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RESUMEN 

Un gran numero de farmacos antiarritmicos ocasionalmente causan dafio 

hepatico, colestasis y otros patrones de daiio hepatico. El grado de dafio hepatico 

se puede obtener por medio de la valoracidn bioquimica del estado funcional del 

higado, mediante marcadores de dafio hepatico. 

De ahi la importancia que tiene este trabajo, ya que el compuesto 3,5 

dietoxicarbonil-4-{3,5-bis(1-piperidinitmetil)-4-hidroxifenil} 2,6  dimetil 1,4 

dihidropinidina {ANTI AVI) es un antagonista del calcio con propiedad farmacolégica 

antiarritmica y el uso clinico de este farmaco podria ocasionar cierto riesgo en 

aigunos organos. 

El proponer estudios toxicolégicos en el desarrollo de un nuevo compuesto provee 

datos para valorar su seguridad para el uso humano (Meyer D. S., 1985). 

Para este estudio se determinaron las siguientes enzimas séricas: 

transaminasa glutamico pirtivica, gamma glutamil transpeptidasa y fosfatasa 

atcalina, también se realizo la determinacidn de bilirrubina plasmatica directa (BD) 

y total (BT). Haciendo la diferencia de BT y BD se obtuvo [a bilirrubina indirecta 

(BI).Posteriormente se sacrificaron a los animales para realizar la valoracién 

histolégica de los siguientes drganos: higado, rifién, bazo, pulmén, corazén, 

cerebro, estomago, intestino detgado y grueso. 

Se utilizaron 20 ratas Wistar macho de 200-250 g. de peso las cuales se 

separaron en 2 lotes, de 10 ratas cada uno marcadas y pesadas y Ja distribucién se 

hizo al azar. Se alimentaron con alimento especial para roedores y se les dio de 

beber agua potable ad libitum. Se les administré una dosis terapéutica de ANTI 

AVI de 3.1 mg/Kg de peso del farmaco en agua. La administracién se realizd 

mediante una sonda gastrica, diariamente, por un periodo de seis meses. 

 



Los resultados obtenidos mostraron que el ANTI AVI presenté una elevacién 

en la concentracién de la enzima fosfatasa alcalina asi como también un aumento 

en el grado de lipoperoxidacion y de las bilirrubinas, al cabo de los seis meses; sin 

embargo, en la valoracién histolégica se encontro que el ANTI AVI no causé 

ninguna alteracién a nivel celular de los siguientes érganos: higado, pulmén, 

cerebro, coraz6n, rifién, estémago, bazo, intestino delgado e intestino grueso. 
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1.0.0, INTRODUCCION 

Estudios epidemicldgicos han demostrado que las enfermedades 

cardiovasculares estan entre los principales problemas de salud en el mundo, a 

pesar de fa disponibilidad de medicamentos nuevos y del avance en 

el conocimiento de los mecanismos patogénicos y factores de riesgo involucrados 

en ellas, como son hiperlipidemia, hipertensién, abuso det tabaco y ritmo de vida 

acelerada, principalmente (Pardell H., 1990). 

Por lo que es de gran importancia los avances que se hacen actualmente en 

todas jas areas de ta medicina cardiovascular, los cuales ofrecen oportunidades 

para realzar ei descubrimiento, as{ como el desarrollo de nuevos y mejores agentes 

para el tratamiento y prevencion de estas enfermedades. 

El mejor conocimiento de fa bioquimica celular y molecular, ta elucidacién de 

fos mecantsmos por los cuales los farmacos nuevos y los ya existentes en el 

mercado actuan y ei desarrollo de alta innovacion y tecnologia avanzada para Ja 

evaluacion de los nuevos farmacos, estan entre los muchos logros que se han 

hecho en afios recientes (Bristol A. J., 1986). Estos logros han sido de gran ayuda 

pare la contribucidn de! bienestar social con respecto a uno de los problemas mas 

frecuentes dentro de las enfermedades cardiovasculares las “arritmias cardiacas”. 

Un gran numero de farmacos antiarritmicos ocasionalmente causan dafio 

hepatico, colestasis y  diversos patrones de dafio hepatocelular han sido 

observados. Ademas, los antiarritmicos con propiedades B-bloqueadores como ia 

Profafenona, han sido asociados con dafio hepatico (Shuff-Werner y col., 1982, 

Engels y col., 1984, Miyai y col., 1982, Konz y col., 1984). Con fa excepcién de 

amiodarona, fa cual causa gran elevaci6n en los niveles de AST y ALT en una gran 

proporci6n de pacientes a menudo transitoriamente, estas reacciones son 

idiosincraticas.



En algunos farmacos las reacciones son acompafiadas por signos 

extrahepaticos de inmunoalergia, como es el caso de quinidina y Ajmalina y estos 

signos estan ausentes con otros farmacos (disopiramida). 

Todos los agentes antiarritmicos tienen un efecto inotrdpico negativo, esto puede 

inducir una elevacién en la concentracién de enzimas en el higado o una constante 

ictericia y secundariamente una congestion venosa hepatica como la causada por 

tocainida y disopiramida. 

Méckel (1965) realiz6 un estudio comparando los agentes antiarritmicos 

prajmalina, disopiramida, profafenona, asparteina y el vasodilatador nitrogicerina, 

encontrando que todos los agentes causaron una elevacion de enzimas hepaticas: 

transaminasa glutamico pirtivico, transaminasa glutamico oxalacética, fosfatasa 

alcalina y y-gamma giutamil transpeptidasa en un numero de pacientes en un 

periodo de 10-16 dias del tratamiento. 

El papel central del higado en el metabolismo considera fa hepatotoxicidad 

de los agentes farmacoldgicos, de hecho se sabe que jos hepatocitos realizan una 

tarea fundamental en ja captacién, transformacion y excrecién de los farmacos 

(Spadoni M., 1978). 

La actividad de vanas enzimas, las concentraciones de varias proteinas y 

las sustancias sintetizadas o almacenadas por el higado se utilizan para estimar el 

estado de este y la integridad de los organeles y membranas hepatocelulares, asi 

como también la capacidad del organo para sintetizar o convertir metabdlicamente 

diversos compuestos y ia capacidad para segregar bilis (Pesce J. y col., 1991). 

En fa Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (UNAM) existe un grupo de 

investigadores de ia seccién de Quimica Organica, el cual ha desarroliado ef 

 



farmaco —_3,5-dietoxicarbonit-4-[3,5-bis(1-Piperidinit metil)-4-hidroxifenil]-2,6- 

dimetil-1,4-dihidropiridina (ANTI AVI), que pertenece al grupo de las 1-4- 

dihidropiridinas y al ser valorada su accién farmacoldgica en animales de 

laboratorio results presentar un efecto antiarritmico (Pedraza D. A., 1995). 

Se han realizado estudios de toxicidad hepatica aguda y subcrénica, Cabral 

A., (1997) encontré que el compuesto ANTI AVI solo altera la bilirrubina directa, fa 

bilirrubina total y el glucédgeno. 

Esto ha despertado un gran interés para desarrollar este proyecto de investigacién 

con la finalidad de pronosticar los efectos adversos del nuevo farmaco, mediante 

estudios experimentales de toxicidad crénica hepatica.  



2.0.0, ANTECEDENTES TEORICOS 

2.1.1. FARMACOS ANTIARRITMICOS 

Los farmacos antiarritmicos se usan para prevenir y tratar trastornos del 

ritmo cardiaco que tienen gran morbilidad y mortalidad. 

En general, las arritmias cardiacas se pueden considerar procedentes de la 

conduccién anormal o de fa iniciacidn anormal del impulso o de ambos. 

Para entender ja farmacologia de los antiarritmicos es preciso conocer la 

electrofisiologia cardiaca. La figura 1.0 describe un potencial de accién cardiaco 

normal a partir de una fibra de Purkinje. El potencial de la membrana celular en 

reposo es aproximadamente -90 mV, con el interior de la célula electronegativa 

respecto al exterior. 

Este potencial negativo es el resultado, en primer lugar, de un gradiente de 

K* a través de la membrana, mantenido por la ATPasa de Na* - K*. Si la célula se 

estimula adecuadamente hay una rapida entrada de Na’ a través de ios canales 

especificos de la membrana. Esta despolarizacién rapida (fase 0) del tejido 

ventricular corresponde al complejo QRS del electrocardiograma superficial. 

Al disminuir la entrada de Na* , la membrana celular empieza a repolarizarse 

(es decir se vuelve mas negativa) produciendo la fase 1 del potencial de acci6n. 

Ademas empieza una segunda entrada de corriente, surgida principalmente del 

movimiento del calcio. Esta entrada de calcio mantiene un estado despolarizado y 

es el principal responsable de la fase 2 (meseta) de! potencial de accidn. 

Finalmente, las dos corrientes de entrada de Na* y Ca** disminuyen y se 

produce una despolarizacion rapida (fase 3) como resultado de fa salida de K* . En 

resumen, e] potencial de accién es una secuencia coordinada de movimientos 

iénicos, iniciaimente, ei Na* entra rapidamente en la célula, seguido de ja entrada



de Ca** y finalmente de la salida de K* que devuelve a la célula a su estado de 

reposo. Varios antiarritmicos ejercen sus efectos mediante la alteracién de esos 

flujos idnicos. 

BASE ELECTROFISIOLOGICA DE LA ACCION ANTIARRITMICA. 

La mayoria de las taquiarritmias son consecuencia de dos mecanismos 

basicos: actividad focal ectopica y nueva entrada. Con la actividad focal! ectépica, 

un marcapasos potencial dispara independientemente, por un aumento 

dependiente de la despolarizacién idnica o porque ef potencial de umbral para la 

descarga se ha hecho mas negativo o debido a una disminucién de! potencial 

diastdlico maximo. 

Las condiciones necesarias para una segunda entrada son: 

1)La via de conduccién debe estar bloqueada unidireccionatmente. 

2)Debe haber una conduccién lenta en una via alterna hasta un punto mas alla det 

bloqueo. 

3)Debe haber una excitacién retardada mas alla del bioqueo. 

Con suficiente retraso de fa excitacién mas alla del bioqueo, el tejido 

proximal a él se puede excitar desde la direccidn opuesta y entonces se establece 

un Circuito circular (reentrada). Las diversas clases de antiarritmicos tienen efectos 

electrofisiolégicos caracteristicos sobre el miocardio (Goth A., 1977) (figura 1).
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2.1.2, CLASIFICACION DE LOS FARMACOS ANTIARRITMICOS 

En vista de las diferentes acciones sobre el corazén los podemos clasificar 

en cuatro clases 

  

        
  

  

  

  
  

ACCIONES FARMACTOS 

Inhibicién det transporte de *Quinidina, Procainamida, 

sodio. Lidocaina, Lorcaidina, 

I Reduccidn de fa velocidad Mexitelina 

maxima de la fase 0. 

tl Bloqueo de los receptores §-|*Prapanolal, Sotalol 

adrenérgicos 

III Prolongacién de fa | *Amiodarona, Breblio 

repolanzacion. 

Alteracién de la respuesta de la 

membrana 
4 

IV Bloqueo de los canales de} *Verapamil, Nifedipina 

calcio.               * FARMACO PROTOTTPO. 

CLASE I 

Los farmacos antiarritmicos de clase I tienen propiedades anestésicas 

locales. Lentfican ia corriente de entrada de Na* y reducen asi la tasa maxima de 

despolarizacién, 10 que se manifiesta como una pendiente mas profunda de ja 

despolarizacién de la fase 0. Estos farmacos también aumentan el umbral de 

excitabilidad debido a que el potencial de membrena en reposo se hace mas 

negativo comparado con un marcapasos ectdpico.



La velocidad de conduccién es mas lenta y e! periodo refractario eficaz se 

proionga. La despolarizacién diastélica espontanea en las céiulas del marcapasos 

disminuye y se manifiesta come un aplanamiento de la fase 4. 

La propagacién del periodo refractario tiende a abolir la nueva entrada. Estos 

farmacos suelen incrementar la duracién del potencial de accién, pero la lidocaina 

y sus derivados, asi como la difenilhidantoina difieren de otros miembros de la 

clase por acortar el potencial de accién. La quinidina, {a procainamida y la 

disopiramida también tienen actividad colinérgica. 

CLASE IT 

Los bloqueadores del receptor f-adrenérgico, como el propanolol. Su accién 

B-bloqueadora es mucho mas importante que cualquier actividad anestésica local 

que pudieran tener. Su modo de accién se relaciona con la depresién de la 

pendiente de despolanzacidn diastdlica espontanea (fase 4). 

CLASE IIT 

Actuan proiongando el potencial de accién, un efecto asociade con la 

prolongacion del periodo refractario eficaz. 

