319 via intraperitoneal

(ip) en las dosis siguientes:

1er. Lote.- dosis 10mg/kg
2do.Lote.- dosis 100mg/kg
3er.Lote.- dosis 1000mg/kg

2.- Se observaron los animales durante 24hrs esperando signos de intoxicacién o

muerte.
3.- En relacion a lo obtenido en la etapa anterior, se llevd a cabo una segunda fase en
la cual se administraron las siguientes dosis por raton: 140mg/kg, 225mg/kg, 370mg/kg

y 600mg/kg

4.- Se observaron los animales nuevamente durante 24hrs y se registraron los signos y

la dosis a la cual los animales vivieron o murieron.

5.- Se obtuvo la media geométrica de las dosis para calcular la DL50.

C) Prueba de Micronuleos. Se determind la genotoxicidad del clorhidrato del
compuesto LQM319, en sangre periférica de 30 ratones cepa CD1 machos con un

peso promedio de 25 £ 5 g, los cuales se distribuyeron de la siguiente manera:
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Cuadro 4. Distribucion y clasificacion de los lotes para prueba de micronucleos.

Lote Ratones utilizados Dosisadministrada
1.- Controal (-) 5 0.5mL (SSF) x Ratén

2-LQM 319 5 10mg/kg

3-LQM 319 5 30mg/kg

4-LQM 319 5 60mg/kg

5.-Contral (+) 5 60mg/kg Ifosfamida (SSF)

6.- Compar ativo 5 10 mg /kg Captopril (SSF)

1.-Antes de la administracion(T0), a cada organismo se le realizé un frotis sanguineo,
cortando la porcién terminal de la cola, posteriormente se realiza el tratamiento con una
sola inoculacion intraperitoneal (ip). Seguida de la posterior toma de muestra de sangre
periférica; obtenida de la cola del ratbn a (T24), (T48) y (T72) después de la

administracion.

2.- Se fijaron los frotis sumergiéndolos en metanol absoluto por tres minutos vy
posteriormente se tifieron con el colorante correspondiente ( Giemsa (1:10) en buffer
de fosfatos a pH=6.8).

3.- Se determiné la frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPMN) en
1000 eritrocitos policromaticos (EPC) para medir el grado de genotoxicidad del
compuesto. Los eritrocitos micronucleados (EPMN), se identificaron por una coloracién

lla o ligeramente violacea caracteristica de la tincion con Giemsa, en la cual los
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micronucleos se observaron como pequefios cuerpos y redondos inmersos en el

citoplasma celular de color morado.
4.- Se determiné el indice de citotoxicidad por la frecuencia de eritrocitos policromaticos
en 1000 eritrocitos totales (EPC + ENC). EI conteo se realiz6 con el microscopio

Optico utilizando el objetivo de inmersion (1000X).

5.-Se realiz6 el analisis estadistico ANOVA utilizando el Software creado por Jorge

Aceves en 1993 conocido como GraphPad Instat tm. Con un a =< 0.05.
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VIIl. RESULTADOS.

En la primera etapa de este estudio se determino la DL50 y los animales que recibieron
10 y 100 mg/Kg no fallecieron a causa de la administracién de LQM319, en cambio

para la dosis de 1000 mg/Kg todos los animales murieron.

Se presentaron los siguientes signos y sintomas con su administracion:

-Con la dosis de 10mg/kg no se observé ningun cambio visible en el comportamiento

de los ratones.

-Con la dosis de 100mg/kg los animales presentaron una disminucién de la actividad

general y aletargamiento.

-La dosis de 1000mg/kg causé la muerte de los ratones en un tiempo promedio de
cinco minutos manifestandose por una respiracion acelerada, pérdida de la movilidad
de las patas traseras, seguida de inmovilidad generalizada acompanada de

convulsiones terminando con la muerte.

