UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

EVALUACION TOXICOLOGICA DEL ACIDO
2.AMINO-5-YODOACETAMIDO PENTANOICO
{AYAP)

T E 3 I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO [8]33
QUIMICA  FARMACEUTICA  BIOLOGA
P R E S E N T A :

MARIA DEL PILAR PASTOR ALVAREZ

DIRECTORES DE TESIS-
DR EN C. RICARDO YAREZ AViLA
Q.F.B. MARICELA NOE MARTINEZ

CUAUTITLAN 1ZCALLY, EDO. DE MEX. 199t



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



2.
3.

S.
6.

INDTICE

INTRODUCCION uuveiavissansinasosnsnonnesnonell
OBIETIVO «eennnneereennesssnnsnnnssnsonsenes 1
ANTECEDENTES .+« vvovnvusnnsnsnnensnanssonensns ]
PARTE EXPERIMENTAL «-vevuvoessnrsenscissssass 10
MATERTAL BIOLOGICO «vvevvncronsrensceanaseass 13

DETERMINACION DE LA DL, EN RATON VIA

50
INTRAPERITONEAL..... cesrectrvan ceesesecascanes 14
DETERMINACION DE LA DLSOEN RATA WISTAR

VIA INTRAPERITONEAL E INTRAMUSCULAR........-."15,:
DETERMINACION DE LA TOXICIDAD SUBAGUDA EN i

RATA WISTAR VIA INTRAMUSCULAR....ecsseassamaa16:0

DETERMINACIONES CLINICAS .............m......j17—'.-

RESULTADOS . c s vusuvesvooncrasannesannssasinn

GRAPICAS s.ciscrvvnrsvronscscnscsscses

CONCLUSIONES +oueuunveennenonsnnsesssarcsses 40

42

BIBLIOGRAFIA. .« cvrrenasaasssvansas



EVALUACION TOXICCLOGICA DEL ACIDO 2-AMINO-5-YODOACETAMIDO PENTANOICO.
INTRODUCCION.

Estudios lievados a cako scbre el papel de la ornitina descarbo-
xilasa {ODC), en la bicsintesis de poliaminas (putresina, espermina ¥y
espermidinal y de éstas sobre la biosintesis de BNA, en el crecimien-
tc y proliferacidén celular ha sido el motivo para realizar investiga-
ciones relacionadas con la sintesis de posibles inhibidores de esta
envima (ODC!. El dcide 2-amino -5-yodocacetamido pentancico (AYAP) -~
fre sinzerirado como un pesible inhibidor selectivo & irreversible -
de la enzima ODC. Comprobando su actividad inhibitoria en el desarrg
llc embrionario en rata por administracidn intrauterina (Méndez,J. =~

1964) (25), e in vitro en higado de rata {(Wong,1984).

OBJETIVO.

En base a lo anterior, el objetivo de este trabajo es estudiar
la coxiéidad del AYAP para determinar la dosis letal media y las al-
teraciones de la toxicidad subaguda, y determinar las dosis gque decbe
ran utilizarse con fines terapéuticos y conocer las manifestaciones

toxicas generales del firmaco.

ANTECEDENTES.

Las poliaminas se encuentraﬂ di;ﬁrib;idas en éﬁios:loé seres vi-
vos, encontridndose en animales, bacierias, levadﬁras Yy vegetales en
cantidades variables. Su historia se iniqia en 1578, con. el descubri-
miento realirado por-Antoni Van-Lewenhock izlﬁ'eﬁ'mﬁés:iés deTSeheﬁf
quien observg después de varios dias de reposo la aparicidn de diminuy

tos cristales, gua denomingd

stales de espermina®, per su proceden-
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cia . EBstos combuestcs’pc:manecieron olvidados por muchos ahos, pero

el  ipterés por estudiar las funciones de las poliaminas renacid cuan
do Rozaaski y Gurevich (1949)(2), en Israel, informaron que el semen

'humana era capaz de inhibir e} crecimiento de varias bacterias vy de-

mostraron que el principio activo era la espermina.i{2}.