CLASE IV 

Bloquean selectivamente la cornente lenta hacia el interior(respuesta lenta), 

transportada pnincipalmente por calcio. El Verapamil disminuye la amplitud del 

potencial de accion en las regiones nodales superior y auriculoventricular media 

(AV). Estos efectos bloquean fa conduccién de impuisos prematuros en el nddulo 

AV (Cedric M. Smith, 1993) (figura 2).
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2.1.3. CRITERIOS PARA EL AGENTE ANTIARRITMICO IDEAL 

. Efectividad en el tratamiento de un grupo de arritmias bien definido. 

. Falta de efectos adversos cardiacos y extracardiacos. 

. Ausencia de interacciones farmacoldgicas clinicamente significativas. 

. Preparados para uso oral e intravenoso; el preparado por via ora! debe tener 

un metabolismo minimo de primer paso. 

. Falta del metabolismo polimdrfico genéticamente determinado y clinicamente 

significativo entre fos sujetos. 

. Vida media razonable que permita fa administracién poco frecuente del 

farmaco, con el resultado de un mejor cumplimiento por parte de los pacientes. 

. Relativamente poca variabilidad “entre y dentro” de los pacientes, en relacién 

con las propiedades farmacocinéticas. 

. Buena correlacion entre su efectividad y su concentracién plasmatica. 

Hasta la fecha ningun agente antiarritmico reine todos estos requisitos 

(Cedric M.S., 1993). 

2.2.0. ANTAGONISTAS DE LA ENTRADA DE CALCIO 

Los antagonistas del calcio actuan inhibiendo el flujo de calcio hacia la célula 

a través de canales de calcio dependientes del voltaje especifico localizado en fa 

membrana celular. Los canales de calcio son glicoproteinas alargadas y 

extendidas en la membrana que funcionan come valvulas para iones selectivos. 

Estos forman un poro que abre y cierra para permitir-el movimiento de calcio en 

la direccién de un gradiente electroquimico (Wingard B. L. y col., 1991). 

10 

 



2.2,1. CLASIFICACION DE LOS ANTAGONISTAS DE LA 

ENTRADA DE CALCIO 

Comprenden un grupo quimicamente heterogéneo de compuestos y han 

sido clasificados por la Organizacidn Mundial de la Salud en seis grupos de acuerdo 

a su estructura quimica y perfil farmacolégico (Hernandez G. Z., 1994). 

I Compuestos relacionados con el Verapamil (Fenilaiquilamina) 

rte Compuestos relacionados con la Nifedipina (Dihidropiridinas) 

iil Compuestos relacionados con el Diltiazem (Benzotiazepinas) 

TV Compuestos relacionados con la flunarizina 

v Compuestos relacionados con la Prenilamina 

VI Oiros, tales como caraverina o perhexilina 

Las tres primeras clases comprenden sustancias altamente selectivas para 

fos canales lentos de calcio, mientras que los otros tres incluyen compuestos 

que ademas tienen efecto inhibitorio sobre jos canales rapidos de sodio (Salerno 

S.M. y col., 1994). 

Aunque mas de 35 bloqueadores de calcio se encuentran disponibles 

clinicamente en el mundo, los mas usados son el diltiazem, el Verapamil y un 

gran numero de dihidropiridinas, incluyendo nifedipina, nicardipina, nimodipina, 

nitrendipina, nisoldipina, amlodipina, isradipina y felodipina (Godfraind T., 1987, 

Freedman D.D y col., 1987). 

2.2.2, DIHIDROPIRIDINAS 

Tienen como estructura base las 4-aril-1,4-dihidropiridinas (DHP). Son 

conocidas dede 1882 cuando Hantzch las utilizé como intermediarios en la 

sintesis de piridinas. A pesar de su facil obtencién por sintesis quimica, no 

fueron de gran interés hasta los afios 60 ‘s cuando se descubrid sus propiedades 

vasodiiatadoras en algunas de ellas (Bristol J. R., 1986). 
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A partir de entonces, han sido sintetizadas un gran niimero de DHP’s, asi 

como también se han investigado sus propiedades farmacolédgicas (Vanhoutte 

P.M. y col., 1987, Fleckenstein A., 1983). 

2.2.3 USO CLINICO 

Las DHP’s son bloqueadores muy potentes y selectivos de la entrada de 

calcio y son ampliamente utilizados en la clinica para el tratamiento de fa 

hipertensi6n, angina de pecho, isquemia y enfermedades vasculares a nivel 

periférico o cerebral (Nelson E. B. y col., 1986, Bristol J. A., 1986). 

Estos compuestos también han sido estudiados e investigados con el fin de 

encontrar agentes farmacoldgicamente potenciales para otro tipo de 

padecimientos y usos, tales como Ia profilaxis de la migrafia y el fenédmeno de 

Raynound (Nelson E. B. y col., 1986, Bristol J. A., 1986). 

También podemos mencionar algunas ventajas que ofrecen las DHP’s sobre 

otras clases de antagonistas del calcio: 

= No tienen efecto sobre el sistema de conduccidn del miocardio. Por lo que 

aunque no se usen en el tratamiento de taquiarritmias, son mucho mas seguros 

que el Verapamil y el Diltiazem en pacientes que toman B-bloqueadores y en 

pacientes con obstruccién del corazon (Salerno S.M. y col., 1994). 

 Tienen poca o ninguna interaccién con otros farmacos, como por ejemplo 

digoxina, warfarina, insulina y cumarinas que son empleadas para el 

tratamiento de condiciones asociadas (Chan 1.C.N. y col., 1991). 

 Algunas tienen efecto diurético, !o cual contribuye a la propiedad 

antihipertensiva de estos compuestos (Salerno S.M. y col., 1994). 
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2.2.4, FARMACOCINETICA 

Se absorben muy bien por via sublingual, buca! y por las vias parenterales, 

esta absorcién alcanza en los primeros dos casos el 90%, pero sufren un extenso 

primer paso hepatico cuando se administran por via orai, por esto en general 

presentan baja biodisponibilidad. Se combinan con fas proteinas en un 90% y se 

distribuyen a todos los 6rganos principalmente en higado, rifién y pulmon (Litter 

M., 1986). 

Las DHP’s son metabolizadas principalmente en higado, por oxidacién 

(deshidrogenacion), catalizada por una isoforma de citocromo P-450 conocida 

como P-450 NF. Primero se oxidan a sus derivados 1,4-dihidro, posteriormente el 

metabolisma puede involucrar la hidrdlisis de los grupos éster, la hidroxilacién del 

grupo 2 y/o la 6 alquilo y formacidn de lactonas. La excrecién de los metabolitos es 

lenta, se realiza principaimente por el rifién, alrededor del 60% yy el resto en 

heces (Guengenich F.P. y col., 1991, Ogawa N. y col., 1993, Regardh C.G. y col., 

1990). 

Podemos mencionar el metabolismo de! hidrocloruro de barnidipina, un potente 

antagonista de calcio. Un experimento realizado por Taramura T. y col. (1996) 

indicd que esta DHP fue metabolizada extensivamente en higado y fue catalizada 

por P450s, encontrando que el metabolismo de barnidipina en rata y perro fueron 

cualitativamente similares. Los metabolitos fueron generados por los siguientes 

pasos: 

(a) N-debenciiacién de la cadena lateral 

(b) Hidrdlisis del éster pirrolidinico 

(c) Oxidacién del anillo dihidropiridinico al anilio piridinico 

(d) Hidrdlisis del metil éster 

(e) Reduccién del grupo nitro a! grupo amino 

(f) Conjugacién del metabolito generado con el dcido glucurénico 
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2.3.0. ORIGEN Y QUIMICA DEL ANTI AVI. 

SINTESIS 

1a sintesis se llevé a cabo mediante Ja reaccién de Hantzsch. Para los 

compuestos de los derivados piperidinil fendlicos se mezcié una proporcién 

molar 1:1:1 de piperidina, formaldehido y el fenol correspondiente y para los 

compuestos disustituides la relacién fue de 2:2:1. La mezcla de reaccién se 

disolvié en etanol y se sometid a reflujo. 

El avance de reaccidn se evalud por cromatografia en capa fina. Al termino 

de la reaccian fa mezcla se concentrd. El producto se purificd mediante 

métodos de purificacién comunes como cromatografia en columna, destilacién 

simple, destilacién fraccionada y recristalizacién. Los compuestos purificados se 

identificaron por métodos espectroscdpicas como RMN-'H, RMN-YC, 

espectrofotometria de masas, IR y en los casos necesarios por difraccién de 

rayos X. 

FIGURA 3.0. 

Compuesto ANTI AVI (3,5 Dietoxicarbonil-4-{3,5-bis(1-Piperidinilmetil)- 
4-Hidroxifenil}2,6 Dimetil 1,4 Dihidropiridina). 
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2.4.0. REACCIONES ADVERSAS 

Con el descubrimiento de nuevos farmacos de mayor eficacia es necesario 

considerar ademas, de su eficacia terapéutica, (beneficio) la posibilidad de que 

causen efectos adversos (riesgo). 

Después de administrar un farmaco es posible observar dos tipos de 

acciones, esto es, la accién clinicamente conveniente y beneficiosa que buscé el 

médico, y fos efectos indeseados (que a veces aparecen con los deseados) y que 

son fenédmenos adicionales no buscados originalmente. Estas Ultimas alteraciones 

pueden ser dafiinas o innocuas y si son fesivas reciben el nombre de reacciones 

adversas de los farmacos (Glaxo F., 1992, tomado de la OMS, 1985). 

Se designan reacciones adversas a las producidas por un farmaco y que no 

son fas que el médico busca, y por e! contrario son perjudiciales para el paciente 

(Litter M., 1992). 

Las reacciones adversas son responsables de un alto indice de morbilidad. Se ha 

estimado que una de cada 1,000 reacciones adversas e interacciones tienen un 

resultado fatal (Guariano R. A., 1993). 

Cerca del 5% de los pacientes que reciben tratamiento médico, sufren 

reacciones adversas. Casi un 20% de éstas se deben a farmacos nuevos, 

probablemente, por que sé conoce menos sobre su potencial para fas reacciones 

adversas. 

La frecuencia de reacciones adversas ha aumentado en afios recientes 

debido at hecho fundamental que cada vez mas pacientes ingieren mayor cantidad 

de farmaces, a menudo por lapsos mayores; se utilizan mas farmacos en 

combinacioén, sin conocimiento de su farmacocinética y de las enfermedades que 

se pretenden combatir con ellos (Guariano R. A., 1993). 
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2.4.1. CLASIFICACION DE LAS REACCIONES ADVERSAS 

Los farmacos pueden provocar diferentes tipos de reacciones indeseables o 

adversas. Ciertas reacciones pueden ser, en sentido estadistico, facilmente 

previsibles, en tanto que otras pueden ser dificiimente previsibles o inesperadas. 

Pero previsibles 0 inesperadas, lo que tienen en comin es que son indeseables por 

inconvenientes, por peligrosas y por nocivas (Naranjo P., 1968). 

Algunas de estas reacciones son de caracter téxico y dependen mas del farmaco 

en sf y de sus dosis que de! paciente mismo, en cambio otras, dependen més bien 

del paciente en si, como las reacciones alérgicas muchas de jas cuales son 

inesperadas. Pero no toda reaccién inesperada es de naturaleza alérgica. 

Naranjo P. (1968) agrupa las reacciones adversas tomando en cuenta su 

naturaleza y su mecanismo de produccidn, en las siguiente categorias: 

I-Reacciones de tipo toxico 

a) Reacciones por intoxicacién 

b) Reacciones idiosincraticas 

En este grupo se engloban todas aquellas reacciones dependientes, por una 

parte, de la accidn de alta dosis de un farmaco y por otra, de las variaciones 

cuantitativas de la capacidad de reaccionar de los individuos. Esta variabilidad 

puede deberse a muchas causas. Unas son adquiridas y por consiguiente 

pueden ser ocasionales y temporales, otras son de cardcter permanente por 

alteraciones congénitas, por cardcter racial o por la presencia de genes atipicos. 

Ii- Efectos colaterales secundarios 

a) Un mismo efecto producido por distintos farmacos 

b) Efectos producidos por un mismo grupo farmacodinamico 

Este grupo es muy rico en reacciones, abarca todas aquélias dependientes 

de las propiedades farmacodindmicas de los farmacos, y que, 2 veces, no estan 

directamente relacionadas con sus propiedades terapéuticas. 
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III- Reacciones por distorsién del metabolismo normal 

a) Por alteraciones enzimaticas 

b)} Por deficiencias inducidas 

Este grupo corresponde a ciertas reacciones inesperadas con transtormnos en 

apariencia no vinculados a la accién de los farmacos, y que se producen 

secundariamente a una modificacidn o distorsién del metabolismo normal 

inducido por el farmaco. 

IV- Reacciones por acostumbramiento 

a) Habito (dependencia psiquica) 

b) Adicto (dependencia fisica) 

En este grupo las reacciones dependen del acostumbramiento y el desarrollo de 

dependencia, sea de caracter psiquico o de caracter fisico. 

