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RESUMEN:

La hipertensién arterial es uno de los factores de riesgo mas importantes
de accidentes cardiovasculares en México, ya que son la principal causa de
mortalidad en hombres y mujeres.

En el tratamiento de la hipertensién arterial, los antagonistas de calcio
como las 1.4-dihidropiridinas, son de los mas utilizados, porque disminuyen la
presion arterial de manera muy eficaz, producen pocos efectos adversos y suelen
ser bien tolerados.

Por esta razén en los (ltimos afios en |a Facultad de Estudios Superiores
Cuautitian se ha desarroliado una linea de investigacion orientada a la sintesis y
valoracion biologica de nuevos compuestos 1,4-dihidropiridinicos.

Dentro de las investigaciones preclinicas a nuevos farmacos se encuentran
los estudios genotdxicos, una de las pruebas de estudio para determinar el
potencial mutagénico de las 1,4-dihidropiridinas, es mediante la deteccién de
intercambios de cromatidas hermanas (IGH) que permite conocer la respuesta
celular ante agentes que lesionan al acido desoxirribonucleico.

El presente trabajo consistié en evaluar la frecuencia de ICH en cultivo de
linfocitos humanos a las concentraciones de 0.08, 0.4, 0.8y 1.2 ug/mL de DHP-4
y nifediping, tomando a esta dltima molécula de comparacion, debido a que es la
estructura base. Ademds se evaluaron el indice de replicacién y mitético.

Los resultados obtenidos de la frecuencia de ICH dependen de la
concentracion de las 1,4-dihidropiridinas. En cuanto a los paradmetros de
citotoxicidad tanto el indice de replicacién y mitético se modifican apartir de la
primera concentracién de estos compuestos.

Comparando los resultados de ambos compuestos se aprecié que DHP-4
provoca menor numero de ICH en relacion a la concentracién, perfilandose como
un buen compuesto para la hipertension arterial.

LJ
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I. INTRODUCCION

1.1 HIPERTENSION.

La presion arterial es un mecanismo en perfecto equilibrio para mantener la
irrigacion adecuada de los diversos o6rganos. Su regulacién y control dependen
fundamenialmente del débito cardiaco y de las resistencias periféricas { figura 1).
Los sistemas que intervienen en el mantenimiento de la presion arterial normal se
clasifican en fres tipos:

a) Sistemas a corto plazo, representados por el seno carofideo.

b) Sistemas a plazo medio, que consiste en la propiedad que tienen las arterias
de alargarse cuando la presion sube demasiado.

¢) Sistemas a largo plazo, representado por el mecanismo de regulacién de los
liquidos (Schmidt, 1893).

La hipertension es un estado en el cual la presion anterial esta elevada por
encima de un nivel especifico para la edad y el sexo, como una consecuencia de
algin trastorno de su sistema regulador (Smith, 1893), Ia presion arterial (PA)
diastélica mayor de 120 mm de Hg o presidén sistélica mayor de 180 mm de Hg
(Aldermn,1995).

Segln los expertos de la OMS, el término de hipertensidn arterial designa
un aumento en la presidn sanguinea de las arterias que corresponden a una
enfermedad de etiologia mdltiple y patogenia plurifactorial que se caracteriza
clinicamente por la elevacion de la presion arterial minima o diastélica por encima
de los 90 mm de Hg en personas de menos de 45 aios, medida en condiciones
basales, por la mafiana, en dectbito, en ayunas y después de un reposo de diez
minutos. No obstante, la cifra de la presién arterial no es constante durante toda
la vida del individuo, sino que sufre ciertas variaciones fisioldgicas registradas
{figura 2).
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Figura 1. REGULACION DE LA PRESION ARTERIAL.

La presién arterial ¢s regulada por fos barorreceplores, nervios de Henng y Cyon, centros
vasoiotores bulbar e hipotaldmco y las fibras simpéticas de todo el sistema vascular, Los baromreceplores,
por acciin sinérgica sobre ef corazén y las resistencias penféricas, pemmden el mantenimiento de presiones
{Schmidt, 1993).
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Figura 2. CIFRAS TENSIONALES NORMALES EN RELACION CON LA EDAD Y
SEXQ (schmidt, 1993},

El conocimiento de fa elevacién de las cifras de tensién en relacion con la
edad es fundamental para poder interpretar cuales de ellas tienen
verdaderamente significacion patolégica (Schmidt, 1983).

La presencia de hipertensién, sin embargg, comprende a una poblacién de
pacientes no homogénea y, en consecuencia, se han propuesto diversas
clasificaciones. Una de ellas se basa en el cuadro de la presion en el transcurso
del tiempo y se clasifica a los pacientes por tencr hipertensién 1ahil o sostenida.
Un segundo plan se basa en el nivel de la presién y forma subgrupcs: bordeline,
leve, moderada, severa. Una clasificacion muy importante ccn respecto al
prondstico y el tratamiento es la hipertension benigna y maligna. La hipertensién
maligna se caracteriza por necrosis fibrinoide de las paredes artenales y deterioro
rapidamente progresivo de la funcion renal, mental ¥ visual, llegando a ser fatal
(Smith, 1993).

Cuando la hipertension puede atribuirse a una causa determinada
empleamos el epiteto de hipertensién secundaria.  En contraposicién a  esta
definimos la hipertension primaria como el aumento de presiéon sanguinea sin

ninguna causa organica aparente (Schrmidt, 1993). De cada 10 hipertensos, ccho




o nueve (85%) entran en la categoria que llamamos esencial o de causa
desconocida, para distingirla del tipe secundario o de causa demostrable.