En la segunda etapa, los animales se distribuyeron en 4 dosis diferentes y la muerte se
presenté con la dosis de 600mg/kg de peso. Posteriormente para obtener la media
geométrica de los resultados se multiplico 370 por 600= 22000; se extrajo la raiz

cuadrada del resultado anterior, obteniéndose la DL50 de 471.1 mg/kg.
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Prueba de microntcleos.

l. Frecuencia de EPCMN

Como parte inicial del ensayo de micronucleos (MN) se determiné el tiempo de maxima
induccion de EPCMN en sangre periférica de raton macho cepa CD1 por la accién de la
IFF cuya dosis fue de 60mg/kg y se observé claramente que la frecuencia de EPCMN
empezO a aumentar en forma gradual y estadisticamente significativa al T24 y el T48
de muestreo post-administracién con un a = <0.001 determinada mediante el analisis
estadistico del ANOVA (Grafica 1). A su vez la maxima induccion de EPMN fue a T48
con un valor promedio de 13.4 EPCMN, posteriormente se observo el descenso en la
frecuencia de MN a T72 cuya P <0.005 cuyo valor promedio fue de 6.2 EPCMN.

Por otro lado, se pudo observar que la frecuencia de EPCMN fue estadisticamente
homogénea, antes de la administracién (TO) en todos los lotes, lo cual indica que el

trabajo se realiz6 adecuadamente (Grafica 1 y Cuadro 6).

En relacion al LQM319 se observé que no se incrementd la frecuencia de EPCMN en
ninguno de los tiempos estudiados, desde la dosis minima (10mg/kg) hasta la dosis
maxima (60mg/kg), la frecuencia se mantuvo entre valores de 0 y 3 MN que

corresponden a los valores basales del control negativo(cuadro 6) .

En cuanto al comportamiento del Captopril se observé al igual que en el caso del
comportamiento del LQM319, que éste no ocasion6 un aumento en la frecuencia de

micronucleos en ninguno de los tiempos de muestreo.

A su vez al comparar los cinco lotes con el control negativo (SSF), unicamente se
presento diferencia estadisticamente significativa entre el control negativo y el lote de
IFF (60mg/Kg) en todos los tiempos, reafirmando lo antes mencionado de que el

LQM319 y el Captopril no aumentaron la frecuencia de EPMN.
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Cuadro 6. Promedios (y) de EPCMN/ENC +/- error estandar medio (e.e), obtenidos a
diferentes tiempos de muestreo en los diferentes lotes.

IFF y +/{ 10mg x +/-| 30mg x +/- |60mg y +/-
e.c. e (LOM) | e.e (LOM) [e.e (LQM) |CAPTOPRIL
OHRS 2.2+/(0.37) | 2.4+/-(0.40)| 1+/-(0.0) 1.2+/-(0.20) [1.4+/-(0.24)
24HRS 8.8+/-(1.2) | 1+/-(0.31) | 1.2+/-(0.20) | 1+/-(0.0) 0.4+/-(0.24)
48HRS 13.4+/(0.60) 1.4+/-(0.24)| 0.4+/-(0.24) |0.8+/-(0.20) [0.2+/-(0.20)
72HRS 6.2+/-(0.86)| 0.6+/-(0.40)| 1+/-(0.44) |1+/-(0.44) |0.6+/-(0.24)

18 -

16 -

14 - I

. @ SSF
> @ IFF
S 10- I m 10mg/kg
& 8 - 0O 30mg/kg
= 6 0 60mglkg

m CARTOPRIL

4 _

y DU DerlT

O T T T

OHRS 24HRS 48HRS 72HRS

Grafica 1.Porcentaje (%) de Frecuencia de EPCMN en 1000 EPC en el estudio
realizado al compuesto LQM319 .Resultados obtenidos mediante el analisis estadistico
de ANOVA donde F = 51129 y a < 0.001 extremadamente significativo.

Il. Frecuencia de EPC / (EPC + ENC)

Con lo que respecta a la relaciéon EPC/(EPC+ENC) como parametro para determinar la
citotoxicidad del compuesto, los resultados muestran que el comportamiento del lote
control negativo (SSF) tuvo un comportamiento homogéneo, lo cual indica que el

trabajo se realizé adecuadamente. (Grafica 2) (Cuadro 7)
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En relacién al comportamiento del lote de la IFF (control positivo) se observd una
disminucion significativa en la frecuencia de EPC entre el (T0) con un valor promedio
de 35.4 y el (T48) cuyo valor promedio fue de 15.2 que al ser tratados mediante el
analisis estadistico de ANOVA presentaron una P<0.05, pero dicha disminucion se
hizo aun mas significativa al comparar la frecuencia de EPC a (T0) y (T72) cuyo valor
promedio fue de 13.8 en donde se obtuvo un valor de P<0.01. Lo cual indica que la
diferencia mas significativa en cuanto a la disminucién de EPC se encuentra al T72

post-administracion.