V- Reacciones por sensibilizacién 

a) Reacciones alérgicas: 

1) Reacciones de tipo inmediato 

2) Reacciones de tipo tardio 

b) Reacciones anafilacticas 

Cc) Trastomos alergosimiies por liberacién de histamina 

Este grupo esta constituido por los trastornos dependientes de variaciones 

cualitativas de la capacidad de reaccién de ios individuos. Es el tipo de reaccién 

inesperada. Esta condicionada a la sensibilizacién previa. Es la reaccion violenta 

y a veces fatal, que desconcierta al médico. Una vez que se produjo la primera 

reaccién alérgica, las subsiguientes son previsibles y deben evitarse. 

Vi- Reacciones fotoinducibles 

a) Fendmenos fototéxicos 

b) Fotosensibilizacién 

Por sus caracteristicas, se ha colocado en un grupo aparte a las reacciones 

fotoinducidas. Trenen en comun el que la luz, directa o indirectamente condiciona 
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la produccién de fa reaccién adversa. Por su naturaleza, en cambio, unas son 

alérgicas y otras de tipo tdxico. 

VII- Reacciones teratégenas y embriotéxicas 

a) Efectos terat6genos 

b) Toxicidad embriotrépica 

¢) Toxicidad neonatal 

d) Toxicidad selectiva en el recién nacido 

Incluye farmacos que al administrarse a la madre embarazada o ai recién 

nacido, pueden provocar una variedad de reacciones adversas como las 

alteraciones teratogenas. 

El doctor Rawlins, diferencia dos tipos de reacciones (Glaxo F., 1993., 

Remington J.£., 1990): 

Predecibles (Tipo A): son ‘as reacciones derivadas de una respuesta 

aumentada, pero cualitativamente normal, esperable o previsible. 

Su incidencia es mayor si las dosis administradas son elevadas y en ciertos 

subgrupos de poblacién. En general no son clinicamente graves y producen una 

mortalidad bastante baja. Puesto que se trata de reacciones habituales y 

esperadas, normalmente se identifican antes de la comercializacion de! farmaco. 

Impredecibles (Tipo B): son aquellas que no guardan relacién con la 

dosis administrada, y cuya aparicién en relacién con ef momento de la exposicién 

al medicamento es variable. No mejoran al reducir las dosis. Son clinicamente 

graves, producen una mortalidad alta y se deben a una hipersensibilidad o 

mecanismo idiosincratico. 

Las reacciones de tipo A son tres veces mas frecuentes que las de tipo B. 
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2.4.2, REACCIONES ADVERSAS GENERALES 

Reacciones dermatoldégicas: 

La piel se ve afectada por las reacciones farmacoldgicas. Si bien todos los 

medicamentos pueden causar alteraciones dermatoldgicas, en algunos pacientes 

Ciertos agentes lo hacen con mas frecuencia que otros, por ejemplo: penicilina, 

sulfonamidas, bromuros, ioduros, arsénico, oro, quinidina, tiacidas y antipalidices 

(Remington J. E., 1990, Loelb S., 1986). 

A medida que se introducen nuevos farmacos en la clinica médica, la lista 

de los que son capaces de producir reacciones adversas dermatoldgicas iré en 

aumento, La mayoria de las reacciones adversas dermatoldgicas de los farmacos 

no son bien definidas ni peligrosas. Se desconocen los mecanismos de la mayor 

parte de fas reacciones cutaneas. Por lo general la administracion de un 

medicamento se suspende cuando el paciente presenta una reaccién cutanea, 

aunque esta sea minima (Loelb S., 1986). 

Hepatotoxicidad (dafio hepatico): 

El dafio hepatico inducido por compuestos quimicos ha sido reconocido 

como un problema toxicoldgico por mas de 100 afios, ya que el higado ademas de 

ser el Organo mas grande del cuerpo es también el érgano blanco para estos 

compuestos. Son conocidos diversos factores importantes que contribuyen a Ia 

susceptbilidad, primero, muchos xenobidticos entran al cuerpo a través del tracto 

gastrointestinal y después de la absorcién son transportados por la vena porta 

hepatica al higado, de esta manera, ef higado es el primer érgano que recibe por 

las sustancias quimicas absorbidas en el intestino. 

Un segundo factor es una alta concentracién de enzimas metabolizantes de 

xenobidticos, en el higado, principalmente el sistema del citocromo P-450, aunque 

tuchas biotransformaciones son reacciones destoxificantes, muchas reacciones 

oxidativas producen metabolitos reactivos que pueden inducir lesiones en el higado 

(Hodgson E., 1987). 
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Obstruccién biliar: algunos medicamentos afectan el endotelio de los conductos 

biliares originando un estrechamiento. La bilis fluye entonces hacia la circulacién 

dando al paciente un tinte ictérico (Loelbl S., 1986). 

Necrosis hepatica: daiio de los hepatocitos inducido por farmacos y 

caracterizado por nduseas, vémitos y dolor abdominal seguido de ictericia (Loelb! 

S., 1986), entre los farmacos que provocan este dafio se encuentra el 

acetaminofén, isoniacida, metildopa, tetraciclina y acido valproico (Van B., 1995). 

Nefrotoxicidad (dafio renal): . 

Se trata de una degeneracién de ios tibulos renales inducida por 

medicamentos, que puede interferir con la excrecién de los farmacos. Esto da 

como resultado un aumento en la toxicidad del farmaco (Loelbl S., 1986). 

Ototoxicidad (dafio a los ofdos): 

Da como resultado dafio en la porcién vestibular, auditiva o en ambas, del 

octavo par craneal. 

Dafio vestibular: Se caracteriza por vértigo (sensacién de dar vueltas y caida) y 

nistagmus (movimiento de los globos oculares en forma répida, ritmica y de un 

lado hacia otro). 

Dafio auditivo: Caracterizado por tinnitus (oir campanitas 0 zumbidos) y pérdida 

progresiva de la audicién. Este efecto puede ser producido por algunos antibidticos 

como kanamicina y neomicina y diuréticas como son el acido etacrinico y 

furosemida (Loelbl S., 1986). 

Toxicidad en el sistema nervioso central 

Esta toxicidad se caracteriza por alteraciones de ia coordinacion motora, 

pérdida de fa percepcién de distancias, depresién de la conciencia o 

sobreestimulacién, incluyendo convulsiones (Loelbl S., 1986). La depresidn se 

presenta mas frecuentemente con barbitiricos, otros sedantes hipndticos, 

ansioliticos y aicohoi, ia confusién y la demencia se presentan con 
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antihipertensivos, antipsicéticos, cimetidina, digoxina, diuréticos, sedantes, 

esteroides y hormonas estercideas (Van B., 1995). 

Aigunos medicamentos también interfieren con la transmisiédn del impulso 

nervioso en la unidn neuromuscular, lo cual da como resultado debilidad muscular 

(Loelbl S., 1986). 

Alteraciones gastrointestinales: 

Los medicamentos pueden ocasionar nauseas, diarrea y vomitos por 

irritacién local 0 como efecto sistematico (Remington J. E., 1990., Loelbl S., 1986). 

Discrasias sanguineas: 

La médula dsea de algunos pacientes es particularmente sensible a los 

farmacos: esto puede traducirse en una produccidén insuficiente de plaquetas, 

gidbulos rojos y gidbulos biancos. 

En principio todos los farmacos pueden provocar discracias sanguineas en 

pacientes susceptibles, pero algunos como los antineoplasicos, ciertos antibidticos 

(incluyendo ef cloranfenicol) y la fenilbutazona, son responsables mas frecuentes 

de esta complicacién. La agranulocitosis es provocada por alopurinol, 

anticonvulsivantes, antihistaminicos, antitiroideos, captopril, clorpropamida, 

procainamida y psicoterapéuticos (Van B., 1995). 

2.5.0. NOCIONES BASICAS DE TOXICOLOGIA 

Para determinar el grado de peligrosidad de una sustancia con actividad 

farmacolégica es necesario conocer y comprender las bases de la Toxicologia, 

considerando {o siguiente (Nociones Basicas de Toxicologia, 1985): 

Agente Toxico: Es aquella sustancia capaz de producir un efecto nocivo sobre los 

organismos vivos y requiere fa interrelacién de tres elementos: 

1) Un agente quimico capaz de producir un efecto. 
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2) Un sistema bioldgico con el cual el agente pueda interactuar para 

producir el efecto. 

3) Un medio por el cual el agente y el sistema biolégico puedan entrar en 

contacto e interactuar, de esta interrelacién resulta el efecto nocivo. 

Clasificacién: Anteriormente !a clasificacin de los agentes téxicos se basaba en 

su origen, clasificandolos como: 

Agente tdxico animal. 

oOo
 Agente tdxico vegetal. 

Agente toxico mineral. >
 

Una clasificacién, de los agentes téxicos mas itiles puede ser realizada segtin: 

« Su estado fisico (gas, liquido y sdlido). 

Su composicién quimica. 

El uso. 

El ambiente. 

El organo que afecta. 

Su efecto. 

Su mecanismo de accion biolégica. <«
<¢

¢€
4 
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La ciencia que estudia los efectos nocivos de los agentes quimicos sobre los 

organismos vivos es la Toxicologia. £1 objetivo principal de la toxicologfa es 

establecer el uso seguro de los agentes quimicas Glauge P., 1985). 

La acci6n de un agente tdxico sobre un organismo se traduce en una 

alteracion del estado fisioldgico o de salud; por tanto una, intoxicacién es una 

enfermedad. Como tal puede ser considerada bajo un criterio patocrénico, es decir 
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estimando su curso o evolucién en funcién del tiempo y asi podemos clasificarias 

en intoxicaciones agudas, crénicas y recidivantes. 

Clasificacién de las intoxicaciones: 

* Intoxicacién Agquda: Consiste en la aparicién de un cuadro clinico patoldgico, 

a veces dramatico tras la absorcidn de una sustancia quimica. El caso mas 

representativo es fa presentacidn de los efectos tdxicos antes de las 24 horas de 

una Unica administracién del agente, la evolucién puede llevar al intoxicado a la 

muerte o a una recuperacion total o parcial en la cual quedaraén secuelas o 

lesiones persistentes. 

# Intoxicacién Subaguda: No es tan solo un menor dafo de gravedad o 

aparatosidad de ia intoxicacién aguda sino que a veces sigue un curso subelinico 

sin que se presente de forma aparente y clara aunque produzca trastornos a 

distintos niveles biolégicos. 

* Intoxicacién Cronica: Fs la consecuente a la repetida absorcidn de un tdxico, 

a veces esta absorcidn se produce en cantidades por s/f mismas insuficientes 

pare hacer patentes trastornos téxicos pero que por acumulacion del producto 

dentro dei organismo, normaimente en organos 0 tejidos concretos 0 por suma 

de efectos iesivos con el transcurso del tiempo lleva a estados patoldgicos 

{Ariens E. L., 1987) (figura 4). 
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Muchas veces los trastomnos permanecen latentes (subclinicos) hasta que por 

cualquier causa se manifiestan, ya sea por una baja de la condicién fisioldgica 

general (enfermedad), ya sea por una movilizacion del téxico de los lugares donde 

estuviera depositado lo que produciria una intoxicacién aguda al aumentar jos 

niveles sanguineos del agente. 

La intoxicacién crénica es muy frecuente en nuestros dias como consecuencia 

dei mal uso de medicamentos, productos industriales y plaguicidas y de la 

contaminacién ambiental, suele presentar cuadros clinicos difusos, poco claros que 

frecuentemente inducen a confusién con diversas enfermedades lo cual obstaculiza 

una terapéutica apropiada. 

La repeticidn de intoxicaciones o intoxicaciones recidivantes, conduce al 

individuo a estados de deficiencia bioldgica que se oponen a {a recuperacién cada 

vez con mayor intensidad y debido a ello Ja restitucién es en cada caso, mas 

deficiente. 

Cualquier efecto téxico es proporcional a las dosis. Se entiende por dosis a la 

cantidad de sustancia admunistrada a un organismo. Se utilizan diferentes tipos de 

expresiones siendo una de las mas importantes la dosis letal 50 (Diso). 

Dosis Leta! 50: Es fa cantidad calculada de un agente quimico necesario 

para producir ia muerte del 50 % de los animales en estudio. 

El tempo de observacién varia de 24 horas a 4 semanas, recomendandose 

un periodo de estudio de 2 semanas, generalmente se expresa en mg o g de 

sustancia / Kg de peso corporal. 

Las sustancias tienen toxicidad diferente asi, para producir determinado efecto, la 

muerte evaluada a través de la Diso se necesitan dosis diferentes para cada una 

de las sustancias (Loomis A., 1996). 
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En base a esto y considerando la dosis letal por via oral para el hombre, la 

Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los compuestos de acuerdo a su 

  

  

toxicidad: 

GRADO DE TOXICIDAD. 

GRADO DE TOXICIDAD DOSIS LETAL PROBABLE PARA 

HUMANO 

Practicamente no téxico 15 g/Kq. 

Ligeramente tdxico 5.0-15 g/Kg. 

Moderadamente Tdxico 0.5-5.0 g/Kg. 