En la hipertensién esencial existen 3 grupos de factores que se
interacionan para terminar dando un nivel determinado de tensidn arterial:
> Un primer tipo son los factores genéticos (genotipo), es decir, la herencia, que
en la mayoria de los casos no s més que una predisposicién, no un riesgo que
inexorablemente deba manifestarse.
= En segundo lugar, esta carga genética determina probablemente una
reactividad excesiva, anormal, de fos complejos mecanismos o sistemas de
control de la tensién que ademas terminan siendo afectados por la hipertensién
sostenida.

»>Finalmente los factores ambientales o de conducta (Saldafia, 1993).

Tabla 1 Sintomas frecuentes de la hipertensién arterial (Schmidit, 1993).

o Palpitaciones y molestias torcicas.
o Fatiga respiratoria.

» Dolor de cabeza.

o Disininucién de atencidn.

o Nerviosismos e irritabilidad.

e Trastornos de suefio. "
e Vértigos e inestabilidad.
i o Falta de rendimiento.

e Zumbidos de oidos.

e Trastornos visuales.

» Alteraciones sexuales.

» Hemorragias nasales II

En México, 10 millones de personas padecen de hipertensién arterial,
siendo el factor de riesgo de mayor importancia para que se presenten toda una

serie de enfermedades crénicas y degenerativas, los principales sintomas se



presentan en ia tabla 1. La hipertension, como enfermedad crénica silenciosa,
avanza con los anos hasta que, en muchos de los casos, da manifestaciones
gue pueden ser fatales desde el inicio; mas tarde la enfermedad se aleja de las
posibilidades de tratamiento o intervencién para terminar con graves
consecuencias. La morbilidad y mortalidad en nuestro pais es creciente ya que
tan solo durante el aho de 1998, en el Sector Salud, los pacientes con
hipertensién ocuparon el primer lugar de fallecimientos, dentro de las
enfermedades cardiovasculares (INEG, 1899).

1.1.1 CLASIFICACION DE LOS FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS

La farmacologia de agentes antihipertensivos se basa en la influencia de
la presién arterial y los sitios efectores o mecanismos de acciéon (Tabla 2). Los
medicamentos disminuyen el gasto cardiaco al inhibir fa contractilidad miccardica
o reducir la presion de llenado ventricular, El decremento de esta dltima se logra
mediante efectos sobre ei tono vencso o sobre el volumen sanguineo por medio
de efectos renales. Los farmacos reducen la resistencia periférica al actuar sobre
el musculo liso para generar relajacion de los vasos de resistencia, o al interferir
con la actividad de los sistemas que producen constriccion de los vasos de
resistencia (Goodman, 1997).

Por lo que Ila eficacia terapéutica de un medicamento no puede
considerarse como prueba de una relacién entre el mecanismo farmacodinamico
y la etiologia de la hipertensién (Honey, 1988},

La administracién concurrente de farmacos de ¢lases distintas constituye
una estrategia de uso frecuente para lograr contro! eficaz de 1a presién arterial en
tanto se minimizan los efectos adversos relacionados con Ia dosis (Goodman,
1997).



Tabla 2. Clasificacién de los antihipertensivos de acuerdo a su sitio primario o

mecanismo de accién (Goodman, 1897).

er— - i — ——rn —

1. Diuréticos
Ttazidasy firmacos relacionados (hidroclotiazida, clortalidona ¥y otros)
Diuréticos de asa (furosemida, bumetanida, 4cido etacrinico)
Diuréticos zhorradores de K+ (amilorida, triamterenc)

2. Simpaticoliticos
Férmacos de accidn central (metildopa, clonidina)
Bloqueadores ganglionares (trimetafin)
Bloqueadores de netronas adrendrgicas
Antagonistas B-adrenérgicos (propanol, metroprolol)
Antagenistas e-adrenérgicos (prazosin, terazosin)
Antagonistas adrenérgicos mixtos (labetaiol)

(v

Vascdilatadores
Asteriales (hidralizina, minoxidil, diazéxido)
Arteriales venosos (nitroprusiato)

4. Bloqueadores de los canales de calcio
(verapamil, ditiazem,nifedipino, felodipina, nicardiping, irradipina, amlodipina)

5. Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(captopril, enalapril, lisinopril, quinapril, remipril, fosinopril)

6. Antagonistag de los receptores de angiotensina II
(losartan).

1.2 CANALES DE CALCIO

Los canales de calcio (Ca®) son estructuras que forman poros funcionales
en la membrana plasmatica. Los diferentes tipos de canales de Ca* se
caracterizan por sus mecanismos de abertura y cierre. Algunos canales de Ca®
son dependientes del voitaje y abren en respuesta a una despolarizacién de
membrana. Existen subclases de esta categoria de canales de Ca®* que difleren

en la sensibilidad de voltaje, propiedades cinéticas y sensibilidad farmacolégica
{(Hosey, 1988),




1.2.1. ESTRUCTURA MOLECULAR

Los canales de calcio (Ca®) forman complejos heteroligoméricos,
generalmente constan de subunidades ¢1, a2- 8,y ¥ § como lo indica la siguiente
figura (Snutch, 1997).

Figura 3. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LOS CANALES DE CALCIO (snutch,
1997)

l.a subunidad o1 forma un poro, que pertenece a una familia heterogénea,

existen 6 diferentes subunidades de o1 que pueden ser clonadas (a4, cia, dim,



aic. @tip, i) de upa longitud de 1610-2424 aminoacidos (Figura 4.) (Alexander,
1997).