Sin embargo se encontré que el compuesto LQM319 tendié a disminuir la frecuencia de
EPC desde la dosis minima hasta la dosis maxima pero esta disminucion no fue
estadisticamente significativa como se muestra en los resultados estadisticos obtenidos
mediante la prueba de ANOVA.

Es importante hacer notar que el Captopril mostré un comportamiento mas homogéneo

en todos los tiempos de muestreo.

Cuadro 7.Promedios () EPC/1000EPC+ENC =+ el error estandar medio; obtenidos todas las
dosis y diferentes tiempos de muestreo en los diferentes lotes.

x*e.e X te.e X te.e X *te.e

Ohrs 24hrs 48hrs 72hrs
IFOSFAMIDA |35.4+(4.7) 25+(2.1) 15.2+(1.9) 13.8+(2.6)
LQM 10mg/kg [32+(2.3) 28.2+(3.3) 234(2.0) 20.6+(0.67)
LQM 30mg/kg |18.6+(2.0) 17+(1.6) 19.2+(1.4) 16.6+(2.54)
LQM60mg/kg [23.4+(4.8) | 25.6£(42) | 22.6+(2.6) |16.2+(2.50)
Captopril 21.4+(2.8) | 27+(3.1) 26.8+(3.5) | 24.4+(2.3)
Negativo 24.8+(4.7) 24+(4.7) 26.2+(6.2) 25+(4-9)
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Grafica 2. Porcentaje (%) de Frecuencia EPC en 1000 eritrocitos totales (EPC+ENC)
para ifosfamida 60mg/kg, Captopril 10mg/kg, SSF (control negativo) y el compuesto
LQM319 a sus diferentes dosis y tiempo de muestreo.

Resultados obtenidos mediante el analisis estadistico de ANOVA donde F=2.344,

considerando un valor de a < 0.0021 extremadamente significativo y un valor de a >

0.05 no significativo.
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IX. DISCUSION.

El compuesto LQM319 el cual mostré ser el miembro de una serie de 17 compuestos
con mejor potencia y eficacia para disminuir la PAM, PAD, PAS, FC a dosis menores a
0.001mg/Kg; mostré6 aun mejor potencia que los farmacos antihipertensivos
comerciales Omapatrilat y Losartan (19); este compuesto se puede considerar el mejor
candidato para ser usado como un posible agente hipotensor por lo que fue necesario
realizarle la prueba de micronucleos in vivo debido a que es la prueba primaria de

eleccion para un estudio genotoxico. (26)

Tanto la determinacion de la Dosis letal cincuenta (DL50) como la prueba de
micronucleos se realizaron en ratones machos cepa CD1, ya que al utilizar un
organismo completo podemos evaluar la toxicidad tanto de la sustancia quimica original
como de los metabolitos que puedan surgir en el proceso de transformacién

metabdlica (17).

Los métodos que se utilizaron en ambas determinaciones son métodos estandarizados
y validados con un alto grado de reproducibilidad lo que respalda los resultados

obtenidos en el presente proyecto de investigacion.

La determinacion de la dosis letal media DL50 regularmente es el parametro que se
evalla en una nueva sustancia quimica. La DL50 es la dosis uUnica (deducida con
métodos estadisticos) de una sustancia (16), que puede esperarse que produzca la
muerte en 50% de los animales (14). A su vez, es un parametro que clasifica la
potencia toxica de un xenobidtico en forma util y practica como se muestra a

continuacion:
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Potencia de un téxico en funcién de la DL50 .
DL50 mg/kg
1.- Extremadamente toxico <1
2.- Altamente toxico 1-50
3.- Moderadamente toxico 50-500
4.- Ligeramente toxico 500-5000
5.- Practicamente inocuo 5000-15000

Potencia de un téxico en funcion de la DLso (18)(33)

La DL50 del compuesto LQM319| por el método de Lorke resultdé ser de 471.1 mg/kg
pero debido a que este método no es el procedimiento toxicolégico mas difundido y
aceptado, se ha realizado también la prueba de Probit como un parametro que
respalde dicho resultado. Este estudio fue realizado recientemente por la Maestra en
Ciencias Ma. Pilar Marquez quien obtuvd una DLsy de 327.7mg/kg, por lo que el

compuesto LQM319 se clasific6 como una sustancia moderadamente toxica.