Muy téxico 50-500 ma/Kg. 

Extremadamente tdéxico 5.0 -50 mo/Kg. 

Super tdxico 5.6 mg/Kg. 
  

El efecto critico no es la toxicidad intrinseca de una sustancia sino ei nesgo 

asociado con su uso. 

Riesgo: £s la probabilidad de que una sustancia produzca un dafio en 

condiciones especificas de uso. El riesgo se establece con diferentes grados de 

confianza de acuerdo a la importancia de la decisién involucrada (Repetto M., 

1981). 

Seguridad: Es la probabilidad de que no se produzca un dafio en el uso de 

una sustancia en condiciones especificas, dependiendo de las condiciones de uso. 

Una sustancia muy tdxica puede representar un riesgo menor que una 

sustancia practicamente no tdxica. 

La exposicién a una sustancia quimica dada es una medida de contacto 

entre la sustancia y la superficie exterior del organismo. La intensidad de una 

exposicién es funcién de la concentracién de la sustancia en contacto con la 

superficie exterior del organismo y la duracidn de! contacto (tiempo) (Loomis A., 

1996). 
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Caracteristicas de exposicién : 

Los efectos toxicos se producen en un sistema bioldgico cuando el agente 

guimico ha alcanzado al receptor apropiado en uma concentracién y tiempo 

suficiente como para producir un efecto nocivo. La intensidad de un efecto 

producido por el agente téxico depende de fa concentracién de ese agente en el 

sitio de accidn y en ciertos casos de la velocidad y el tiempo con que esa 

concentracién es alcanzada (Nociones Basicas de Toxicologia, 1985). 

En generai el efecto tdxico esta determinado por diferentes factores: 

¢ Propiedades fisicoquimicas de la sustancia: Considerandose entre estas la 

solubilidad, presidén de vapor, constante de ionizacidn, reactividad quimica, 

estabilidad, tamafio de particula y coeficiente de particién. 

¢ Factores relativos a la experimentacién: Entre estos factores pueden 

citarse a las vias de administracin y velocidad dosis-vehiculo. 

* Factores bioldgicos: Son aquellos relatives a la absorcién, distribucién, 

biotransformacién, reactividad de receptores, especie, edad, sexo, peso, 

diferencias genéticas, estado de salud, condiciones metabdlicas y estado de 

nhutricién. 

« Factores ambientales: Entre estos pueden considerarse a ja temperatura, 

humedad, hora dei dia, administracién simultanea de otros agentes quimicos y 

tension (estrés). 

+ Duracién de fa exposicién crénica: Es aquella que se produce por fa 

administracién de pequefias cantidades de un agente quimico durante periodos 

fargos, pudiendo aparecer efectos nocivos inmediatamente después de cada 

aplicacion. 
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Frecuencia de Exposicién: 

Un factor importante para caracterizar la exposicion es la frecuencia con que 

se administra un agente quimico. 

El fraccionamiento de las dosis reduce Ja intensidad de) efecto producido. Asi, una 

cantidad de un agente quimico que produce un efecto severo cuando es 

administrado en varias dosis este efecto se reduce o casi no se produce. Esto 

ocurre debido a que ef agente quimico es eliminado o biotransformado entre las 

dosis sucesivas 0 cuando el efecto producido por cada administracién o dosis es 

revertido antes de ia siguiente administracion. 

Es evidente que con dosis multiples el efecto producido esta influenciado 

por la frecuencia de la administracidn y la duracién de la exposicin. 

Cuando un agente quimico se acumula en un sistema bioldgico pueden 

presentarse efectos adversos. Si la velocidad de eliminacidn es menor que la 

velocidad de absorcién, el agente téxico se acumula hasta alcanzar un estado de 

equilibrio donde ambas velocidades se igualan. 

Para llevar a cabo un disefio experimental en un estudio toxicoldgico hay que 

considerar los siguientes aspectos: 

* Seleccidn de especies y duracidn de los estudios. 

* Seleccién de dosis: El objeto de las pruebas de toxicidad crénica es determinar 

las pautas de dosis-respuesta y los niveles sin efecto adverso cbservada, se 

deben emplear un minimo de tres niveles de dosis con un nivel superior con la 

cual se obtenga una toxicidad figera aunque compatible con fa funcién 

fisioldgica normal y un nivel minimo del que no hayan de esperarse signos de 

toxicidad. 

* Pruebas bioquimicas de la funcién organica: Durante las pruebas de toxicidad 

crénica debieran emprenderse estudios a fin de evaiuar la integridad funcional 

de los distintos sistemas organicos. 

28



Se conocen varias pruebas de funcién hepatica. La mayor parte se basan 

en Ja determinacién de los niveles séricos de enzimas hepaticas que pueden 

pasar al suero luego de una lesidn hepatica. 

Para jas pruebas sistematicas habituales de ia funcién organica en animales 

grandes se utilizan procedimientos clinicos que permitan medir fa concentracién de 

varias enzimas séricas y constituyentes inorgdnicos y de otra indole mediante 

métodos automatizados (Naciones Basicas de Toxicologia, 1985). 

2.5.1. PRUEBAS TOXICOLOGICAS. 

La extension con la que se estudia una sustancia quimica en el laboratorio 

de toxicologia depende en gran manera del uso a que se pretende destinar el 

compuesto en cuestién. Aquellos compuestos destinados a ser introducidos en 

seres humanos, como medicamentos 0 aditivos alimenticios, obviamente requieren 

un amplio ensayo toxicoldgico. En el caso de medicamentos, si el compuesto se va 

a emplear sdlo durante cortos periodos, es decir unas pocas dosis, la extensién del 

ensayo toxicoldgico es diferente a la de aquellos medicamentos que deben usarse 

durante largos periodos de tiempo (Loomis A., 1996). 

El objetivo primario de las pruebas toxicoldgicas es determinar los efectos de fas 

sustancias quimicas en sistemas bioldgicos. 

Esto puede suministrar informacién respecte del grado de peligrasidad para 

el hombre y ei medio vinculado con una exposicién potencial en relacién con un 

empleo especifico de esta sustancia quimica. El grado de confiabilidad con el cual 

puede estimarse el peligro depende de la calidad de jos datos toxicoldgicos 

(Nociones Basicas de Toxtcologia, 1985). 
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2.5.2. CLASIFICACION DE LAS PRUEBAS DE TOXICIDAD 

A lo largo de fos afios se han disefiado, modificado y mejorado algunos tipos 

de procedimientos de evaluacién de la toxicidad de manera que son generaimente 

aceptables para la mayoria de los toxicdlogos. (Loomis A., 1996). 

Se pueden ciasificar de la siguiente manera: 

Pruebas de Toxicidad Aguda. 

El procedimiento inicial consiste en investigar una serie de intervalos de 

dasis del compuesto en una unica especie de animales. Esto requiere seleccionar 

una via de administracion, preparar el compuesto de una forma adecuada para su 

administracién por la via seleccionada, y elegir una via apropiada (Loomis A., 

1996). 

Cuando no se dispone de datos respecto de fa toxicidad del agente de 

prueba, es indicado realizar estudios de toxicidad aguda con el fin de identificar ta 

toxicidad aguda e identificar la toxicidad relativa del compuesto, investigar su 

modalidad de accidn y su efecto tdxico especifico y determinar la existencia de 

diferencias entre especies. 

La prueba mas comun de toxicidad aguda involucra la determinacién de la 

dosis fetal media (DLso) del compuesto (Nociones Basicas de Toxicologia, 1985). 

Pruebas de Toxicidad Subcrénica. 

En general, involucran {a exposicion diaria o frecuente al compuesto durante 

un fapso de hasta tres meses aproximadamente (Nociones Basicas de Toxicologia 

1985). 
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Cuando la sustancia que se investiga es un medicamento, se evaitian 

especialmente los efectos farmacolégicos(Loomis A., 1996) . 

Estas pruebas se llevan a cabo por tres motivos (Hayes A. W., 1989): 

1. Descubrir efectos cuantitativos o cualitativos que pudieran haber pasado 

inadvertidos después de una prueba con dosis tinicas. 

2. Remedar los planes clinicos probables de dosis miitiples. 

3. Estimar Ja toxicidad de las primeras dosis del farmaco para administrar al 

hombre. 

Los estudios con dosis multiples buscan determinar si un compuesto actia 

como téxico acumulativo, es decir se fija fuertemente a los tejidos, o si los 

procesos metabdlicos y de eliminacién Jo expulsan del cuerpo en un tiempo 

adecuado. 

Alternativamente el compuesto y sus metabolitos pueden desaparecer, pero 

los efectos tisulares de cada dosis adicional pueden persistir, to que originaria un 

cambio de fa lesién, que pasaria de reversible a irreversible (Nociones Basicas de 

Toxicologia, 1985). 

Tradicionalmente se elige a la rata y al perro para esta prueba, debido a su 

disponibilidad y al gran caudal de informacidn basica. 

Cuando no se dispone de datos sobre el destino metabdlico de la sustancia 

quimica de prueba en el hombre se debe seleccionar corno especie de prueba 

aquella que muestra mayor sensibilidad en fos estudias agudos. 

Por regia genera! se debe incluir un grupo control al cual se le administra el 

vehiculo de dosificacién o un tratamiento simulado. Luego de! tratamiento se debe 
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evaluar fa integridad funcional de los distintos sistemas orgdnicos mediante 

pruebas bioquimicas de la funcién organica y examen postmorten. 

Pruebas de Toxicidad Cronica. 

Son aquellas en que la sustancia a evaluar se administra a lo largo de una 

parte sustancial de fa vida del animal de experimentacion. La naturaleza exacta y 

la duracidn de los ensayos crénicos se plantean en funcidn de fa naturaleza def uso 

intencional de ta sustancia quimica. En la actualidad no existe un método que se 

pueda aplicar universalmente a fin de establecer la duracién mas adecuada de los 

ensayos de toxicidad crénica. En el momento en que se toma en consideracidn una 

nueva sustancia quimica para estudios de toxicidad crénica, ya se ha obtenido 

informacion con respecto a ja naturaleza de su toxicidad (Loomis A., 1996). 

Por lo comun, las pruebas se realizan con el objeto de establecer “niveles 

sin efecto adverso observado”, que se puedan utilizar para formular las ingestas 

diarias aceptables (IDA) (Nociones Basicas de Toxicologia, 1985, Hayes A. W., 

1989). 

Durante las pruebas de toxicidad crénica deben emprenderse estudios a fin 

de evaluar la integridad funcional de los distintos sistemas organicos, ademas, 

todos fos animales deben ser sometidos a autopsia macroscdpica a fondo, ya que 

por fo comin las decisiones relativas a la inocuidad de un compuesto se basan en 

estas observaciones {Loomis A.,1996). 

Por cuanto las pruebas de toxicidad crénica son costosas y requieren 

servicios y personal especializado, se debe poner gran cuidado en el disefio, fa 

ejecucion y la interpretacion de los resultados de estos estudios (Nociones Basicas 

de Toxicologia, 1985). 

32



2.6.0. MARCADORES DE DANO HEPATICO 

Las pruebas de funcionamiento hepatico son utiles en la evaluacién y el manejo 

de los pacientes con disfuncién hepatica, ya que cumpien varios objetivos (Kaplan 

M. M., 1993). Ademas una vez establecida la disfuncién permiten reconocer ei tipo 

de dafio hepatico, las pruebas pueden establecer la severidad de la disfuncién y 

conocer ef prondéstico de la enfermedad y a su vez permiten la evaluacion de ia 

respuesta al tratamiento y la posible evolucién de la enfermedad. Estas pruebas se 

suelen agrupar en varias categorias generales como (Kaplan M. M., 1993): 

a) Marcadores que detectan transporte de aniones organicos. 

La bilirrubina es uno de los pigmentos biliares producto de fa ruptura del 

grupo hemo de varias metaloproteinas; de los 250-300 mg. de fa bilirrubina que se 

producen diariamente, entre e! 70 y 80% provienen de la destruccidn de los 

eritrocitos viejos que son eliminados, el reste de los eritracitos prematuramente 

destruidos en la médula ésea o del recambio de otras hemoproteinas como el 

citocromo P-450, cuyo principal origen es el higado. 

Los pasos iniciales que llevan a fa formacién de bilirrubina se efectian en las 

células reticuloendoteliaies dei bazo e higado; después de una oxidacién y una 

reduccion, esta se une de manera reversible y no covalente a la albimina y de 

esta forma es transportada al higado en donde es captada por el hepatocito y 

conjugada con una o dos moléculas de dcido glucurdnico. A esta bilirrubina se fe 

conoce como bilirrubina directa o conjugada y es transportada posteriormente ai 

canaliculo biliar y luego drenada al duodeno a través de! conducto biliar y al resto 

del intestino delgado. 