La subunidad o1 tiene sitios para antagonistas de Ca*(figura 5), sitios
dependientes de la fosforilacién, y dominios largos hidrofébicos (Wray, 1989).
Cada subunidad a1 consta de 4 dominios homdlogos (I-IV) que contienen de 6 a
8 regiones transmembranales. La subunidad wy contiene el poro (881-882) y un
sensor de voltaje (S4) (Suntch, 1997), el cual contiene cargas positivas altamente

conservadas (Alexander, 1997) y es el blanco de agentes farmacoidgicos (Suntch,
1997).

. SENSIBILIDAD A LOS AGENTES FARMACOLOGICOS — |
w-conotoxina 1 4-dihidrepindinas cadmio  w-agatoxina canal de caicto

oA - - v v P/Q
als v - v - N

——I:alE - - 4 - original
ale - e v - L

_!:uln - v v - L

e —als . v - - L

Figura 4. ARBOL FILOGENETICO DE LA SUBUNIDAD a-1 (Snutch, 1997).

La subunidad B esta asociada con una alta afinidad a la subunidad «1, es
una region conservada en el citopiasma ligada entre los dominios | y Il (Suntch,

1997), tiene sitios para la glicosilacion (Wray, 1989). Las multiples isoformas de la

subunidad B que existen (B, ., B3, B4) son polipéptidos de 477-632, ademas

existen 3 formas alternativas de Br (B1a, B B1o). La subunidad p carece de

potencial (Alexander, 1997), juega un papel importante en la modulacién de la



activacién de canales de calcio por 1a proteina cinasa A, proteina C e interaccion
directa de la proteina G {Suntch, 1887). La subunidad § y «1 contribuyen al
cambio de voltaje dependiente de la activacion e inactivacion del canal

modificando la afinidad del ligando (Alexander, 1897).

QQ-E--L-G--Wl-E

B-subunit

COo
*NH;

Figura 5. TOPOLOGIA DE LA SUBUNIDAD o-1.

Topologia membranal de la subunidad a 1 y el sttio de interacidn con la subunmidad B en el canal de caleio
(Snutch, 1997}

La subunidad o2 esta ligada por puentes disulfuro a la membrana de Ia
subunidad 8, ademas poseen 2 y 1 dominio transmembranal respectivamente
{Alexander, 1997).



La subunidad y de 30 Kda interacciona independientemente con «y,
contiene un segmento transmembranal y consta de aproximadamente el 30% de

carbohidratos (Wray, 1989), contiene 22 aminoacidos y tiene 4 regiones
transmembranales (Alexander, 1997).

Caz+
| ey
g1 S
& oz

il

[

Figura 6. MODELO ESTRUCTURAL PARA EL CANAL DE CALCIO.

Modelo propuesto para Ia estructura del canal de caloio. Stios de fosforiacion (P) dependientes de AMPc, y
con miteracidn de fa membrana (Herbette, 1 9582)

Los canales de calcioc de Ca® son clasificados por sus propiedades
farmacoldgicas y electrofisioldgicas en tipo L N,P,Q y T. Los canales tipo T tienen
actividad transitoria en potenciales relativamente negativos (-70 a 40 mV). La

actividad de los canales LN, P y Q es a potenciales positivos y son dependientes
del voltaje (Suntch, 1997).



1.2.1.1 CANALES DE CALCIO TIPO L

Los analisis bioquimicos muestran que los canales de Ca® tipo L son
complejos heterologoméricos y constan de las subunidades «1,a2-3,8 y v (figura
6} (Suntch, 1997).

Los canales de Ca® tipo L de corazén difieren de los del muasculo
esquelético en sus propiedades electrofisiclégicas, farmacologicas e
inmunolégicas, estos canales de Ca®* pueden ser purificados usando derivados
de las 14-dihidropiridinas (Yoshida, 1990}, dado que el recepfor de las
dihidropiridinas esta asociado con los canales de Ca* tipo L (Murphy, 1989}, los
sitios de unién de Ca® estan vinculados en el segmento S2 del receptor de las
dihidropiridinas (Furuichi, 1988). A través de andlisis electroforéticos y
etiquetando componentes purificados por afinidad se revelaren la presencia de 3
glicoproteinas de masa molecular de 170 +/- 13, 110 +/- 25, y 60 +/- 17 kd, estas
glicoproteinas son los sitios receptores de los canales de Ca®" tipo L, en musculo

y células excitables (Dupuis, 1983).
1.2.2 FUNCION

La funcién de los canales de Ca*" es la regulacién del fiujo de Ca® dentro
de la célula (Gelfand, 1986). El Ca®” es un componente esencial de la
transducciébn de sefiales en los linfocitos cuando son estimulados con
fitohemaglutinina (PHA) (Dupuis, 1993). LA PHA se une a sitios receptores
especificos ligando proteinas involucradas en el procesamiento de activacién del
linfocito (Dupuis, 1281), para incrementar la concentracién de [Ca 2"] P Y la
secrecion de interleucina 2 (IL-2) (Gelfand, 1986), la cual es secretada
predominantemente por células T helper CD* (Gelfand, 1988).

El {Ca®") es el primer mensajero en la mitogénesis de los linfocitos T estimulados

por PHA (Tsien, 1982), induce una sefial que aumenta el movimiento de



fofatidilinositol-4,5-bifosfato con la produccion del D-myo-inositol-1,4,5-trifosfato
(InP3) (Dupuis, 1993).