La putrescina (1,4-diamincbutano), cadaverina (}!,3-diaminopen -
tano), espermidina (N-{3-aminopropil}~1,d-Qiaminobutano) y espermina
{N~N'=bis{l-aminopropill-1,d~-diamincbutanc), son compuestos designa-
dos genéricamente con £l nombre de poliaminas, fig. (i), y se han a-
sociado a funciones relacionadas con la diferenciacidn y crecimiento

celular, {2},

Fig. (1) ESTRUCTURA DE LAS PRINCIPALES POLIAMINAS,

hﬂstHzquszﬁz—CHz-hHB

PUTRESCINA . - -
ﬁns-caé-CHZ-CE§—éﬂz-Cﬂ2u§H3
CADAVERINA

£ Y ‘ D4 i
§g3~(;32)4—xnz-cgz-cs2-caz—uua

- ESPERMIDINA
tca, ) FHn -
Ruty fcay) 4Ry~ (cHy) -, (e, ) -Hy

CESPERMINALLL iis




_3-
Las poliaminas constituyen un grupe de¢ compuestos orgidnicos que

3@ carasrerizan por tener varios itomos de nitrdgenc en forma Je gri
po amino, unido a dtomes de carbono, con un par de electrones no Cog

orrindose por lo tanto, como basa de Le

partido en el nitrdgeno, co
wis (donadora de pares de electrones), de aqui gue a pH fisioldgice
las poliaminas se comperten como policationes, lo cual constituye u-
na propiedad muy importante que ayuda a explicar su funcion bicldgi-
ca. t23

El conccirmiento de las vias biosintdticas de las poliaminas se
ha centrade en la biosintesis Jde putrescina, espermidina y espermi-

na. Los pasos bics:ntéticos se muestran en la fig. (2}, se observa

que los aminodc:des Leoraitina, Le-arginina y L-metionirna son precugr

ores en la b:

i a
La formacidn de puerescias se efectia grincipalmente por des-

carbexilacidn de . la ornitina, per la crnitina descarboxilasa irzac

lasa zambién depende fe fosfato de piridexal. A contincacidn la ag
mitina se nidreiisa gor la 2gmatina-urech:drclass para dar puotres-

escarboxilasa

son inhibidas y reprimidas por la putrescina y espermidina.

La putrescina estd presante en tcodas ias células y tcdas son
capaces Je convertirla en espermidina, y alguna on espermina. Es-

ta sintesis reguiere putrescina y S-adenosilmetionina descarboxila

sa; la espermina 3¢ fcrm2 por la accidn secuencial de la metionina

adenosi)l transfer sa -adenosilmetionina respectivazente {reac-

"

.

ciones 4 y '5). Fipalmente, la sintesis de espercidina ¥ espermina

2e logra per una reaccidn en 1a gue se transiiere un grupc propil-



Fig. (2) Biosintesis de poliaminas: putrescina, espermidina, y espermina.
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aminice de la S-adencsilmetionina descarbaxilasa al grupe amino de

la putrescina o al grupo amino de la espermidina {reacciones 6 y 7)
por una aminopropil transferasa de la gque no se conocen cofactores,

Las caracteristicas fisicoquimicas de las poliaminas al pH fi
sinldégico como policationes explica el que puedan interactuar con
diferentes macromoléculas como fosfolipideos, proteinas y dcidos nu=-
cléicos, que poseen grupos con carga nedativa y ésto altera sus -
propiedades biolégicas. Se planted la hipdtesis de que la activi-
dad bioldgica de las poliaminas se debe a su estructura polica-
tidnica lc que explica su gran afinidad por los dcidos nucléicos,
al neutralizar las cargas negativaz do loe imnes fosfatos (Tabor .y
‘Tabor, 1960) Fig. 4. Ademds de interactuar poreanlaces_electnosté-:
cos, las poliaminas se unen por puentes de hidrogeno {Dubin y Ames_
;éeo). De este modo la sintesis y actividad de estas moléculas pue-
de in{luir.en la proliferacidn y crecimiento celular (williams,.-
1981), %)

Fig. {4)}Ejemplos de interacciocnes de las poliaminas con el DHA,
Se muestran sélo las interacciones de la espermina, las
de espermidina serian similares vy putrescina sdlo intew
ractia segin el modelo (b).