Sin embargo, hay que recordar que los indices de seguridad en los compuestos
comerciales: Captopril y Losartdan indican las siguientes DL50 de 1040mg/kg
(DE50=0.00062mg/kg) y 1500 mg/kg (DE50=0.02815mg/Kg) respectivamente por lo
que resultd tener una toxicidad mayor que éstos, los cuales son ligeramente toxicos
(38)(15)(19).

Al realizar el ensayo de micronucleos (MN) in vivo en sangre periférica de raton la
Ifosfamida usada como control positivo presentd un dafio genotdxico como era de
esperarse, el efecto maximo fue a las 48hrs. post-administracion, después de este
maximo, el dafio disminuyd debido a que después de la administracion, las muestras

sanguineas alcanzaron un estado estacionario en la frecuencia de EPCMN entre 48 y
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72 horas post-administracion como se observo en los resultados. Con respecto a la
citotoxicidad, la Ifosfamida mostré la tendencia citotdxica que se esperaba por ser un
agente alquilante pues su accion sobre el ADN causa la muerte de células

neoplasicas.

Ninguna de Ilas dosis administradas del compuesto LQM319 incrementd
significativamente la frecuencia de EPMN en comparacion con el aumento gradual en
la frecuencia de EPCMN con un maximo de induccién a las 48hrs post-administracion
de la dosis de 60mg/kg de Ifosfamida, lo cual deja en claro que dicho compuesto no es

un agente clastdégeno o anéugeno que pueda causar un efecto genotoéxico.

Al comparar del mismo modo la frecuencia de EPC se observé que no existe una
disminucion significativa en ninguno de los lotes administrados con el compuesto
LQM319, lo cual lo excluye de ser un agente citotdxico en relacion con el
comportamiento del lote administrado con Ifosfamida, en el cual, se tuvieron descensos
significativos en los tiempos de muestreo de 48 y 72 hrs. Post-administracion

obteniéndose una mayor significancia a las 72hrs.

En cuanto a los datos representados en la grafica 2 podemos observar claramente que
el lote comparativo al cual se le administré Captopril muestra un comportamiento
constante en los diferentes tiempos de muestreo. Esto refuerza lo antes mencionado,
en cuanto a la clasificacion de la potencia toxica de Captopril cuya DLso es 1040 mg/kg
(36) por cual resulta ser menos toxico que el LQM319 con una DLsy 471.1 mg/kg.Sin
embargo aun siendo de mayor toxicidad el LQM319 que el Captopril y el Losartan; no
produce dafo al material genético. Una posible explicacion del comportamiento del
LQM319 en relacién a la disminucion en la frecuencia de EPC aun y cuando no resulta
ser significativa, puede deberse al metabolismo del compuesto LQM319, el posee dos
moléculas de tiomorfolina las cuales pueden ser metabolizadas por citocromo P450,
formando asi los dos posibles intermediarios metabdlicos: 2,6-bis (metilamino)-4-
terbutilfenol y el acido tiodiglicélico.
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Fig.15 .Posibles intermediarios metabdlicos del LQM319 ((A) centros nucleofilicos, (B) centro

electrofilico),2 moléculas de &cido tiodiglicdlico.

El metabolismo del acido tiodiglicélico en V. awriwm MO1, mostré que éste no

pudo ser metabolizado por las bacterias, causando su acumulaciéon y por ende su
toxicidad; pero tomando en cuenta la presencia de enzimas endodgenas de la fase Il en
el raton, capaces de unirse a heteroatomos ricos en electrones (O, N, S) para llevar a
cabo los procesos de glucoronidacidn o conjugacion con glutatién, permitiendo la
excrecion de los dos posibles intermediarios metabdlicos via renal , por lo cual tal vez

puede inhibirse la acumulacién y no presentar un efecto genotédxico o citotoxico.

Esto permite justificar por un lado, que el efecto genotéxico quizas no se produce
debido a la falta de un intermediario con propiedades electrofilicas producto de la
oxidacion por las enzimas citocromo P450 que tendiera a unirse al oxigeno o al

nitrégeno del ADN.