En el fleon distal y colén pierde al giucurdnico y se transforma en bilirrubina 

indirecta, por accién de las B-glucuronidasas bacterianas; posteriormente, también 

por accién bacteriana es reducida y eliminada como urabilindgeno o bien en su 

forma oxidada (urobilina). De esta manera se elimina en jas heces entre el 80 y el 
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90%. El restante 10 0 20% de fos urobilindgenos se absorben pasivamente a 

través del sistema porta y son reexcretados por el higado. 

b) Marcadores que detectan dajio al hepatocito. 

La elevacién en fa actividad de una enzima dada en ef suero, se considera 

que es el reflejo del incremento de su salida a partir de las células dafiadas. 

Las determinaciones se agrupan en dos categorias: 

1. Enzimas cuyo incremento en suero, refleja dafio generalizado de! hepatocito. 

2, Enzimas que al incrementarse en suero, reflejan colestasis. 

1. Enzimas que detectan necrosis hepatocelular: 

Se considera que ias aminotransferasas o transaminasas son indicadores 

sensibles del dafio hepatico (Debroe y col. 1975, Ellis G., 1978) y permiten el 

reconocimiento de enfermedades agudas hepatocelulares, como ia hepatitis. 

Las determinaciones de fas actividades enzimaticas mas frecuentemente 

empleadas son: alanino amino transferasa o transaminasa glutamico piruvica, y la 

aspartato amino transferasa ésta ultima llamada también transaminasa glutamico 

oxalacética. 

Estas enzimas catalizan ta transferencia de fos grupos a-amino de la alanina y 

aspartico al acido a-cetoglutérico, generandose los acidos pirivico y oxalacético, 

respectivamente. La AST se encuentra en higado, corazon, musculo esquelético y 

en menor concentracién en rifiones, cerebro, pancreas, pulmones, leucocitos y 

eritrocitos; en tanto fa ALT esta presente en grandes concentraciones en ef higado 

(Boyde T. R. C. y col., 1961; Rej, 1978). 

E} aumento de los valores séricos de ambas enzimas se relaciona con dafio 

© destruccién del tejido rico en aminotransferasas o bien a cambios en fa 

permeabilidad de ia membrana que permite su salida. Normalmente ambas 

transferasas se encuentran en Suero y sus valores sori menores a 30 o 40 UI/L.



2. Enzimas que detectan colestasis: 

Entre estas se cuentan a la fosfatasa alcalina y a la y-glutamil transpeptidasa. 

Fosfatasa Alcalina: Estas enzimas catalizan (a hidrdlisis de un gran ndmero de 

ésteres fosfato a pH alcalino, generando un radical organico y fésforo inorganico. 

Las fosfatasas alcalinas de diferentes tejidos son isoenzimas porque catalizan fa 

misma reaccién pero tienen diferentes propiedades fisicoquimicas. Las fosfatasas 

se encuentran en diversas partes de la economia, como osteoblastos, membrana 

canalicular de los hepatocitos, e! borde en cepilio de las células mucosas del 

intestine delgado, de los tubules proximales del rifién, la placenta y fos leucocitos 

(Kaplan M. M., 1972). 

Al parecer en tiuesos, se le relaciona con los procesos de calcificacién, y en otros 

sitios, con procesos de transporte, aunque su funcidn fisioldgica es desconocida 

(Crofton P. M., 1982). En suero es demostrabie la actividad de la fosfatasa 

alcalina; hay evidencia que en ef adulto normal proviene de tres diferentes 

fuentes: higado, hueso e intestino, las dos primeras son las mas importantes 

(Kaplan M. M., 1972). 

Su vida media es de siete dias y su eliminacién es independiente de la 

capacidad funcional del higado; se desconacen sus sitios de eliminacién. 

y-Glutamil Tranpeptidasa: Esta enzima cataliza la transferencia del grupo y- 

Glutamil de fos péptides y-Glutamil, tal como el glutatién a otros péptides y L- 

aminoacidos. 

La enzima esta presente en muchos tejidos incluidos los rifiones, el 

pancreas, el higado, el bazo, el corazdn, el cerebro y jas vesiculas seminales; se 

considera que participa en e} transporte de los aminoacidos, a través de las 

membranas como parte de! ciclo y-Glutamil (Meister A. y col., 1976). Algunos datos 

sugieren que la hidrdlisis del glutatidén es su papel fisioldgico, mas que la 

transpeptidacién (Shaw L. M. y col., 1979). 

La actividad sérica se encuentra elevada en enfermedades hepaticas, de 

vias billares y de pancreas, de ia misma manera como se ve alterada la fosfatasa 
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alcalina, leucina aminopeptidasa y 5’-nucleotidasa aunque algunos autores 

consideran mas sensible a la y-Glutamil transpeptidasa que a las otras (Lum G. y 

col., 1972). 

Peroxidacion lipidica: 

Ei oxigeno desempefia un papel muy importante en jas céiulas vivas, sin 

embargo también se ha demostrado que puede ser una de las causas de muerte 

celular. Durante el metabolismo celular del oxigeno en plantas y animales 

superiores, la mitocondria produce constantemente una pequefia cantidad de 

radicales libres. Los radicaies libres son moléculas o fragmentos de moléculas que 

contienen electrones sin aparear en sus orbitales mas externos, por lo que son 

muy reactivos. Suelen reaccionar con proteinas y lipidos alterando Jas funciones 

membranales, como en aigunas condiciones patoldgicas y provocar la muerte 

celular. 

Los organismos son casi siempre capaces de atrapar a estos radicales libres, 

ya que han desarrollado efectivos sistemas antioxidantes, pero si son producidos 

en exceso, estos sistemas no son tan efectivos. 

Los lfpidos poliinsaturados son parte estructural de las membranas, incluidas 

las membranas plasmaticas del reticulo endoplasmico y de la mitocondria, las 

alteraciones a sus propiedades estructurales tienen serias consecuencias sobre le 

funcién celular. Se ha considerado que el mayor impacto de los radicales libres es 

sobre {os lipidos, ya que causa peroxidacién en ellos, por lo que fos métodos para 

medir el dafio causado, generalmente se hacen midiendo sus productos de 

reaccién con los fipidos. 

Los radicaies libre tienen gran afinidad por fos enlaces covalentes ricos en 

electrones, tales como jos de los acidos grasos poliinsaturados, e! resultado es la 

generacién de un radical libre de ios acidos grasos poliinsaturados. Una vez 

formado el radical , éste tiene varias posibilidades (Muriel P., 1997): 

ee Pueden tomar una configuraci6n mas estable que puede dar lugar a una 

reaccién en cascada de peroxidacidn lipidica. 
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rs» Unirse a otro radical libre lipidico o bien a un antioxidante (atrapador de 
radicales libres) y formar un complejo no reactivo, y finalmente unirse a lipidos 

de fa membrana, provocando disminucion de la fluidez membranal. A causa de 

la reactividad de los radicales libres de los acidos Grasos poliinsaturados, el 
Proceso suele autopropagarse, por fo que el resultado final, es la ruptura de los 

componentes integrales celulares, lo que puede facilitar la unién adicional de 
otros radicales libres o bien de otros productos téxicos. 

¢) Marcadores que detectan la capacidad de biosintesis del higado: 

Glucdégeno: El glucégeno tiene un papel muy importante en el higado sobre el 

metabolismo de ta glucosa, ya que la circulacién de la vena porta le permite ser el 
primer drgano en recibir no sdlo fos nutrientes absorbidos, sino las hormonas 

reguladoras del intestino y pancreas. 

Una de las funciones metabdlicas del higado es regular los niveles de la 
glucemia. Los carbomdratos se almacenan como glucégeno en higado y musculo 
esquelético en una cantidad alrededor de los 345 g. De esta reserva entre 100 y 
110 g se halian en el higado, ef resto esté distribuido en los musculos. 

d) Marcadores que evalian el grado de fibrosis: 

La colagena es una glucoproteina que se encuentra en el parénquima hepatico, la 
Capsula de Glisson, el tejido conjuntivo grueso, las fibras reticulares del higado, el 
armaz6n conjuntivo del higado, los conductos biliares y las placas de hepatocitos. 
En los casos de dafio crénico hepatico hay un incremento en ja concentracién de 
colagena (Stanley L., 1975). 
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4.0.0. OBJETIVO: 

2 Evaluar ja toxicidad hepatica crdnica del compuesto 3,5 Dietoxicarbonil-4-{3,5- 

bis(1-Piperidinilmetil)-4-Hidroxifenil}2,6 Dimetil 1,4 Dihidropiridina, en rata. 

> Analizar histologicamente el efecto de este compuesto dihidropiridinico en 

higado, baza, rifidn, cerebro, corazén, pulmdn, estémago, intestine delgado e 

intestino grueso. 
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3.0.0, HIPOTESIS 

> En Ja medida en que se incrementa el tiempo de administracién del compuesto 

ANTI AVI en ratas Wistar, este puede inducir dafio funcional en el higado ya 

que el compuesto se metaboliza principalmente en dicho organo. E! dafio se 

puede demastrar mediante las pruebas de funcionalidad hepatica y cortes 

histoidgicos de drganos como bazo, rifién, cerebro, corazén, pulmén, 

estémago, intestine deigado e intestino grueso. 
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5.0.0. METODOLOGIA 

1. Se utilizaron 30 ratas Wister (macho) de 200-250 g de peso las cuales se 

separaron en 3 lotes, cada lote con 10 ratas marcadas y pesadas, y ja distribucién 

se hizo al azar. Fueron alimentadas con alimento especial para roedores y se les 

dio de beber aqua potable ad dbitum. 

> Lote #1 (Control): Sin farmaco (sélo se administré el vehiculo agua). 

*. Lote #2 (ANTI AVI): Se les administré una dosis terapéutica de 3.1 mg/Kg del 

farmaco suspendido en agua. La administracidn fue oral y diaria mediante una 

sonda gastrica, por un periodo de seis meses. 

2. Al terminarse los tratamientos los animales fueron anestesiados con éter etilico 

para ja toma de muestra de sangre por puncion cardiaca: 

s:Con la obtencién de plasma se realizaron las siguientes determinaciones 

enzimaticas: fosfatasa alcalina, transaminasa glutamico pirivica y gamma 

glutamil transpeptidasa. 

»: Se realizé la determinacién de bilirrubinas directa y total. Se obtuvo la bilirrubina 

indirecta mediante la diferencia entre ia BT y BD. 

2: Posteriormente se sacrificaron ios animales y se tomaron cortes de Jos 

siguientes érganos: higado, rifién, bazo, pulmén, corazén, cerebro, estémago, 

intestino deigado y grueso.



a<Los cortes se colocaron en una solucidn fijadora de formol, para realizar el 

estudio histolégico, mediante la tincién de hematoxilina y eosina. 

3<Con el tejido hepatico se cuantificaron los contenidos de glucégeno y colagena 

y se determiné el grado de lipoperoxidacién. 
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5.1.0. TECNICAS BIOQUIMICAS 

5.1.1. DETERMINACION DE PROTEINAS (Bradford M.M., 1976). 

Fundamento: 

Este procedimiento se basa en la observacién del azul brillante de 

Coomassie G-250, el cual existe en dos colores rojo y azul. 

La forma roya es convertida a la forma azul sobre la unidn del tinte a la 

proteina. E! complejo proteina-tinte tiene un alto coeficiente de extincién con una 

mayor sensibilidad en la medicién de la proteina. La unidn del tinte a la proteina es 

un proceso muy rapido (aproximadamente 2 minutos), y el complejo proteina-tinte 

remanente, dispersado en Ja solucién es estable por un tiempo relativamente 

largo. De esta manera el procedimiento se hace muy rapido y no se requiere de un 

tiempo critico para el ensayo. 

Composicién dei Reactivo de Bradford: 

© Acido fosférico al 85% 100 ml 

9 Alcohol Etilico al 96% 50 ml 

© Azul de Coomassie G-250 100 mg 

© Agua necesaria para completar a un litro. 

Procedimiento: 

1. Se toman 100 ul! del homogenado y se llevan a 1000 ui con agua tridestilada. 

2. Se toman alicuotas dei homogendo anterior y se lievan a 100 ni con agua (20 ul 

de la dilucién anterior + 80 u! de agua tridestilada). 

3. El blanco se prepara con 100 ul de agua. 

4. Se afiaden 2.4 mi del reactivo de Bradford. 

5. Se lee la absorbancia a 595 nm. 
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6. Se prepara una curva de calibracién utilizando albimina bovina sérica (ima/mi) 

con alicuotas de 10,20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 pl. 

5.1.2. METODO DE LA LIPOPEROXIDACION 

(Buege J. A. and Austin S.0., 1978). 

Fundamenta: 

La lipoperoxidacién comprende Ja formacién y propagacién de radicales 

lipidicos, el desprendimiento de oxigeno, un arreglo de los dobies enlaces en 

lipidos insaturados, y la eventual destruccién de {os lipides de la membrana, 

produciendo una gran variedad de productos de desecho, incluyendo, alcoholes, 

cetonas, aldehidos y éteres. 