El InP; es un segundo mensajero con regulacién intraceluiar de Ca®
(Berridge, 1989), a través de |a movilizacién interna de almacenes de Caz‘”(ﬁgura
No. 7). ademas puede actuar en combinacién con ei canal de Ca® en la
membrana plasmética de los linfocitos T (Kuno, 1887), dado que tiene un papel en
la liberacion de Ca® desde sitios intracelulares tales como el reticulo
endoplasmico, esto es probablemente a que la proteina Py tiene afinidad para
Ca®™ y esta proteina es el sitio receptor para el InP; (Furuichi, 1989). La
movilizacién de Ca* por InP, aparentemente es el principal mecanisimo (Challiss,
1998).

El Ca* estimula a la proteina cinasa C (PKC), para incrementar el [Ca®™),
que es esencial para la activacién de una segunda senal que es provista por
interleucina 1 (IL-1) {Dupuis, 1993} Las dos sefiales conducen a ia fosforilacién
para la sintesis de ADN (Berridge, 1985).

La proliferacion de las células T en respuesta a la PHA involucra la
produccion y respuesta a la Enfocina interleucina 2 (IL-2) (Gelfand, 1988), la cual
se adhiere a 2 rec¢eptores moleculares distintos, el receptor de la cadena o (IL-
2Re, 70-75p) y el receptor de la cadena B IL-2Rp, 55p) (Hatakeyama, 1989),
ademds a una tercera subunidad y necesaria para formacion de receptores de alta
& intermediaria afinidad (Takeshita, 1992).

El receptor de IL-2 (IL-2R) es presentado en 3 formas: alta, intermedia y
baja afinidad con respecto a la habilidad de unirse a IL-2 y su constante de
disociacion (ks's), las cuales son de 10"'M (a.p,y), 10°M By ¥y 10°M (o
(Hatakeyama, 1989). Este receptor es suprimido por farmacos bloqueadores de
los canales de Ca®, bloqueando el flujo normal requerido de Ca® para la
activacion de linfocitos y por lo tanto inhibe la proliferacion  del linfocito

(Birx,1984}. En un subjuego la PHA conduce a la expresién del receptor de IL-2R



en ausencia de Ca®* extracelular, obligando a la célula que exprese el receptor de

IL-2, entonces fa célula puede proliferar. La proliferacion de células T requiere de
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Figura 7. CALCIO INTRACELULAR

El calern o5 impertante en ia sefialzacién para la aclvacién de receptores La movilzacién del almacén de
calcio por InPa es el principal mecanismo, el agolamignto del almacén de caicio acliva a la membrana
plasmakca para flanar el aimacén, activando inPs, InP, nucleotidos cickicos, GTPases y factor de flujo de
calcro (Chailis, 1996)



la interaccién con el receptor de iL-2 o bien de la induccidn de la expresion de
IL-2R {Geifand, 1986).

1.3 CARACTERISTICAS DE LOS ANTAGONISTAS DE
CALCIO

Los agentes terapéuticos se introducen buscando una accion en base a
una actividad supuesta, y el tiempo revela otras actividades y un mecanismo de
accion diferente. Este es el caso de los antagonistas de calcio (AC), cuya
evolucion hemos tenido en los dltimes afios (Salva, 1987).

Los AC constituyen un grupo heterogéneo de agentes que tienen en comitin
la capacidad de inhibir el movimiento de los iones Ca® a través de las
membranas celulares (Cohn,1997).

Debido a que interfieren con los flujos de Ca*" disminuyendo la
disponibilidad de Ca®" citoplasmatico para los fenémenos de contraccién, tono o
excitabilidad celular, inhibiendo los mecanismos que hacen disponible el Ca®
(Figura 8). Dependiendo de su mecanismo de accidn e incluso de circunstancias
farmacodinamicas, los AC poseen cierta selectividad, lo que influye
evidentemente en sus indicaciones terapéuticas (Salva, 1987).

Los AC difieren ampliamente en sus efectos farmacolégicos especificos
sobre la contraccidon del miocardio y del mdsculo liso de los vasos sanguineos, la
formacién y conduccién del impulso cardiaco y la selectividad vascular. Por
consiguiente, los efectos clinicos de un AC dependen de su efecto scbre la
contractilidad y la conduccion, asi como de las respuestas fisioldgicas reflejas y el
estado del sistema cardiovascular del paciente.

Los AC disponibles en la actualidad representan a tres clases quimicas
distintas relacionadas con tres tipos de receptores en el canal del calcio:

@ Difenilalquilaminas, o farmacos parecidos al verapamil.
@ Benzotiacepinas, o farmacos parecidos al ditiacem.

® Dihidropiridinas, incluyendo al nifedipine, Ia nisoldipina, la nicardipina.



La farmacocinética y las propiedades de absorcién de cada uno de estos
agentes son también importantes, sobre todo en los farmacos de la clase de las
dihidropiridinas,. El inicio de su accién y la duracién de su efecto afectan de
manera considerable la respuesta general hacia el farmaco. Los farmacos de
accion mas prolongada, que son muy utilizados , poseen una farmacocinética
intrinseca retardada o han sido fabricados con una forma de dosificacion que
retarda su absorcion (Cohn, 1997).

Cinasa de cadena ligera inactiva

vh

Ca™ calmodulina en cinasa
de cadena hgera activa

P miosina + actina
(contraceién)

Miosina (relajactdn}
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Figura 8. REPRESENTACION DE LOS MOVIMIENTOS DE CALCIO EN LA
FIBRA LISA .