Por lo cual se puede suponer que existe una relacidn con la presencia de atomos de
azufre en la molécula del LQM319 y la toxicidad moderada de dicho compuesto, ya que
al formarse acido tiodiglicélico y al no ser excretado rapidamente podria producir cierto
efecto en las células y esto cause una DLsy con valores dentro del rango de 50 a

500mg/kg, en el cual entran los compuestos moderadamente toxicos como el LQM319.
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El resultado de esta investigacion pone de manifiesto que el compuesto LQM319
requiere de otros estudios para poder ser considerado como una alternativa efectiva,
terapéuticamente hablando y de menor costo para el control de la hipertension y la

insuficiencia cardiaca.
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XI. CONCLUSIONES.

8.1 Mediante la prueba de micronucleos el compuesto tiomorfolinico LQM319 no
presento actividad genotodxica, ni citotoxica a las dosis y con el modelo biolégico
utilizado, por lo que se considera un compuesto seguro para su posible uso

como hipotensor.

8.2 La Ifosfamida a la dosis de 60mg/kg usada como control positivo produjo un
efecto citotoxico y genotdxico como se esperaba al ser un agente alquilante cuya

accion sobre el ADN causa la muerte de células neoplasicas.
8.3El Captopril usado como una sustancia comparativa a la dosis de 10mg/kg no

produjo efectos citotdxicos y/o genotdxicos. Al ser comparado con el LQM319 a

la misma dosis, éste ultimo resultdé ser un compuesto de toxicidad mas elevada.
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XIl. Anexo.

A) Formacion del clorhidrato LQM319 (Prueba de micronucleos).

4 ; I T N

SRCRORN--

Fig. 16. CLORHIDRATO LQM (319).

Clorhidrato.- Sal formada entre una base organica y el acido clorhidrico que tiene como

finalidad volver dicha base mas soluble en agua.

La reaccion para formar el clorhidrato es una reaccion de equilibrio acido-base por lo
que es necesario obtener el numero de equivalentes para que esta se pueda llevar a
cabo.( 2) (14)

Equivalente = (moles de la sustancia) / n

En sustancias que participan en reacciones acido-base n es el nimero de H+ o OH

que se pueden ceder o aceptar. Por lo tanto n = 2 para la formacién del clorhidrato del
LQM319.
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Calculos para la formacion del clorhidrato.

Datos:

LQM: Peso molecular = 380 g/ mol

HCI : Peso molecular = 36.46 g /mol
Pureza = 38%

Densidad=1.192 g /mL

Ratén: Peso promedio 25g.
Volumen permitido para administrarse por via intraperitoneal (ip)
=0.3 mLa0.5mL.
Dosis: 10mg, 30mg y60mg/k de peso.

Distribucién por lote: 5 elementos.

Dosis 10mg/k de peso.

Lote de 5 elementos de 25g cada uno (25gr x 5 = 125gr).

10mg ----- 1000mg
X - 125mg

X=125 mg 6 0.00125g (cantidad de LQM 319 a pesar para obtener la dosis

correspondiente).

380g LQM 319 -—--—---- 2 equivalentes HCI
0.00125g LQM 319  -------—-- X
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X=6.57x10-6 equivalentes (HCI necesario para la formacion del clorhidrato LQM319.

0 . 00000657 eqHCl (36 .46 g )(

(eqHCl )
0.000528mL HCI 6 0.52 uL HCI necesarios para formar el clorhidrato LQM 319.

100 % j[ 1 mL

~ 0 .00052 mL
38 % 1.192 ¢

Dilucion realizada para poder obtener la concentracion de HCI.

JY | Ip— 10,000pL

X= 1000puL (cantidad de acido clorhidrico a tomar para formar el clorhidrato del LQM
319.

Pero el volumen a administrar es de 1.5mL de los cuales 0.5 esta designado para cada
elemento, por lo que se agregan 1000uL de agua desionizada realizar la solucién en un
sonificador. Al realizar la medicién de pH por medio de tiras reactivas este es de pH =
3.0

Dosis 30mg/kg de peso.
Lote de 5 elementos de 25gr cada uno ( 25gr x 5 = 125qgr).