Reactivos: 

¢ Tris Hcl 150 mM pH 7.4 

« Acido tncloroacético ( TCA) at 15% 

« Acido Tiobarbitirico (TBA) 0.375% p/v en TCA al 15% 

Procedimienta: 

1. Se pesan 0.5 g de higado. 

2. Se homogenizan en 5 ml de agua. 

. Se toman 300 ul del homogenado al 10% y se agregan 700 u! de Tris-HCI 150 

mM, 

. Se incuba a 37°C por 30 minutos. 

. Pasteriormente se agregan 2 mi de TBA a 0.375% disuelto en TCA al 15 %. 

. Se calienta a ebullicién por 45 minutos. 

uw
 

N
O
 

WwW 

. Se centrifuga a 3000 5.p.m. por 10 minutos y se lee el sobrenadante a 532 nm. 
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Calculos 

C= (A) / (EQ 

Donde: 

A=Absorbancia de la muestra. 

t= Longitud de la celda (1.0 cm para el Spectronic 20-D) 

E=Coeficiente de extincién de! malondialdehido (MDA):1.56 X 10°cm™M7? 

Se hace una dilucién 1:10 del homogenado y se toman 20 ul para 

determinar proteinas. Se expresa como nmoles de MDA / mq de proteina. 

5.1.3. GAMMA GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA. 

(Glosmann M and D.M. Neville, 1972) 

Fundamento: 

La GGT cataliza la transferencia de un grupo y-glutamilo a un aminodcido 0 

péptido (transpeptidacién externa) a otra moiécula de sustrato (transpeptidacion 

interna) o al agua (hidrdlisis). 

La reaccion es ja siguiente: 

y-glutamil-p-nitroanilina + glicil-glicina > y-glutamil-glicina + p-nitroanilina 

y-glutamil-p-nitroanilina + H20 ——~———®_ acido glutamico + p-nitroanilina 

Esta reaccion se lee a 410 nm. 

Procedimiento: 

De las dos mezclas de reaccién que describen los autores, se utilizd la 

actividad estimulada con glicil-glicina, con un volumen total de reaccion de 1 mi. 

En cada tubo se pone : 

400 pl de Tris-HCl 200mM, pH 8.2. 

100 ul de MgCl, 200 mM. 

100 pi de olicil-glicina 40 mM, pH 8.2 

200 pl gamma-glutamil-p-nitroanilida 10 mM



e Previa incubacién por 10 minutos a 37 °C, se inicia la reaccién agregando 200 

pl de homogenado o suero. 

* Se incuba a 37 °C por 30 minutos y se detiene la reaccién con 2 mi de acido 

acético 1.5 M. Se lee a 410 nm. 

5.1.4, TRANSAMINASA GLUTAMICO PIRUVICA. 

(Reitman S. and Frankel S. A., 1957) 

Fundamento: 

La transaminacién enziméatica consiste en la transferencia reversible de un 

alfa aminodcido a un alfa-cetodcido con la sintesis de un segundo aminoacido y un 

segundo alfa-cetoacido. 

La reaccién es la siguiente: 

a-cetogfutarato + alanina + Piruvato + glutamato 

Procedimiento: 

Se rotulan los tubos blanco y problema para cada muestra. 

  

  

    

    
  

  

  

1. SOLUCION DE 
SUSTRATO 0.250 0.250 

2. SUERO PROBLEMA | —. 0.050 
3. SE MEZCLA Y SE AGITA SUAVEMENTE, SE INCUBA A 37°C DURANTE 60 

MINUTOS, 
4. SE AGREGA EL 

REACTIVO CROMOGENO 0.250 0.250 
5. SE AGREGA EL SUERO | 

PROBLEMA 0.050 m 
6. SE INCUBA A 37°C DURANTE 15 MINUTOS | 

7. SE DETIENE LA 
REACCION CON NaOH 2.500 2.500 

O.4N           SE LEEN LOS TUBOS A 515 nm 
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PREPARACION DE REACTIVOS 

PARA REALIZAR LA CURVA ESTANDAR DE TGP. 

* Buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4 : Se mezcia 840 mi! de solucidn 0.1 M de 

fosfato disddico con 160 mi de solucién 0.1 M de fosfato monopotasico. 

* Solucién de sustrato : Se disuelven 1.78 g de D/L-alanina y 300 mg de acido 

alfacetoglutarico en solucién buffer, se afiaden 0.5 mil de hidréxido de sodio 1 N 

y se completa hasta 100 mi con solucién Buffer. Se conserva a 4 °C durante un 

mes. 

* Reactivo Cromdgeno : Se disuelven 200 mg de 2,4-dinitrofenilhidrazina en 

acido clorhidrico 1 N caliente y se completa hasta un litro con acido clorhidrico 1 

N, resuitando asf una concentracién de imM. 

* Solucién Estandar de Piruvato : Se disuelve 1 mg de piruvato sddico en 100 

mi de solucién buffer. 
  

CURVA DE CALIBRACION DE TGP 
  

TUBO # i 2 3 4 5 6 7 

          SOLUCION SUSTRATO (ul) 

  

SOLUCION ESTANDAR(u!) 

    

BUFFER FOSFATOS (ul) 
  

    REACTIVO CROMOGENO (ul)         NaOH 0.4 (mi) 

pp MOLES DE PIRUVATO  



5.1.5, FOSFATASA ALCALINA. 

(Berger L., 1963). 

Fundamento: 

La fosfatasa transfiere un grupo fosfato de un compuesto a otro formando 

un alcohol y un nuevo compuesto fosfato. Cuando el aceptor del fosfato es el 

agua, se forma un ortofosfato inorganico. La actividad éptima de estas enzimas se 

ejerce a un pH aproximadamente igual a 10.0. La fosfatasa aicalina requiere iones 

Mg’ y Zn** para su estabilidad y actividad maxima. El sustrato incoloro es 

convertido a pH alcalino en el ion p-nitrofenol de color amarillo. La reaccién se 

mide por el aumento de la absorbancia a 410 nm. 

Procedimiento: 

Se mezcian 0.25 mi de buffer de glicina 0.1 M/MgClz 1 mM, pH 10.5. 

Se agrega 0.25 de sustrato de p-nitrofenilfosfato. 

Se coloca en bafio Maria a 37°C por 5 minutos. 

Se afiaden 50 ul! de la muestra y se mezcla suavemente. 

Se incuba por 30 minutos a 37°C. 

Se detiene fa reaccidn con 5 ml de NaOH 0.02 N y se agita por inversidn. 

Se lee la absorbancia a una longitud de onda de 410 nm. N 
O
W
 

KR 
W
N
 

Nota: para ef blanco se realiza el mismo procedimiento pero colocando 50 ul de 

agua en lugar de la muestra. Se calibra con agua y se fee el blanco. 

Preparacién del sustrato: 100 mg de p-nitrofenilfosfato disddico en 25 mi de 

agua (es estable 4 semanas en congelacién). 

a



uMOLES DE 
TUBO# | mIDELASOL(2) | mIDELASOL(3) | SUSTRATO 

  

HIDROLIZADO 

i 0.5 5.0 0.025 
2 1.0 45 0.050 

3 2.0 3.5 0.100 
4 3.0 25 0,150 
5 4.0 15 0.200 
6 5.0 05 0.250 

LOS TUBOS SE LEEN A 410 nm. 

Soluciones: 

* p-nitrofenol, solucién estandar de 10 ymoles (1) 

# 0.5 ml de solucién (1) ilevado a 100 imi con NaOH 0.02 N (2) 

# NaOH 0.02 N (3) 

Nota: EI blanco se hace con 5.5 mi de la solucién (3) y se lee a 410 nm. 

5.1.6, DETERMINACION DEL CONTENIDO HEPATICO DE 

GLUCOGENO 

(Russel A. y col., 1955, Hassid W. Z. and Abraham S., 1972) 

Fundamento; 

Este procedimiento consiste en fa digestién de una muestra de higado que 

es hidrofizado con KOH 30% dando como resultado glucosa, que se cuantifica 

colorimétricamente con el reactivo de antrona. 

Procedimiento: 

1. Se pesan 0.5 g de higado en tubos de ensayo grande y se adicionan 1.5 ml de 

KOH af 30 %, se tapan con canicas y se hierven en bafio de agua durante 30 

minutos.



2. Después de enfriar se pasa cuatitativamente la solucién a un matraz volumeétrico 

de 25 mi, se afora con agua y se agita muy bien. 

3, Del matraz anterior se toman de 1 a 4 ml con pipeta volumétrica y se vuelve a 

dijuir con 25 mi de agua. 

4. De esta dilucién se pone un mi en tubos grandes. Se prepara ademas un tubo 

blanco que contenga i ml de agua y otros dos con 1 mi! de una solucién de 

glucosa estandar (20ug/ml). 

5. Se prepara una solucién de antrona al 0.2 % en H2SO4 concentrado. Se afiaden 

2 ml a cada tubo con ayuda de una bureta agitando suavemente y enfriando sobre 

hielo. 

6. Se tapan los tubos frios con canicas y se ponen en un bafio de agua hirviendo 

por 15 minutos. 

7. Se enfria de inmediato sobre agua con hielo. Se lee a 620 nm. 

Caiculos: 

ng de glucdgeno en fa alicuota= (20xAm) / (1.11As) 

Donde: 

Am= Absorbancia de la muestra. 

As = Absorbancia dei Estandar. 

1.11 = Factor de extincién molar 

Se expresan jos resultados como gramos de glucdgeno por 100 g de higado. 

5.1.7. DETERMINACION DEL CONTENIDO HEPATICO DE 

COLAGENA 

(Rojkind M. and Gonzalez E., 1974). 

Fundamento; 

Se determiné fa proteina colagénica que es !a hidroxiprolina, esta se forma por 

la hidroxilacién postsintesis de residuos de prolina que es la que forma la parte 

procolagénica. Se realiza una serie de extracciones con tolueno para obtener ej 
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pirro} que al ser mezclado con el reactivo de Erlich da como resultado una reaccidn 

coloreada que se lee a 560 nm. 

Procedimiento: 

1. Se pesa 0.1 g de higado previamente secado con papel filtro y se coloca en una 

ampolieta. 

2, Se agregan 2 ml de HCI 6N y se sellan con el mechero 6 soplete, para 

colocarios a 100 °C en el horno durante 24 horas. 

3. Una vez hidrolizada la muestra, se abre la ampolleta y se coloca ef contenido 

nuevamente al homo a temperatura de 60-80 °C aproximadamente 24 horas o 

hasta que se seque. 

4. La muestra ya seca se resuspende con 2 ml de solucion amortiguadora (sol. 1); 

se agita vigorosamente en el vortex y se vacia en un tubo de ensayo, sé java la 

ampolleta con la adici6n de 1 mi de la misma solucién. Se centrifuga a 3000 

r.p.m. durante 15 minutos. 

5. En un tubo conteniendo una pequefia porcidn de anorita se deposita el 

sobrenadante, se agita durante un minuto, se centrifuga a 3000 r.p.m. por 15 

minutos, y si se observa que el sobrenadante no queda claro se repite 

nuevamente este paso. 

6. Se toman 1 mi de este sobrenadante mas 1 mi de agua y 1 mil de cloramina T 

(Sol. 2), se deja reposar 20 minutos a temperatura ambiente. 

7. Transcurrides los 20 minutos, se adicionan 0.5 ml de tiosulfato de sodio 2M, 1 

ml de NaOH 1N y aproximadamente 2 g de NaCl. Se agita inmediatamente pare 

detener ia reaccion. 

8. Se agregan 6 mi de tolueno y se agita 1 minuto. La fase de tolueno es utilizable 

para la determinacion de prolina y la fase acuosa para la hidroxiprolina. 

Nota: Hasta este momento la determinacién de prolina e hidroxiprolina es 

comin. De acuerdo ai requerimiento se sigue la necesaria. La determinacién que 

nos interesa es la de Hidroxiprolina. 
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5.1.7.1 HIDROXIPROLINA. 

9. Se extrae la capa de tolueno y se desecha. La porcién acuosa se cubre y se 

coloca en un bafio hirviendo durante 20 minutos. 

10, Los tubos se enfrian 15 minutos (preferentemente en refrigerador). Ya frios se 

les adiciona 6 mi de tolueno y se agitan durante 1 minuto. 

11. De la fase de tolueno se toman alicuotas de 1 mi por duplicado y se les agrega 

4 ml del reactivo de Erlich. 

12. Se dejan reposar durante 30 minutos para que se Heve a cabo la reaccién 

coloreada y se lee a 560 nm. 

Reactivos : 

% Sol. 1: Soiucion amortiguadora (Relacién para un litro de buffer). 

Buffer acetato de socio - acido citrico, pH=6. 

50 g de acido citrico. 

120 g de acetato de sodio (3H20). 

34 g de hidrdxido de sodio. 

15 mi de dcido acético glacial. 

& buffer se mantiene en el refrigerador y es estable por meses. 

¥ Sol. 2 : Solucién de Cloramina T ( relacién para 10 ml). 