La entrada de calcio puede hacerse a través de canales operados por el potencial de accidn (potencial
dependiente canal PDC) u operados por receptores (ROC). En fa fibra isa el tono depende esencialmente de

la entrada de calco extenor y la eliminacion por mtercambio de sodio-caicio ¢ por la bomba de calmodutina.
{Salva 1987),



1.3.1 DIHIDROPIRIDINAS

Las dihidropiridinas actian sobre todo en las célufas musculares gue
dependen del flujc externo-interno de Ca?' y por ello poseen accién
vasodilatadora y actividad sobre Ia conduccién y contractibilidad cardiacas (Salva,
1987).

Con base en sus efectos sobre la contractilidad cardiaca, las
dihidropiridinas se dividen en tres subclases:

9 Los inotrépicos negativos come nifedipino , Yy en menor grado, la niseldipina,
disminuyen la fuerza de la contraccién y son vasodilatadores potentes.

® Es probable que la amlodipina y la feledipina no disminuyan la contractilidad.

® Los farmacos restantantes suelen ser neutros en cuanto a la frectencia
cardiaca y a la contractilidad {Cohn,1997).

En particular, el nifedipino es un vasodilatador periférico muy potente, pero
no produce efectos sobre la conduccion cardiaca. Sin embargo, la preparacion de
liberacion inmediata es capaz de evocar una respuesta de catecolaminas en los
pacientes hipertensos, produciendo cierta taquicardia refleja como resultado de
una vasodilatacion periférica potente. Este efecto tiende a contrarrestar el efecto
inotropico negative del farmaco a menos que ya exista insuficiencia cardiaca por
disfuncién sistélica con una fraccién baja. En esa situacion, puede ocurrir un
efecto inotropico negative manifestado por empeoramiento de la insuficiencia
cardiaca. Parece ser que el uso crénico de los farmacos de accion prolongada no
aumenta la actividad del sistema simpéatico {Cohn,1997).

Todas las dihidropiridinas son vasodilatadores perifericos importantes, pero
la nisoldipina, el nifedipino y la felodipina son los mas potentes.

También parece ser que las dihidropiridinas ejercen algunos efectos
antiplaquetarios tal vez debido a la inhibicién del transporte de Ca”" a través de la
membrana plaguetaria. Se ha demostrado que los AC, solos o combinados con &l

acido acetilsalicilico, inhiben el funcionamiento de las plaquetas, pero no se sabe
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cual es el significado de este efecto. Unos cuantos estudios clinicos muestran una
disminucidon moderada, pero significativa, en la agregacion plaquetaria y un
incremento en el tiempo de sangrado en algunos pacientes gque toman
antagonistas de Ca®" , mas no se considera que [a actividad antiplaquetaria sea
una caracteristica prominente de las dihidropiridinas. Es poco probable gue los
riesgos ¢ los beneficios sobrepasen a los del acido acetilsalicilico, el cual sigue
siendo el firmaco antiplaguetario de eleccién en los pacientes que padecen
cardiopatia isquémica (Cohn, 1997).

1.2.7.1 ANTECEDENTES

El mas importante sistema de anillos de seis miembros es la piridina, que
puede ser derivada teéricamente del benceno por reemplazamiento de un atomo
de carbono e hidrégeno por un nitrégeno. La pridina fué descubierta por Ardenson
en 1899 y la aislé en estado purc del aceite del polvo de los huesos. La piridina
es un compuesto aromatico muy parecido al benceno en su estructura, la
asimetria del anillo incrementa mucho al nimero de isémeros estructurales
posibles a comparcion del benceno. De los métodos mas convenientes conocidos
para la sintesis de piridinas subtituidas estan los sintéticos, entre los cuales se
halla ia sintesis de Hantszch, reaccidén que involucra la condensacion de un
aldehido apropiado con B-cetoéster en presencia de una fuente de amoniaco,
para inicialmente obtener una dihidropiridina, que posteriormente es oxidada a la
piridina substituida correspondiente (Paquelte, 1992).

A partir de la sintesis de Hantszch (figura 9) se obtuvo el compuesto 1,4-
fenilmetoxi-dihidropiridina (DPH-4) (figura 10}, el cual fue caracterizado por
métodos espectroscopicos como: Resonancia Magnética Nuclear Protonica,
Carbono 13, Espectroscopia de Masas y Ultravioleta. La modificacién de dicho
compuesto fue realizada en la posicion 4 de la molécula base. El estudio
conformacional se realizé auxiliado por el uso de la Supercomputadora CRAY

YMP 4/4 32 con los programas especializados en disefio maolecular como
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UNICHEM, ALCHEMY Y PROGRAMAS OXFORD MOLECULAR {Garcia, Galindo,
1594).
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Figura 9. SINTESIS DE HANTSZCH
Reaccion para 1z obtencién de las 1, 4-dhhidropindinas polisustituidas (Paguetie, 1992).
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Figura 10. ESTRUCTURA DE DHP-4

1.4-Fenilmetoxrdihidropiridina, obtenda en ef Laboratono de Quirmica Organica de Ia FESC-T por of grupo del
M en C. Ennque Angeles.
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1.4 TRATAMIENTO DE LA HIPERTENSION CON
ANTAGONISTAS DE CALCIO

Por ser la hipertensién arterial una enfermedad crénica, se deben
considerar dos hechos importantes en la eleccidon de un medicamento. En primer
ugar, elegir farmacos que se pueden utilizar en una sola toma diaria y, en
segundo lugar, que esa toma no eleve la dosis, pues aungue prolonga el efecto
del farmaco, puede conducir a periodos de hipoperfusién de drganos vitales al
momento del efecto maximo. Compatibilizar estos dos aspectos ha hecho que se
intfroduzca el concepto relacidn “trough to peak’, es decir la relacion entre el
efecto residual del farmaco al momento de ia siguiente toma y el efecto maximo
de éste (Stockins, 1995).