30mg ----- 1000mg
X - 125mg

X= 3.75 mg O 0.00375gr (cantidad de LQM 319 a pesar para obtener la dosis

correspondiente).
380g LQM 319 -—--—---- 2 equivalentes HCI

0.00375 g LQM 319 =--mmee- X

X=1.97x10-5 equivalentes (HCI necesaria para la formacion del clorhidrato LQM319.
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0,
0 .000019 eqHCl (6 .46 g )( 100 % j L m ~ 0.00152  mL
(eqHCl )L 38 % 1.192 g

0.00152mL HCI 6 1.5 yL HCI necesarios para formar el clorhidrato LQM 319.
Dilucién realizada para poder obtener la concentracion de HCI.

L[V — 10,000uL

X= 1000pL (cantidad de acido clorhidrico a tomar para formar el clorhidrato del LQM
319.

Pero el volumen a administrar es de 1.5mL de los cuales 0.5 esta designado para cada
elemento, por lo que se agregan 500uL de agua desionizada realizar la solucion en un
liofilizador. Al realizar la medicién de pH por medio de tiras reactivas este es de pH =
3.0

Dosis 60mg/kg de peso.
Lote de 5 elementos de 25g cada uno (25g x 5 = 1259).

60mg ----- 1000mg
X - 125mg

X= 75 mg ¢ 0.0075g (cantidad de LQM 319 a pesar para obtener la dosis

correspondiente).

380g LQM 319 —-------- 2 equivalentes HCL
0.0075g LQM 319  --—-—-—-- X
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X= 3.94 x 10-5 equivalentes (HCIl necesaria para la formacion del clorhidrato
LQM319.

0 . 000039 egHCl (36 .46 g )(100 % j 1 mL ~ 0.00313 mL
H 38 % 1.192
egHCl g

0.00313mL HCI 6 3.1 yL HCI necesarios para formar el clorhidrato LQM 319.

Dilucion realizada para poder obtener la concentracion de HCI.

30puL - 10,000pL

X= 1033pL (cantidad de acido clorhidrico a tomar para formar el clorhidrato del LQM
319.

El volumen a administrar fue de 1.5mL de los cuales 0.5 esta designado para cada
elemento, por lo que se agregan 467uL de agua desionizada realizar la solucion en un

liofilizador. Al realizar la medicién de pH por medio de tiras reactivas este es de pH =
3.0
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Glosario.

Aberracion cromosémica : Son cambios estructurales que puede ser
observados en la metafase del ciclo celular y que tienen su origen en roturas
(procesos clastogénicos) de las cadenas de ADN no reparadas o mal
reparadas.

ADN (Acido desoxirribonucleico): Macromolécula que normalmente esta formada
por una doble cadena ligada por los enlaces débiles entre los pares de
nucledtidos. Los cuatro nucledtidos en el ADN contienen las bases: adenina(A),
guanina (G), citosina (C), y el timina (T).

Acidos Nucléicos: Biomoléculas formadas por nucledtidos. Esta presente en
todas las células y constituye la base material de la herencia. Existen dos tipos, el
acido desoxirribonucleico, ADN, y el acido ribonucleico, ARN.

Anafase Estadio de la mitosis durante la cual las cromatidas hermanas (o pares
homologos en la meiosis |) se separan y se alejan (se segregan) hacia los polos
del huso.

Aneuploide: Célula o individuo con un niumero de cromosomas que no es multiplo
exacto del numero haploide. Los ejemplos mas frecuentes son las trisomias o
monosomias.

Aneuploidia: Adicion o pérdida de uno o mas cromosomas, que da lugar a un
desequilibrio del complemento cromosémico, o cualquier numero de cromosomas
que no sea un multiplo exacto del numero haploide.

Bandas: Areas alternantes claras y oscuras, visibles en los cromosomas tras
aplicar ciertos tipos de tincién.

Bandas C: Tincion cromosomica que realza la heterocromatina constitutiva que se
localiza en los centrémeros y en sus proximidades.

Biomedicina: Area de investigacién que sigue un camino ascendente desde el
fenotipo hasta el genotipo, desde la expresion de un gen en una proteina hasta el
papel que ésta desempefa en una via metabdlica. La Biomedicina fundamenta su
existencia en el soporte que proporciona el conocimiento de los procesos
biolégicos a nivel molecular para entender las manifestaciones clinicas de una
patologia.