0.141 g de cloramina T se mezclan con 2 mi de agua destilada, 3 mi 

deetilenglicol y 5 mi de solucién amortiguacora. Esta soluci6n debe prepararse 

en el momento de ser usada. 

wv Sol. 3 : Reactivo de Erlich. 

A. Se toman 27.4 ml de H2S0, concentrado y se agregan lentamente 2 200 mi de 

alcohol absoluto en un vaso sobre hielo. 

B. Se pesan 120 g de p-dimetilaminobenzaldehido y se disuelven en 200 mi de 

alcohol absoluto. 

La mezcla acido-etanol (A) se agrega lentamente y con agitacién a la solucién (B) 

en hielo. 
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La solucién puede almacenarse en el refrigerador por varias semanas. 

Los cristales que precipitan por el enfriamiento se disuelven calentando fa solucién 

y agitandola. . 

CURVA ESTANDAR DE HIDROXIPROLINA. 

10 mg de hidroxiprolina (76.26 pmol) se flevan a un volumen de 76.26 mi, 

resultando una solucién que tiene una concentracién de 1 pmol/mi= 1 nmol/ul. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

TUBO SOLUCION Hed pl CONTENIDO DE 
# (1 umol/ml) HIDROXIPROLINA EN nmol 

uf + 

1 10 | _1990 10 

2 20 i 1980 20 

3 50 1950 50 

4 70 1930 70 

5 100 1900 100 
mi 

6 150 1850 150 

7 200 1800 200 

8 300 1700 300 

9 400 1600 400 

10 500 1500 500 

BLANCO — 20000 fee       
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4. Se colocan en un tubo con rosca y tapdn, se les adiciona 1 mi de Cloramina T 

(Sol. 2) y se deja reposar 20 minutos a temperatura ambiente. 

2. Pasados los 20 minutos se detiene la reaccién por ia adici6n de 500 ul de 

tiosulfato de sodio 2 M, con 1 m! de NaOH 1 N y con aproximadamente 2 g de 

NaCl. Se agita inmediatamente (de esto depende que se detenga la reaccidn), 

3. Se agregan 6 mi de tolueno a cada muestra y se agita durante 1 minuto. 

4. Se extrae la capa de tolueno, se desecha y el contenido acuoso se cubre con su 

respectivo tapén y se coloca en un bafio hirviendo durante 20 minutos. 

5. Se enfrian los tubos y nuevamente se les agrega 6 mi de tolueno y se agitan 

durante 1 minuto. 

6. Se torna por duplicado una alicuota de 1 mi de la fase de tolueno y se mezcla 

con 4 mi de reactive de Erlich y se agita vigorosamente. 

7. Los tubos se mantienen a temperatura ambiente durante 30 minutos para 

desarrollar color. Se lee en el espectrofot6metro a 560 nm. 

5.1.8. DETERMINACION DE BILIRRUBINA 

Gendrassik L., and Grof P., 1938, Schellong G. and Col., 1960). 

fundamento: 

La bilirrubina forma con el acido sulfanilico diazotado un colorante azoico, 

gue en solucién neutra es rojo y en solucién alcalina azul. El glucurdnide de 

bilirrubina hidrosoluble reacciona directamente, mientras que la_ bilirrubina 

indirecta libre, reacciona solamente en presencia de un acelerador. 

La bilirrubina total en suero o plasma se determina por copuiacidn con acido 

sulfanilico diazotado tras !a adicién de cafeina, benzoato de sodio y acetato de 

sodio. Con fa solucién I alcalina de Felhing, se forma azobilirrubina azul, cuyo 

contenido puede determinarse también en presencia de subproductos amarillos 
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(coloracién mixta verde), de manera selectiva por fotometria a 578 nm. La 

bilirrubina directa se mide sin adicién de alcali, como colorante azoico rojo a 546 

nm. La bilirrubina indirecta se obtiene de la diferencia entre la bilirrubina total y la 

bilirrubina directa. 

Material de muestra: 

Suero o plasma no hemolizado. 

La estabilidad de fa bilirrubina en suero, protegido de la luz, es de 8 horas a 

temperatura entre 15°C y 25°C y de 16 horas en refrigeracidn a temperatura entre 

2°C y BC. 

Reactivos: 

+ Acido sulfanilico (CsH2NO2S 29 mmol/ 1). 

@ Soiucion de Nitrito de Sodio (NaNO2 29 mmo}l/ }). 

+ Acelerador (Cafeina 130 mmol/ !, Benzoato de sodio 156 mmol / |, Acetato de 

Sodio 460 mmol / t). 

# Solucién de Felhing Il (Tartrato de sodio y potasio 930 mmol/ |, hidrdxido de 

sodio 1.9 mol/ 1. 

Bien cerrados y a temperatura ambiente, entre 15°C y 25°C, los reactivos se 

Conservan hasta la fecha de caducidad indicada en el envase. 

Procedimiento : 

5.1.8.1. Bilirrubina Total. 

Longitud de onda = 578 nm. 

Espesor de fa cubeta = I cm. 

Se prepara un blanco solamente para sueros turbios. 

Se pipetea en tubos de ensayo:



SULF: co 
NITRITO DE SODIO 
ACELERADOR 
SUERO 

SOLUCION II DE FEHLING 

  

** Si las extinciones exceden 1.0, deberd diluirse el suero a 1+5 (1:6) con solucién 

salina fisioldgica y multiplicarse por 6 el resultado obtenido. 

CALCULO: Concentracién de BT= E X 180 pmol. 

5.1.8.2, Bilirrubina Directa. 

La bilirrubina directa, principalmente los glucurénidos hidrosoiubles de 

bilirrubina reaccionan a Jos 5 minutos sin ta adicién de un acelerador. La bilirrubina 

libre bajo estas condiciones, reacciona mas lentamente. 

Longitud de onda = 546 nm. 

Espesor de la cubeta = 1 cm. 

CALCULO: Concentracién de BD=E X 240 

Se pipetea en tubos de ensayo: 

“ ReACTIVOS = 
ACIDO SULF, co 
NITRITO DE SODIO 
SOLUCION SALINA 
FISIOLOGICA 
SUERO 

 



6.0.0. RESULTADOS 

A continuacién se presenta el ndmero de ratas con las que se trabajé con 
Su respectivo peso: 

Tabla 1     
LOTE # 1 (CONTROL 

PESO (9 
219.0 
234.0 
202.0 
249.4 
225.0 
145.5 
186.0 
181.0 
220.0 
204.0 ad

 D
ed
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a
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LOTE # 2 (ANTI AVE 
PESO (9 

237.0 

231.0 

262.4 

263.0 

249.5 

227.0 

238.0 

210.0 
200.0 

281.0 BS 
pr
oj
 

| N
ya
 j

un
} 

a 
pu
ta
s 

fe
 

NOTA: EI marcado se realizé en la cola del animal. 
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FECHAS DE MORTALIDAD DURANTE LA EXPERIMENTACION 

Tabla 2 
LOTE #1 

LOTE #2 (ANTI A’ 

  

FECHA 
23/08/96 
13/01/97 
30/08/96 
03/09/96 

FECHA 
02/11/96 
13/01/97 
20/11/96 
01/12/96 
16/12/96 
03/10/97 

RATAS QUE SOBREVIVIERON EN LA EXPERIMENTACION. 

Tabla 3 

PESO CORPORAL 
527.31 
468.25 
508.31 
502.83 

“403.48 
472.97 

PESO CORPORAL 
504.83 
447.45 
541,00 
542.09 

  

PESO HIGADO 

14,15 

16.44 

18.90 

15.97 

10,45 

15.68 

'GADO 
16.60 
13.82 
16.31 
16.12 
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6.1.0. VALORACION BIOQUIMICA 
(MARCADORES HEPATICOS) 

PROTEINAS 
Tabla 4 

CANTIDAD DE 
PROTEINA / 9 DE HIGADO 

TTA 
7.8010 
7.8068 
7.8924 
7.9790 
7.7704 

7.87 
0.0909 
0.0371 

CANTIDAD DE 
PROTEINA 

8.0603 
8.0197 
7.926 
7.8364 

7.96 
0.1001 

0.05 
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LIPOPEROXIDACION 
Tabla 5 

GRADO DE LIPOPEROXIDACT 
nmol MDA PROTEINA 

0.2973 
0.2957 
0.2926 
0.3057 
0.2970 
0.3067 

0.299 
0.00571 
0.0023 

GRADG DE 
MDA PROTEINA 

0.5448 
9.5399 

0.5275 

0.5190 

0.533, 
0.0117 

0.0058 
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GAMMA GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA 
Tabla 6 

ACTIVIDAD DE GGT 
ftmin 

24.8169 

24.6967 

25.2776 

25.586 

24.9210 

25.5380 

25.4 

0.381 

0.155 

ACTIVIDAD DE GGT 
it min 

25.8265 

26.8362 

26.5798 

26.6759 

26.5 
0.448 
0.224 
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TRANSAMINASA GLUTAMICO PIRUVICA 
Tabla 7 

ACTIVIDAD DE TGP 
it min 

10.2022 
10.5989 

10.1455 

11,1374 

10.1172 

9.8905 

10.3 

0.45 

0.184 

ACTIVIDAD DE TGP 
Kmin 

11,1374 

11.1091 

10.6840 

10.4856 

10.9 

0.321 

0.161 
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FOSFATASA ALCALINA 
Tabla 8 

ACTIVIDAD DE FA 
it min 

69,60 

68.42 

71,26 

69.32 

67.61 

66.72 

68.30 

1.60 

0.654 

ACTIVIDAD DE FA 
ft min 

137.60 

431.39 

132.58 

130.82 

133.1 

3.09 

1.545 
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HIDROXIPROLINA HEPATICA 
Tabla 9 

HIDROXIPROLINA HEPATICA 
HIDROXIPROLINA /{ g HIGADO 

0.3335 
0.3220 

0.3293 
0.3259 

0.3363 
0.3267 

0.3290 
0,00524 
0.00214 

HIDROXIPROLINA HEPATICA 
HIDROXIPROLINA / g HIGADO 

0.3431 

0.3281 
0.3250 
0.3179 

0.329 

0.01061 

0.00531 
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GLUCOGENO HEPATICO 
Tabla 10 

  

j HEPATICO 
GLUCOGENO / 100 g HiGADO 

2.0270 
2.0760 
2.1058 
2.0664 
1.8892 
2.0289 

2.0300 
0.0851 
0.0381 

TCO 
GLUCOGENO / 100 g HiGADO 

1.7636 
1.8460 
1.7082 
1.7755 

1.7700 
0.0566 
0.0283



BILIRRUBINA TOTAL 
Tabia 11 
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BILIRRUBINA DIRECTA 
Tabla 12 

CONCENTRACION DE BD 
it 

9.4800 
0.3840 
0.5280 
0.4080 
0.4800 
0.3600 

0.4440 

0.0655 

0.0267 
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BILIRRUBINA INDIRECTA 
Tabla 13 

CONCENTRACI 
tt 

0.762 
0.786 
0.804 
0.978 
0.924 
1,242 

0.916 
0.181 
0.0738 

CONCENTRACI 
it 

2.150 
2.616 
2.214 
3.990 

2.743 
0.8570 
0.4284 

  

DE BI 

DE BI 
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6.1.2, VALORACION HISTOLOGICA 

La valoracion histoldgica se realizé a través de una tincién de Hematoxilina- 

Eosina, observando los corte histolégicos de los érganos en un microscopio 

compuesto. 

A continuacién se describiran algunas caracteristicas fundamentales de tejidos de 

animales control: 

Higado: En la figura 1A se observa la estructura de las células hepaticas es decir, 

de forma poliédrica, algunas mononucleadas o binucleadas con su niicleo central o 

excéntrico. 

Cerebro: Se pueden apreciar neuronas de forma estreliada y con un nucleo central, 

figura 2A. 

Pulmon: La figura 3A, presenta jos alvéolos pulmonares de forma escamosa y 

plana con una gran infiltracion de macréfagos. 

Corazon: Como se observa en ja figura 4A, encontramos a las células columnares 

alargadas conocidas como miocitos con un nucleo excéntrico. 

Intestino grueso: Observamos células de tipo columnar con un nucleo ovoide que 

se encuentra en el centro o en la superficie basal de la célula, figura 5A. 

Intestino Delgado: Presenta células columnares y caliciformes con un nuciéo 

central o basal, figura 6A. 

Estémago: Apreciamos células columnares con nicleo central o basal figura 7A. 

Bazo: En la figura 8A, se aprecia la puipa roja en la cual existe una mayor cantidad 

de eritrocitos. 

Rifién: En la figura 9A se observa la zona medular y nos muestra a las nefronas 

con sus asas y los tuibulos en sus porciones descendentes y ascendentes. 