Eil concepto “rough to peak” ha cobrado tal importancia que el Comité de
Drogas Cardiovasculares y Renales de la FDA, ha recomendado que los farmacos
antihipertensivos deben tener una relacién “trough to peak” de por io menos 50 a
60%, lo que quiere decir, que al momento de recibir la siguiente dosis del
medicamento su efecto debe ser de por lo menos, 50% del efecto maximo
(Meredith, 1995).

La utilizacion de los AC en el tratamiento de la hipertensién aparece
posteriormente a su empleo como antianginosos y deriva de las observaciones
clinicas de su efecto favorable en pacientes hipertensos. Cuando se vid que los
AC eran mas eficaces como relajadores arteriolares que venosos, se sugirié su
posible utilidad como medicamentos antihipertensivos especificos, iniciandose
ensayos clinicos que en pocos afios han conducido a estos farmacos a ocupar un
lugar definido en el tratamiento habitual de la hipertensién (Salva, 1987).

Los antagonistas mas utilizados en el tratamiento de la hipertension
esencial son los siguientes: amlodipina, verapamil por via oral, ditiacem de
liberacién prologada, isradipina, nifedipino de liberacién prolongada, felodipina y
nisoldipina (tabla 3) {Cohn,1997).



|EABLA 3_ANTAGONISTAS DE CALCIO EN LA PRACTICA CLINICA. {Cohn, 1997) —“

Angina, cronica estable

Amlodipina, bepridil, diitiacem diltiacem LP, nicardipina, nifedipino, nifedipino LP,
verapamil, verapamit LP.

Angina inestable
Verapamil

Angina vascespastica
Amlodipina, nifedipino, nifedipino LP, verapamil

{Fibrilacion auricularfflutter auricuiar
Diltiacem V., verapamil, verapamil 1.V,

Hemorragia subaracnoidea por ruptura de un aneurisma congénito
Nimodipina

Hipertensién, esencial
Amlodipina, diltiacern LP, diltiacem LS, felodipina, isradipina, nicardipina,

nicardipina LS, nicardipina |.V., nifedipina LP, nisoldipina, verapamil LP, verapamil
LS.

Taquicardia supraventricular paroxistica
Diltiacem | V., verapamil LP.

Taquicardia supraventricular repetitiva (sélo profilaxis)
Verapamil.

No obstante, los AC disminuyen la presion arterial de manera muy eficaz,
producen pocos efectos colaterales o efectos metabdlicos adversos y suelen ser
bien tolerados, Estas caracteristicas los vuelven popuiares aun para los pacientes

que no padecen olras enfermedades ademas de fa hipertension. Segun el Quinto




Informe del Comité Nacional Conjunto sobre Deteccién, Evaluacién y Tratamiento
de la Hipertensién Arterial, los AC favorecen la eliminacién de sodio . Por tanto,
no es necesario combinarlos con un diurético como tratamiento de primera o de
segunda linea. Debido a que los AC producen pocos efectos metabdlicos, a
menudo constituyen una buena alternativa para los pacientes que padecen otras
enfermedades (Joint, 1993),

En la declaracién de 1994 el grupo de trabajo de! Programa Nacional de los
Estados Unidos de Norteamérica de Educacidn sobre Hipertension Arterial,
sefala a los AC entre las clases de agentes preferidos para los pacientes que
padecen hipertension y disbetes. Los AC, del mismo modo que fos inhibidores de
la ECA no afectan de manera adversa las concentraciones de lipidos ni empeoran
la tolerancia a la glucosa. Estos factores confribuyen a que los AC sean una
alternativa razonable en pacientes diabéticos e hipertensos o cuande el
tratamiento con un inhibidor de la ECA no surte efecto o no es tolerado (Conh,
1997).

Los AC han reducido la velocidad de declinacion del funcionamiento renal
en pacientes que padecen hipertension e insuficiencia renal crénica a través de
mecanismos que apareniemente son independientes de sus efectos sobre la
presion arterial (Brazy, 1990). También es posible que el tratamiento
antihiperiensivo con AC retarde el avance de las complicaciones renales en las
personas diabéticas (Fatourechi, 1996). A diferencia de los diuréticos y los p-
bloqueadores , los AC dilatan la arteriola eferente y mejoran la perfusion renal
(Cohn, 1997).

Los AC son bien tolerados, y pueden combinarse con p-bloqueadores,
inhibidores de la ECA y diuréticos, los cuales probablemente producen efectos
adicionales para mejorar al maxime el control de la presion arterial (figura 11). Los
individuos idéneos para ello son los pacientes que han recibido mal la

monoterapia a dosis apropiadas, pero las combinaciones de dosis bajas estan



ganado terreno como un tratamiento en primera linea potencialmente Gtil (Neaton,
1993).
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Figura 11. LAS PRESCRIPCIONES DE LOS ANTAGONISTAS DE CALCIO.