—J.fJa 't GL“)
P dhy (a)

i TR TR ) [ |
(b}



ta craitina descarpoxilasa regula la ccncentracifn de da-’
liaminas v, & su ver, sz afects ror varios moduladores positi-

vos v negativos {(Canellakis, 1381, como los adenesin moncfosfa-

tes ciclices (AMPc). acetileswermina, inducen la actividad de la
ODC, mientras gue la antiensina (ourificada a partir de higado
de rata v E.coli) disminuye la actividad de la descarboxilasa
de ornitina (Bireckbichler, 1977). Por lo anterior se considera

gque el centrol de la de OBC, puede ser importante en

el estudio de las enfern neoplésicas, {2)

Se ha dexostrado que tantd en animales como en hombre 2l
paso limitante en la sintesis de poliaminas es la descarboxila-
cidn de la L-ornitina por accifn de la ornitina descarbexilasa
{ODC). Siendo la biosinzesis de ooliaminas un events cbligade
previo a la groliferacidn celular, va sea, en cultivo de c&lu-
las, tejidos en regeneracidn, teiiins embrionariecs, células tu-

merales, etc. {Ine
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sugiesre gue la inhibicién
de esta enzima, pvede disminuizr la velocidad de proliferacifn
celular {(Pagy vy <¢03.1381), va gue existe una correlacién direc-
ta en la preliferazifn selular vy los niveles de L-ornitina des-
carboxilasa {(Williams y col. 1972). (28)

Con este obietivo se han sintetizads una serie de compues-

t0s inhibidores de la crnitina descarboxilasa, entre los gue

nidor concetitivo (Mamont,
v la DLeaifz 3iflvovremstilormitina, inXibidsr tiva Tsule

188¢ y wWilliams-




ne

Ble de
ornitina, y la consecuente Jdistinucifn intracelular de oolia-
minas, suprime lz irduccidn 3e carcinomas exverimentalss de
colan, pancredtice, mamarios y renal (Malt, 1985}, Asi misms,
se ha comprobads gue este cSomcuesto es tSxico para células en
cultivo de melancma BLE (Sunkara, 1383} y 3de céncer de celen v
pulmonar (Abelsfs, 1986), Tambifn se ha observado efecto anti-
neoplfsico favorable con la terapdutica combinada de nitrosoc-
urea e irhibidoras de la biosintesis de poliaminas: DL-alfa-
difluoraometilornitina y metilglicxal-bis—quanilhidrazona
(Fujincto, 1986). (14}

Siguiende 1z teorfa de los antimetaholitos neosldsices
de Baker (Baker, 13967), en el Debartaxmentc de Biocufmica y

Bioffsica de la Escuela Supericr de Medicina, del Instituzo

.
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o
"
=
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3

Politéenico Nacjornal, se han disefado v s

de compuesiss gue consarvan las caracterfsticas

seer los inhibidores selactivns e irrevarsiblas
Una parte de la molécula zimilar estructuralmente al sustratd
natural y, por lo tanto, caovaz de ocupar el sitis activo, v,

un Jrupc alguilante capaz de unisse covalen
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S-vodoacetanide ventanoico, £ig. i3}, gue reune las caractezfs-
ticas estructurales para eactuar camo inhibideor selective irre-~

versible de l2 L-ornitina descarbexilasa, fig. (6}
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Fig.{s) Acide Z-amino-3-yodoacetam:do pentancico {AYAPR:.
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PARTE 'EXPERIMENTAL

TOXICIDAD AGUDA.

La érueba de toxicidad aguda tiene por cbieto descubrir los
efectos toxicos ocasionados por una sola administracidn del AYAP,
Se observd el efecro del fdrmaco en la conducta y locomocidn del
animal y la aparicidn de algunos sintomas. Empleandose como in-
dice la éosis letal media {LDSQ) gue indica la dosis del compues
to gue produce la muerte en el 50% de los animales de experimen-
tacidn.

Estas estudios se efectuaron cominmente en ratones y ratas, u-

sando diferentes vias de administracién (intramuscular e intra-

peritoneal), Después de administrar el AYAPR, se observareon cui-

dadosamente les animales duraste vari2sg heras, registrando to-

dos los sintomas que se presentaron y colocdndhse en una eseala

arbitraria preestablecida. Las .observacionas fueron cuidadosas

y siempre en las mismas condiciones. Se registraron el nimero

de rmuertes y el tiempo en gque ocurriercn. Se realizd necropsia a
los anirales que murieron con descripceidn macroscdpica deta-

llada de les drganes,

ancdo peso de: higade, rindr y co-
razdn. Los animales scbrevivientes fuercn observadeos por dos
semanas después de administrar el redicamento v al finalizar
este tiempo se sacrificd una muestra estadisticamente signifi-

wati

¥ se realizd necropsia. La determinacidn de la dosis le
tal es Gtil para determinar el pargen de seguridad o indice te