Cancer: Enfermedades en las cuales las células anormales se dividen y crecen
desenfrenadas. El cancer puede separarse de su sitio original a otras partes del
cuerpo y puede ser fatal.

Carcinogénesis: Proceso de desarrollo del cancer.
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Células madres o primitivas h ematopoyéticas: Las ceélulas madres
hematopoyéticas son las mas primitivas de todas las células sanguineas. La
mayoria de estas células no se estan dividiendo. Pero a través de su vida
conservan la capacidad de dividirse y autorenovarse para poder dar origen a las
células maduras de la sangre, tales como eritrocitos, granulocitos, linfocitos y
plaquetas.

Centromero: Secuencia de ADN necesaria para la segregacion adecuada de
cromosomas durante la mitosis y la meiosis; region de los cromosomas mitéticos
donde se forma el cinetocoro y que parece una constriccién, es decir, es una
region especializada del cromosoma en la cual las fibras del huso se unen durante
la divisién de célula. Region del cromosoma que separa los dos brazos y en la que
se unen las dos cromatides.

Citogenética: Estudio de la estructura, funcién y anomalias de los cromosomas.
Parte de la Genética que estudia la apariencia microscépica de los cromosomas y
sus anomalias en la enfermedad.

Cromosoma: Estructura fisica, también llamada cromatina, que consiste en una
molécula de ADN compactado y proteinas, organizada en genes y mantenida por
proteinas llamadas cromatina.

Division celular: Separaciéon de una célula en dos células hijas. En los
eucariontes superiores comprende la division del nucleo (mitosis) y el citoplasma
(cinetocinesis); a menudo se utiliza el término mitosis para referirse tanto a la
division nuclear como a la citoplasmatica.

Entrecruzamiento (sinonimo: recombinacién): Intercambio de un segmento de
DNA entre los dos cromosomas homodlogos durante la meiosis, su resultado es
una combinacion nueva de material genético en el gameto.

Estereoquimica: Parte de la quimica organica que se encarga de explicar las
diferentes reacciones quimicas que pueden llevar acabo aquellas moléculas que
poseen la misma formula molecular pero diferente estructura conocidas como
isomeros. Se clasifican en isdmeros estructurales y estereoisomeros.

FISH Fluorescent in situ hybridization (hibridaciéon in situ con fluorescencia):
Técnica que se utiliza para identificar, en una muestra problema, la presencia de
Cromosomas determinados o regiones especificas de Cromosomas cuya
secuencia es conocida, (sondas de ADN), y que marcamos con fluorescencia.

Gen: Unidad basica de herencia que ocupa una posicion concreta en el genoma
(locus) y esta constituido por una secuencia de ADN cuya existencia se puede
conformar por variantes alélicas y que codifica un ARN funcional para la
trascripcion de un polipéptido.
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Genética: Ciencia que trata de la reproduccion, herencia, variacion y el conjunto
de fendmenos y problemas relativos a la descendencia. El estudio de los patrones
de la herencia de rasgos especificos.

In vitro: Estudios realizados en el exterior un organismo vivo, hechos dentro de un
laboratorio.

In vivo: Estudios realizados en organismos vivos.

Interfase: periodo en el ciclo de la célula cuando la ADN se repliega en el nucleo;
seguido por mitosis. Periodo del ciclo celular comprendido entre dos divisiones
sucesivas

Metafase: Segunda fase de la division celular, en la que los cromosomas (o
tétradas en la primera divisién meiética) se colocan en el plano ecuatorial del huso
acromatico.

Micronucleos: Fragmentos del cromosoma que no se incorporan en el nucleo en
la division de la célula.

Mutacién: Cualquier alteracion hereditaria producida en un gen con respecto a su
estado natural; puede ser patolégica o una variante no patologica.

Mutageno: Un agente que causa un cambio genético permanente en una célula.
No incluye los cambios que ocurren durante la recombinacion genética normal.

Tautémero: Isémeros estructurales que difieren soélo en la posicion de un atomo
de hidrégeno, o proton. Puesto que los tautdmeros se pueden transformar
rapidamente en soluciones acuosas mediante la transferencia de protones, suelen
estar en equilibrio entre si. Los isdmeros cetdnico y endlico son ejemplos
frecuentes de tautémeros.
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