Se realizé fa misma valoracién histoldgica en los animales tratados durante 

fos seis meses con ANTI AVI y no se encontré ningin cambio histoldgico 

aparentemente significativo en Jas formas celulares, ni en las caracteristicas 

nucleares entre los animales control y ios animales tratados. 
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oe   Figura 1B. Higado tratado con ANTI AVI, muestra la estructura normal de las células 

hepéticas (SCHA), con un aumento de 40x. 
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Figura 2A. Cerebro control, se aprecian las células neuronas, con aumento de 40x. 

  
Figura 26. Cerebro tratado con ANTI AVI, muestra la estructura normal de las células 

neuronas (SCHA}, con un aumento de 40X.



  

Figura 3A. Pulmén control, se obervan células alveolares de tipo ecamoso, con un 

aumento de 10x. 

  Figura 3B. Pulmén tratado con ANTI AVI, muestra la estructura normal de las células 

aiveolares (SCHA), con un aumento de 10X. 
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Figura 4A. Corazén control, muestra las células alargadas flamadas miocitos, con un 

aumento de 40X. 

  Figura 48. Corazon tratado con ANTI AVI, fos miocitos presentan una estructura normal 

(SCHA), con un aumento de 40x. 
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Figura 5A. Intestino grueso control, muestra células de tipo calumaar y niicleo ovoide, con 

unl aumento de 40X. 

  Figura 58. Intestino grueso tratado con ANTI AVI, muestra la estructura normal de las 

células intestinales (SCHA), con un aumento de 40K.



  

Figura GA. Intetino delgado control, se observan células columnares y caliciformes, con un 

aumento de 40X,    
Figura 6B. Intestino delgado tratado con ANTI AVI, las cdlulas columnares y calicifarmes 

presentan una estructura normal {SCHA), con yn aumento de 40K.



  

Figura 7A. Estémage control, se pueden apreciar las odlulas columnares, con un aumentiy 

de 10x. 

  
Figura 78. Etémago tratado con ANTI AVI, muestra fa estruchia normal de fas 

colurnnares (SCHA), con un aumento de 1OX.



  

Figura 8A. Bazo control, se pueden apreciar los eritrocitos caracteristicos de fa pulpa roja, 
con un aumento de 10X.     

Figura 8B. Bazo tratado con ANTI AVI, muestra una estructura normal (SCHA), con ut 
aumento de 10X.



  

Figura 9A. Rifién control, muestra la estructura caracteristica de las nefronas, con un 

aurnento de 10X. 

  
Figura 9B. Rifién tratado con ANTI AVI, muestra la estructura normal de las néfronas 

{SCHA), con un aumento de 40X. 
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7.0.0. DISCUSION DE RESULTADOS 

De las ratas problema con administracién de ANTI AVI murieron el 60 %, la 

probable causa pudo ser debida a una mala administracién del medicamento, 

porque al ser administrado el medicamento por via oral, con ayuda de una sonda 

de metal, es probable que se haya lastimado desde la cavidad oral hasta ef tracto 

respiratorio debido a que la administracién se realizaba diariamente y la muerte se 

presenté en los ultimos meses del tratamiento (tabla 2). 

De acuerdo a los resultados observados en ia valoracién bioquimica, se puede 

decir que: 

Los valores de proteinas que fueron determinados (figura # 5), tanto para 

las ratas control (7.87 mg de proteina / g de higado + 0.09), como para ANTI AVI 

(7.96 mg de proteina / g de higado + 0.1} no muestran estadisticamente 

ninguna diferencia lo cuat nos indica que esta sustancia parecen no intervenir en fa 

sintesis de proteinas que lleva a cabo el hepatocito. 

La lipoperoxidacién nos permite conocer el dafio que hay a nivel de membrana 

mediante la generacidn de radicales libres. Los valores de esta determinacién 

(figura # 6) para las ratas controles fueron (0.29 nmol de MDA / mg de proteina + 

0.0057) y para el lote de ANTIA VI (0.53 nmol de MDA / mg de proteina + 0.01), 

estos resultados nos indican que estadisticamente hay diferencia significativa y por 

fo tanto nos proporciona informacién sobre fa generacién de radicales fibres 

considerando que se esta provocando disminucién de la fluidez membrenal 

hepatocelular. A causa de la reactividad de los radicales libres de los acides grasos 

poliinsaturados, e! proceso suele autopropagarse, por io que el resultado final, es 

la ruptura de los componentes integrales celulares. Sin embargo observando las 

figura 5 de Jas células hépaticas en Ja valoracién histolégica encontramos que la 

integridad celular es normal, no hay diferencia con respecto al control, tal vez el 
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grado de lipoperoxidacién no sea lo suficientemente alto para mostrar alguna 

alteracién a nivel celular (hepatocito). 

La enzima GGT es un excelente marcador sensible de disfuncidn hepatica, en 

su determinacion (figura # 7) para el control se obtuvo un valor de (25.14 umoi / 

Lmin + 0.38) y para ANTI AVI (26.5 pmol / L min + 0.38). Se encontré que no 

existe diferencia significativa estadisticamente entre el grupo problema, respecto 

a los valores del grupo control. La actividad sérica de esta enzima se encuentra 

elevada en enfermedades de vias biliares, de la misma manera como se ve 

alterada la fosfatasa aicalina. 

La enzima TGP, se encuentra en el citoplasma de las célula por lo que una 

elevacion de !a actividad de esta enzima en plasma se debe a la ruptura de ia 

membrana plasmatica o a una alteracion de la permeabilidad de esta. En nuestro 

caso los resultados (figura # 8) del grupo contro! (10.34 umol/ L min + 0.45) y 

del grupo que fue tratado con el compuesto ANTI AVI (10.85 pmol / L min + 

0.32), no representan diferencias y con esto podemos decir que la permeabilidad 

de ja membrana no se encuentra alterada y obviamente tampoco sufrid ruptura 

alguna. 

La fosfatasa alcalina presentéd (figura # 9), para el grupo control el valor de 

(68.8 umol/L min =1.6) y para el grupo ANTI AVI(133.09 umol / L min + 3.01). 

Como se observa en estos resultados los valores de los grupos problema sufren un 

gran incremento con respecto a los valores del grupo control, hay diferencia 

significativa con respecto al control. Se observa elevacién de esta enzima en 

enfermedades hepatobiliares. 

Se conocen dos tipos de mecanismos para su incremento en suero: 

1) El dafio al higado que permite la regurgitacién de la enzima al suero 

2) En higado dafiado, particularmente en el caso de la obstruccién hepatica ta 

enzima no se puede excretar hacia Ja bilis. 
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Esto puede ser asociado con enfermedad obstructiva del higado como la 

colestasis (obstruccién del conducto biliar}. Existen varios factores que no son muy 

especificos para indicarnos el porqué de fa elevacién de esta enzima, después de 

haber realizado las determinaciones anteriores. A no ser que ciertamente se trate 

de una colestasis, que es una enfermedad que va acompafiada del incremento de 

esta enzima con un minimo dafio hepatocelular. 

En a cantidad de glucégeno hepatico (figura # 10) se obtuvieron los siguientes 

resultados, para el control (2.032 g de glucdgeno / 100 g de higado + 0.031) y 

para e| ANTI AVI (1.77 g de glucdgeno / 100 g de higado + 0.283}, estos valores 

no mostraron diferencia significativa. 

La hidroxiprolina hepatica (figura # 11) de origen estructural se cuantifica con 

fa finalidad de observar si aumenté su produccién, ya que en algunas 

enfermedades del higado como es la cirrosis hepatica, la sintesis de esta proteina 

se ve incrementada. Para el grupo control los valores son de (0.33 mg de 

hidroxiprolina / g de higado = 0.005) y para el problema ANTI AVI (0.31 mg de 

hidroxiprolina / g de higado + 0.005). No existe diferencia significativa en los 

resultadas. Por lo que este marcador nos indica que no existe fibrosis hepatica y el 

ANTI AVI no produce aumento de la hidroxiprolina. 

Se detectaron (figura # 12) niveles elevados de bilirrubina total. El grupo 

control presenta (1.356 pmol / L = 0.061) y el ANTI AVI (3.22 umol / L + 0.578), 

en estos valores hay diferencia significativa, por lo tanto las determinaciones de 

bilirrubina conjugada o directa y de bilirrubina no conjugada o indirecta juegan un 

papel muy importante para determinar el origen de Ja hiperbilibirrubinemia, ya que 

existe un gran numero de mecanismos por los que puede encontrerse aumentada. 
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La bilirrubina presente en suero corresponde ai balance entre la produccién y 

remocién del pigmento, por lo que la hiperbilirrubinemia puede ser el resultado de: 

4) Una sobreproduccién 

2) Alteraciones en su captacidn, conjugacién o excrecién 

3) Regurgitacién por dafio en los hepatocitos o conductos biliares 

Como se muestra en ia figura # 13, la bilirrubina directa no mostré diferencia 

significativa, siendo los resultados para el grupo ANTI AVI (0.49 pmol / L + 0.20), y 

para ef grupo control (0.44 pmol/L + 0.026). 

Lo que se observa en la tabla 14 entre la bilirrubina total y la bilirrubina directa 

para obtener fa Bilirrubina Indirecta nos da como resultado para ef control (0,91 

umol / L = 0.18) y para el ANTI AVI (2.74 umol / L + 0.43), estos resultados 

estadisucamente muestran diferencia, esto podria indicar que hay una 

sobreproduccién o alteracién de su captacién o conjugacion. 

En lo que se refiere a la valoracion histoldgica, se encontrd que el ANTI AVI no 

causa ningtin dafio a nivel celular ya que se puede observar en las figuras que ios 

érganos estudiados presentan una histologia normal. 

Con estas observaciones también podemos confirmar lo que se menciona 

antenormente sobre la mala administracién, ya que se observa que el pulmén 

presenté una gran infiltracién de macréfagos, jos cuales son células encargadas de 

eliminar a cualquier agente extrafio o invasor. Probablemente al realizar ja 

administracién dianamente pequefias cantidades de farmaco ANTI AVI penetraban 

al sistema respiratorio hasta Hlegar al pulmén. 
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8.0.0. CONCLUSIONES 

En la exploracién del higado, las determinaciones de la actividad enzimatica, 

de proteinas y otras sustancias sirven y son de gran utilidad para pronosticar el 

grado de toxicidad inducido por un farmaco del cual no se tiene conecimiento de 

su toxicidad y reacciones adversas que este agente puede causar. 

De acuerdo a las normas que rige ja OMS para determinar el grado de 

toxicidad de una sustancia no podemos clasificar en que nivel se encuentra el 

farmaco ANTI AVI, porque no conocemos su Diso . Sdlo encontramos elevacién en 

la enzima fofatasa alcalina, bilirrubinas y lipoperoxidacién al cabo de los 6 meses. 

Histolégicamente no muestra ninguna alteracién a nivel de otros érganos 

estudiados. El anélisis realizado en higado no muestra ningin dafio en el 

hepatocito. 

La locatizacién celular de fas enzimas estudiadas, permite dilucidar Ja 

naturaleza de la hepatopatia que es originada por el agente toxico, en este 

experimento podemos asociarlo con enfermedad obstructiva del higado como la 

colestasis (obstruccién de! conducto biliar), ya que en esta enfermedad es 

caracteristico la elevacién de la enzima fosfasa aicalina, aumento del grado de 

lipoperoxidacién y elevacién de los pigmentos biliares como ta bilirrubina con 

minimo dafio hepatocelular. 

Para saber si en realidad este compuesto es causante de esta enfermedad 

se tendria que hacer una investigacibn mas a fondo y con Jos principales 

marcadores enzimaticos asi como también histoldgicos que demuestren 

argumentos poderosos para tener la certeza que en realidad se trata de una 

colestasis, ya que las pruebas bioquimicas realizadas en esta investigacién, asi 

como fas histoldgicas no pueden darnos un diagndstico definitivo. 
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9.0.0. APENDICE 

9.0.1. PRUEBA t DE STUDENT 

Las resultados obtenidos en las determinaciones bioquimicas, fueron sometidos 

al siguiente tratamiento estadistico: 

0 Se calculé fa media, el SEM de fa media y la DS, para el grupo conirol y ef 

grupo problema (ANTIA VI}. 

0 Se compararon las medias de fos grupos (Control Vs Problema), mediante la 

prueba t de Student con un nivel de significancia p < 0.05. Suponiendo que los 

datos constituyen dos muestras aleatorias independientes cada una extraida de 

una poblacién normal. Esto se reatiz6 con la ayuda de un programa estadistico 

asistido por computadora Wamado JANDEL SCIENTIFIC , que cumple y se basa 

con los principios de la prueba t de Student: 

DONDE: 
(Xi = Xe) ~ (air Ha) 

= Animales de! grupo tratado con ANTIA VI t= — 
= Media del grupo tratado Se? Vane tne 
= Desviacion estandar del grupo tratado one (m1) 8:2 + (ng~ 1) $2 
Animales del grupo tratade Control S,)° = 3 

* Media del grupo Control Maen ~ 
« Desviacion estandar det grupo Contra! 

pe w= 
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