rapéutico del compuesto, siendo este el cociente DLy #DEgy -



TOXICIDAD SUBAGUDA

Ya determinada la LD50 se estudid la toxicidad subaguda,
en esta, los medicamentos noc se administraron en una sola oca-
sidn, sino que se administraron por periodos prolongados, de
manera gque la exposicidn en los animales se prolongd mds tiem-
ro. En general, se administraron dosis bajas del farmaco en
forma constante y proplongada y poder llegar en un momento da-
do a alcanzar concentraciones téxicas y manifestacién de los
sintomas, ya que muchas alteraciones que no aparecen con una
sola administracidn pueden presentarse con pequefas dosis suce
sivas, ya sea, por la accidn prolongada del fdrmaco en los &rga
nos sensibles, por acumulazidrn, o por modificacidn del fdrmaco
por mecanismos enzimdticos.

Para este estudio se empled rata Wistar via intramuscular.’
Las dosis se deduleron de los estudics de toxicidad aguda, con-
siderando los sintomas registrados y datos histopatoldgicos -que
indican alteracidn de las funciones de dSrganos especificos, La
exposicidn de los animales al fdérmaco fué por 90 dias.

Durante el periodo de toxicidad subaguda se midieron diver
sos pardmetros como son : nmedida de la actividad enzimatica en
el suero de los animales tratados como: transaminasa glutamico
pituvica (TGP}, transaminasa glutdmico-oxalacética {7GO}, crea-
tinofosfosinasa (CPK), ademds proteinas séricas totales, y sus
fracciones. Alteraciones en estos pardmetros indican alteracio-
nes en drganes clave come higado, rindn, corazdén y misculo esque
lézico {wroblewski, 1957). EI drganc mds afectado por usc y abu-

50 de fdrmacos es el higado. Considerandeo gue ninguna prueba
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en forma aislada =s suficiente para aclarar. alseraciones, al
final del experimento, los animales sometidos a toxicidad

subaguda se estudiaren histopatsldgicamente.

Existen varios métodos para evaluar estadisticamente los

efectos de un fdrmaco, generalmente se presentan como bioensa

yos del todo o nada : Mérodo grafico de Litcnhfield y Wilcoxon
(Lichfield, 1349}, el ardlisis probit, de Gadmun Bliss Finney
(Finney, 1952), y el gque se usd en este trabajo fué el método

Logit de Berkson (Berkson, 195318},



MATERIAL BIOLOGICOQ

snimales de exverimenzacidn:

Los animales de experimentacidn utilizados fyeron ratones
machos de 20 a 25 § de peso de la ceoma Balb/c y ratas machos
albinas de la cepa wistar de 140 al 170 g; estocs animales fue-
ron prevercicnadcs y mantenides durante la evaluacisSn toxico-
1%gica en el bioterio de la Escusla Sucerior de Medicina del
IPN.

EQUIPO.

: Para la administracibn del f&rmaco se utilizaron jeringas

de 1 =1 y ajutas de tuberculina. k
Para la extraccifn de sangre por via lacrimal, se utiliza-

ron. pipetas Pasteur de vidrio Pyrex. e

Para pesar los animales se utilizd una balanza dianétdriaf”
Ohaus con canastilla. e . ﬂf,‘i>
Para determinar las oroteinas séricas totales se utilizé elif"

esvactrefotbmerys UV, marca Varian Techtiron 635,

L

s determinaziones enzimiticas se realizaron en el multi-

Los reactivos utilizadeos vera determinar actividad enzimid-

tica y protelnas séricas torales fuercn de la casa ABBOTT.

a erentes oroteinas por electrsfio-
resis se Tealiz4 er tiras de z2cetatc de celulosa de la casa Gel-
man (Sepraphcre III de 2.0 x 11.5 ¢cm), ¥y Se uzilizd como reve-
lader rojo de Ponceau. La cdmarza de electroforesis fud de lz mis-

ma jarca.



Los reactivos utilizados vara realizar las reacciones que
se describen en este trabajo fuercn de la midxima oureza acce-
gible en el mercado.

DETERMINACION DE LA DL., EN RATON Balb/e POR VIA INTRAPE-

50

RXTONEAL.