Aumentaron de manera considerable entre 1986 y 1896, y ahora constituyen la clase de f4macos que se
prescnbe més a menudo para el lratamento de ia hipertension (Cobn, 1997)

Los AC de accién prolongada y los sistemas de administracidén una vez al
dia son mds seguros y eficaces que ofras preparaciones. Puesto que estos
compuestos tienden a producir pocos efectos colaterales Y SU uso es mas
conveniente, los pacientes se apegan mejor al tratamiento. Un métedo novedoso
es [a elaboracion de farmacos cuye efecto maximo ocurre en las primeras horas
de la mafana, calculado para que coincida con los incrementos en la presion
arterial, la frecuencia cardiaca y el tono del sistema simpatico que ocurren en las
primeras horas de ta mafnana (Cohn, 1997).
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Se estan realizando varios estudios de gran tamafio sobre resultados
finales, y se espera que ésfos resuelvan algunocs de los aspectos mas amplios
que rodean al tratamiento antihipertensivo. El estudio de mayor tamafnio es el
llamado Estudio sobre Tratamientc Antihiperiensivo y Reductor def Colesterol
para Prevenir el Infarto Agudo al Miocardio (ALLHAT), el cual proporcionara la
informacion mas autorizada y 0til desde el punto de vista clinico de todos los
estudios en los que se estd investigando actualmente la seguridad y la eficacia a
largo plazo de los AC. El objetivo principal del ALLHAT es determinar si los
farmacos mas antiguos son capaces de reducir la incidencia y el avance de la
cardiopatia isquémica; se espera que los resultados estén listos en el afno 2002
(Davis, 1996}).

Las nuevas dihidropiridinas, que se estan elaborando muestran una
seleclividad vascular mayor y menos efectos de depresion cardiaca,
caracteristicas que pueden mejorar el perfil de efectos colaterales y aumentar su
aplicacién clinica. Las dihidropiridinas se utilizan ampfiamente en las personas
gue padecen la enfermedad de Raynaud por que son vasodilatadores periféricos
potentes. La informacién disponible indica que producen beneficios, por lo menos
en algunos pacientes. Se considera que las dihidropiridinas mas Utiles son el
nifedipino y la felodipina (Cohn, 1897).

Los tratamiento de la hipertensién arterial que tienen impacto sobre el dafo
del organo distal, incluyen el nivel de la presién y su duracidn, la carga de la
presion, la reduccidn de la circulacidn, el ciclo cicardiano y probablemente la
variabilidad de la presién durante las 24 horas. La variabitidad de la presién en 24
horas se determina por el dafio en o6rganos blanco y el nifedipino retrasa la
arterioesclerosis temprana en humanos y en modelos experimentales. El
nifedipine muestra un espectro de beneficios clinicos scbre y mas alld de su
efecto antihipertensivo, como son la excelente relacién “trough to peak”, los
perfiles farmacocinéticos y los hemodinamicos (Schwartz, 1995). Los datos de

eficiencia sobre la relacion “trough to peak” reducen significativamente la presién



sistolica y diastolica, cuyo valor para el nifedipino esta por encima de 0.72
(Mancia, 1995).
El nifedipino emerge como terapia de primera linea para el tratamiento de

la hipertension y la prevencion de dafio a érgano blanco (Schwartz, 1995).

1.5 GENOTOXICOLOGIA

La genotoxicologia es una subespecialidad de la toxicologia, identifica y
analiza la accién de los agentes con toxicidad dirigida hacia los componentes
hereditarios de los seres vivos (Kibey,1978). Los agentes que especificamente
producen alteraciones genéticas a niveles subtoxicos de exposicion son llamados
genotoxicos. Las substancias genotdxicas usualmente tienen propiedades
guimicas ¢ fisicas que facilitan su interaccién con los acidos nucleicos (Kilbey,
1978).

La genotoxicologia ha jugado un doble papel en los estudios de los efectos
de la salud. Una funcidn es la implementacién de pruebas y métodos de la
estimacion de riesgo para definir el impacto de los agentes genotéxicos que son
encontrados en el medio ambiente y cuya presencia puede alterar la integridad
del juego genético humano. La segunda funcién es el descubrimiento de las
relaciones entre la genotoxicidad y la iniciacion de neoplasias (Sasaki, 1982).

El rapido crecimiento de la industria farmacéutica, relativamente joven, ha
provocado investigaciones legales y revision periddica de las leyes de control
gubernamental de la introduccion, promocién y distribucién de los nuevos
farmacos. Dentro de las investigaciones se encuentran los estudios toxicaldgicos.
Estos estudios forman parte de lo que se llama desarrolio de un nuevo
medicamento para conocer fas propiedades del farmaco y Henar los requisitos que
existen en las legislaciones para que el farmaco reciba el permiso o autorizacién
para ser prescrito (Bondani, 1982).
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En el desarrollo de un farmaco, una vez que se ha sintetizado una nueva
molécula o aislado un nuevo principio activo, se requiere probar los efectos de
estas substancias, los estudios que se efectdan en animales o en preparaciones
“in vitro” antes de que el farmaco se apligue a un ser humano se llaman estudios

de farmacclogia preciinica (Bondani, 1982).

1.5.1 INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (ICH})

Uno de los procesos inducidos por la interaccion de agentes genotdxicos
con las moléculas de ADN es el de los intercambios de cromatidas hermanas
{ICH). Estos como su nombre le indica, son intercambios de segmentos simétricos
y equivalentes entre las crométidas de un mismo cromosoma (figura 12) {(Morales,
1988).

Esta técnica fue desarrollada por J. Herbert Taylor utilizando
autorradiografia detectando la diferenciacién de cromatidas hermanas (Latt, 1879)
y se ha perfeccionado logrando una valoracion mas objetiva del dafio
cromosémico (Salamanca, 1990), la cual nos ofrece un pancrama de la capacidad
genotoxica de diferentes sustancias (Latt, 1979).