PRIMERA ETAPA.
Se formaron diez gruocs de 2 ratones cada und, cada grupo se
parcéd y se distribuyd al azar, con alimentac.dn constante, tem-
peratura de 22 a 24°C y ventilacién adecuada. La administracién
de las desis siguib una progresién geométrica desde 1 wa/Xa
hasta 128 mg/ kg de pess. I} firmezo se disuelve en adqua desti-
lada de tal manera gue la dosis equivalente a 10 g de peso del
ratdn esté disuelta en 0.1 ml de agua destilada. Los animales
se mantienen en observacidn durante las orimeras horas desouds
de administrar el fdrmaco Yy se redistran los sintomas gque se
presenten durante las orimeras 24 horas: se Observan el efecto
del medicamento en la conducta y locomocidn del animal y la apa-
ricifn de cualgquier sintoma. Al cabo de 49 horas se determinan
10s animales muertos a una dosis determinada.

SEGUNDA ETAPA.
En base a los resultados obtenidos en la primera etava se for-
maron c¢ince grupos de 4 animales cada uno v administrardn-dosis
de 70, 80, 90, 100, 110 ma/ka de pneso, con el fin de establecer
el rango en el Jue se mueren los animales tratades. Es imoor-
tante nc incluir en este rango LD100 Yy IRD 3. Se mantienen lecs
mismos cuidades y sontrol de l2s animales «que en la prirera eta-

pa.



TERCERA ETAPA,

Se formaron Cinco arunas al azar de 10 ratones cada uno ¥
se adziniszran dosis de €0, 72, 78, %4 m3/kg de pesc resmecti-
vamente, sste rango se establece desoufs ce haber ensayado &i-
versas dosis en donde los animales oresentan un efecto en el
cual es posible evaluar v apreciar los afectos téxicos gue cau-
sa el f&rmaco en un plazo de 24 a 48 horas desoués de adminis-
trado éste.

Un gruoo de 10 animales recibis solo agua destilada siends
este el grupn testigo. Se mantienen los mismos cuidados y ab-
servaciones en los animales coms en la primera etasa, y se com-
pararcn las observaciones ccn el gruoo testigo: a los animales
que nmueren e 12as primeras 48 horas, se les practica necroosia,
con descripcifn macrescdoica de higado, ¢torazén, rifién y pulmébn,
y de la zona de aplicacidn del fdrmaco, registrands veso de ca-
éa Srganc, lLos animales scbrevivientes se rantienen en chserva-
cibn por 15 éfas, a2l término de los cuales se sacrifican por des-
nucaniente una muestra estaldlsticaxmente sicnificativa realizande
necropsia y observandso si existe alteracibdn on lzs tedidos y 6z-
garos mencionados.

DETERMINACION DR LA DLS EM RAZA WISTAR: VIA INTRAPERITO-

[}
NEAL B INTRAMUSCULAR.
Se sigue el mismo oprocedimiento gue en la nmrimera etapa bpa-
ra determinar el ranzo adecualdo de dosis, gue fué de 32 a 48 m3/ ke
de peso por la via intramuscular v por la via inrraperitoneal.

Realizande asi mismo el estudio histosatolsgico descrito.



DETERMINACION DE LA TOXICIDAD SUBAGUDA ‘EN RATA WISTAR POR -VIA

INTRAMOSCULAR. .

Las dosis para los estudics de :oxicidéd subaguda, se eligie -
ron en base de la curva de dosis letal 50 obtenida en los estudios
de toxicidad aguda. La dosis se eligieron de tal forma que la mds
baja de ellas no produzca sintomas aparentes de toxicidad en los
animales durante el estudio, y la mds alta, alrededor de la mitad
de la LDgy. para evitar que aparezcan sintomas definidrns de to-
xicidad.

En estos estudios se administro el fdrmaco por periuvdos pro-
longados y las observaciones durante el transcurso de la expo-
sicidn al fdrmaco.

Se formaron cinco grupes de 10 animales cada uno y se admi-
nistraron deosis de 4, 8, 12, 16 y 20 mg/kg de peso, por via intra-
wuscular, con exposicidn al firmaco por 180 dias, de los cuales

90 dias tu ieron una frecuencia de administracion de cada %tercer

dia, y postericrpente se realizo una vez cada semana. Se observa-
ron los sintomas tdxices, en la conducta y locomecidn del animal
que provoco el fdrmaco en el transcurse de la administracidn.

A todos los animales gue rmueren se les efectuo necropsia com-
pleta, como se descridid en la seccidn de toxicidad aguda. Los

animales sobrevivientes se sacrificardn al térmiro ée los 180 dias

Yy se realizo la necropsia en la £z

2 ya descricta.
Se llevo registro del pesoc de los arimales rratados, y al
término de este estudio se realizo una nueva administracidn de es-

tas dosis, tomando muestras de sangre por via lacrimel para realizar



los estudios de laboratorio ya mencionados. Se realizo tam-
tidn estudic histopatoligico, a ias 24 y 48 horas después de

administrade el fdrraco.

DETERMINACIONES CLINICAS.

Determinacién de la concentracidn de proteinas séricas

y actividad enzimdtica.

DETERMINACION CUANTITATIVA DE PROTEINAS SERICAS TOTALES.

Esta determinacidn se efectud por el mé:odo de Lowry
{Lowry, 1951} se basa en la reaccién del cobre en medio alcali-
no con la protelina, y la reduccidn del reactivo de Polin Cilca-

teu {dcido fosfomolibdico, dcido fosforungstico). Las muestras

se tomaron por via lacrimal y se centrifugardn a 3000 rpm.

REACTIVOS.

a) Reactivo A (Solucidn de carbonato de sodic al 2% en hidrd-
xido de sodico).

b) Reactivo B (Solucidn de sulfato ciprico pentahidratado al
0.5% en citrato de sodio al 1¢ ).

¢} Reactive C (Mezclar 1 ml, del reactive B con 50 ml. del
reactivo Aj.

@) Reactivo D (reactivo de Folin Cilcateuy, diluido 1 a 3 cen
agua destilada).

e) Solucidn tipo de proteinas {Albimina bovina. a éoncentta-

cidn de 0.5 % mg/mi ).



METODO.
$e& preparan Silucicnes de 50, 100, 150 v 200 uwg/nml de albd-

mina bovina. 3 cada uno de los tubos se agrega 0.3 ml de reac-
‘ tive A ¥y 5 ml del reactive C. Los tubos sz agitan en vortex du-
rante 30 segundos y se dedan reposar 1 minutds a temDeratura
ambiente; enseguida se agregan 0.5 ml de reactive D v se agita
nuevamente por 30 segundos, esta operacidn se hace en cada tubo.
se deja reposar 30 minutcs y se lee en el esvectrofotSmetro a
660 nm., usando coso testigo un tubc que contensga todos los reac-
tivos excentc la protefna.

DETERMINACICON CUANTITATIVA POR ELECTROFORESIS DE LAS

FRACCIONES PROTEINICAS DEL SUFRC.

La electroforesis es una de 1as tdcnicas analfticas més
eficaces para aislar y ourificar nmacromoléculas de flufdos bhio-
18aices. Todas las orotefnas a un oH sor debaio y wor arriba de
su punto isceldctrico noseen carga eléctrica vositiva o negati-~
va dependiende de su estructura gufvica, debido a €sto cuando
una proteina <n s2lucidn se le hare masar unma corriente eléecrri-

ca migra hacia =

-

polo de carga opuesta 3 una velocidad determi-
nada, permitiendo separar y cuantificar las diferentes protef-
nas del plasna.

Reactivos

a) =uestra de suero

b) solucisn reguladora 3e barbitiratos pH 9.6 a concentra-

cidn de 0.1M.



'
—
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Las tiras de acstate de celulesa se enuilibran con solucidn
reguladora antes de anlicar la musstra, sara lo cual se deian
flotar en la sclucién hasta gue ~uede transldei<a. Postericimen—
te se sumergen durante 15 minutos, se sacan las tiras, ¥ se co-
locan sobre maneil secante, se hace oresifn scbre la tira mara
eliminar el exceso de 1fquido; en un avlicador felman se colocan
5 ul de suero. Fl aclicador se coloca a 2 cun del extremo de la
ctira; se aplica la muestra de tal manera cue se obtenga una ban-

da delgada y uniforme weroendicular a2l fluio de la corriente. las

"

iras se colocan en la cimara electroforética, gque ha sido ore-
viamente llenada zon 100 ml de solucién reguladora a 5°C. La po-
sicidn de las tiras debe ger la =misma, y al colocarlas debe te-
nerse cuidado de no tocarla directamente con la mano Lara no con=-
taminarlias.