Los sistemas de andlisis de los ICH para la deteccidn del dafo genético

se han utilizado tanto in vivo en diferentes tejidos de animales intactos como jn

vitro en cultivo celular (Morales, 1988). Las condiciones in_vitro pueden contribuir

inmensamente al desarrollo de la genética toxicolégica (Sobels, 1987)

La sustitucion de 5-BrdU dentro de las secuencias de DNA para la tincién
diferencial de las croméatidas permite identificar los ciclos de replicacidn de las
células en metafase y las variaciones que esta presente en distintas
circunstancias ambientales incluyendo la presencia de algunas sustancias
quimicas. Este hecho debe tomarse en consideracién al utilizar a los ICH como
indicador de mutagenicidad, ya que los cambios en la duracién del ciclo celular

puede alterar la frecuencia del ICH (Salamanca, 1980).
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Los inductores potentes son aquellos que inducen una frecuencia del ICH
cinco veces mayor el valor considerado como normat o basal del control, los
menos potentes inducirian solo el doble pero resultan significativos cuando se
comparan con los valores normales (Salamanca, 1990).

Figura 12. INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS.

Representacin de los intercambios entre cromatidas hermanas (ICH) sencifo, dobles y tnples en un
cromosoma del lipo de los que se presentan en fas céiulas de humano (Verma, 19585}

1.5.2 MECANISMO

El ICH en células somaticas puede mostrarse por diferenciacion de
manchas en cada cromatida de cromosomas mitoticos. Esto se logra por
incorporacién de un analogo de timidina, la 5-bromodeoxiuridina (BrdU), dentro
del DNA replicado para dos ciclos celulares sucesivos ¥ subsecuentemente
unidos a la fotodegradacion utilizando fluorocromos, Hoechst 33258 y Giemsa
(Verma, 1995).

Para obtener ICH, la incorporacitn asimétrica de BrdU en el DNA
cromosomal es esencial. La asimetria puede ser una cromatida bisustituida

incorporada de BrdU (ejemplo : células creciendo consecutivamente por dos



ciclos celulares en presencia de BrdU} o una cromatida conteniende un solo
filamento sustituido con Brdl) y la ofra conteniendo DNA no sustituido (por
ejemplo células creciendo en presencia de BrdU por un ciclo celular y
subsecuentemente ecreciendo para otro ciclo celular sin BrdU) {figura 13).

Se han sugerido dos mecanismos basicos para la tincion de ICH : ( 1) los
procedimientos usados para la tincién diferencial causan una mayor pérdida de
DNA de la cromatida bisustituida que su contra parte y la intensidad de tincion es
proporcional a la cantidad de DNA remanente en ia cromatide vy (2) la alteracion
en las proteinas cromosomales, por la incorporacion de BrdU dentro del DNA
cambia de alguna manera el enlace para que en la tincién con Giemsa los
cromosomas resulten con una tincién diferencial (Verma, 1995).

Los ICH se utilizan para determinar e! potencial mutagénico de nuevos
compuestos quimicos comparando la frecuencia de ICH inducidos por el agente,
ademas de gue es un parametro que provee importante informacién con relacion
a los efectos citogenéticos de mutagénesis. La diferenciacién de cromatidas
hermanas se utiliza efectivamente en estudios de cinética celular, por ejemplo,

determinando la duracion del ciclo celular (Verma, 1995).
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Figura 13, ILUSTRACION DIAGRAMATICA DEL  MECANISMO DE
INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS.

Las barras séidas indican Ia hebra original de DNA, mientras que las barras sombreadas con lineas indican Ia
mncorporacion de Brdlt en la hebra de DNA (Verma, 1985)
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I1.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1 HIPOTESIS

Si las 1,4-dihidropiridinas aumentan el namero de intercambios de
cromatidas hermanas entonces se habra puesto de manifiesto su potencial
genotdxico,

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO GENERAL

=Determinar la actividad genotoxica de las 1,4-dihidropiridinas (nifedipino
y DHP-4) a diferentes concentraciones, mediante la evaluacién del incremento de
intercambios de cromatidas hermanas (ICH) en linfocitos humanos y el estudio de

la cinética celular.

2.2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Cuantificar la frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas,
producidos por las 1,4-dihidropiridinas en cultive de linfocitos humanos a
diferentes concentraciones.

2. Valorar el efecto in vitro que las 1,4-dihidropiridinas, tienen sobre la
cinética de division de los linfocitos a diferentes concentraciones, utilizande como
parametros el indice mitético y la cinética de proliferacién celular.

3. Establecer las semejanzas o diferencias genotdxicas provocadas por ias
1,4-dihidropiridinas estudiadas.



I1I. METODO

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

> Se utilizaron 15 mL de sangre venosa asépticamente tomada con heparina y
se obtuvo de una donadora de 26 afios de edad, clinicamente sana que no fumé
ni tomé medicamentos 15 dias previos a la toma de muestra.

3.2 MATERIAL Y EQUIPO

Botellas para cultivo celular estériles desechables de 25 cm?®
Pipetas serolégicas estériles desechables de 10 mL
Pipetas serologicas estériles desechables de 5 mL
Puntas para micropipeta desechables

Frascos viales ambar estériles de 10 mL

Filtros millipore

Membranas Millipore de poro de 0.22.

Jeringa estéri! de 20 mL.

Portachjetos,

Vasos coppling.

Microscopio éptica.

Campana de flujo laminar.

Camara de luz negra.

Tubos de centrifuga de punta V.

Centrifuga clinica.

Agitador vértex.

Estufa a 37°C.



3.3 REACTIVOS

NIFEBIPINO 0.0798 M.

DIHIDRIPIRIDINA (DHP- 4) 0.0798M.

Acido acético,

Fitohema