La electroforesis se corre anlicando una corriente de 16 mili=-
amperios vy 4.6 volzics por tira, durarze 32 minutos. Transcurrido

el tiempe, se sacan las tiras, eliminando el excess de sclucién

y se colocan en u cimara cue contenga roio de Ponceau, el cual
contiene Acifc triclsroacéiice, nor lo mue no reguieren fijador,
se dejan en el colorante oor escurrimiento, Y se somete a una
serie de lavados con 8cido acético al 5% hasta cue la tira se

haya decolorade, se secan las tiras al aire, y se leen en el den-
SETIRMINACION DE ACTIVINAD DF TRAVERMINASYE SFLUTAMICO

ia transaninasa glutdmica oxalacética cazaliza la transani-

nacifn el asvartats y zlfa-cetogylutarato para nrotucir oxalace-



‘:ato ¥ gluﬁama:o. La deghidrogenasa milica (DHM) v NADH miden
el oxalazetato nroducido ner TS0 3 partir de aspartato ¥y alfa-
catoglutarats. La velocidad de la desaparicifn de NADH ¥ la
disminucién resultante en la absorbancia a 340 nm es directa-
mante provorcicnal a la cantidad de oxalacetato oroducida én

el sistema. El piruvato es destrulfdo por la leshidrogenasa-ldc-
tica, evitando con ello su interferencia en las lacturas.

Reactivos. . EREES R

a) solucién reguladora de fosfatos 80.0 m4/l1 a §327:4j'h ‘;

b} TL-asvartato, 200 m4/1 - . .

c) alfa-cetoglutarate 12 oM/l

a) Naow + ' 0.18 mus1

e) malato deshidrogenasa 0.6 UI/ml (Q5. my de orotefna/ml)
Método. .

En una cubeta de 3.5 ml se colocan 2.3 ml de solucién de
L-aspartato, 0.05 =1 de NADH' #%, 0.05 =1 de DEM v 0.5 ml de
suero, se mezclan y se dejan revosar nor 10 nminutos o hasta que
hayva adguiridc una temveratura de 23°C. Se adicicna 0.10 rnl de
alfacetoglutarats vy se Jeternina la densidad Sotiza a 340 anm
por cada des minutes durante 1C¢ minutos. El F/min., no debe ex-~
ceder de 6.33; s1 ro es as{ se dfluve o) suers 1 a I8 con soclu-
cifn reguladora de fgsfates. Al mismo tiempo se corre un hlanso
con todos lcs :cmbaien:es Ze la reaccifn, exceoto el sustrato,
el volumen faltante se completenta con solucifn reculadora de

fosfatos.



DETERMINACION .0E ACTIVIDAD 0F TRANSAMINASL LUTAYICO

PIRUVICA.

El métado de ansave usa2do se basa en 13 medida de la con-
centracién de Acido pirfBvico, mediante la reaccifn acoolada

:midiendo ja oxidacién cdel NADH en nresencia de deshidrouenasa
“lictica (¥armen, 1355).

Este método es el mis sensible ¥y esnecifico. Se aaresa al
gistema uh exceso de aeshia:b;enssa‘lactica v NADH + H* A me~
"d4ida que se forma piruvato es reducido a lictatoe con oxidacisn

concomitante de NADK + ¥° a NaD”. Come la velocidad de esta
transformacifn esti controlada vor TGP, la disminucién ée la -
abgorbencia a 340 nm Tepresenta una medida de actividad de Té?.

Reactivaos.

a} regulador de fosfatos 80 mM/1 oE 7.4

b) L-alanina 66 nM/L

¢) alfa cetoglutérizo 7 a4/l

é) lactato deshidrogenasa 0.6 UI/ml
M&todo.

En una cubeta e 3.5 ml se colocan 1.32 nl de soiuzisn de ala-
nina, 0.04 ml de NADH + ¥, 0.04 nl de LDH y 1 ml de suero. Se
mezcla ¥ se deja renosar 1) minutos o hasta cbtener una temnmaras
tura de 25°C. adicionar 0.10 m) de alfa cetomlutarato v deter~

El ©/%in.. no debe exceder de ".03: s{ no es as?, diluir el sue-~

TS 3 a 10 con solucifn resuladors de *cs*atos. Al wismo tie=no

s& Torre un blancc Je reacciln con todos los reactivos excento



el sustrato. Rl volumen faltante se repone con armua bidestila-
da;

DETERMINACION DE ACTIVIDAD OF FOSTOCREATINCINASA (CPK)}

La valoracibn de esta enzima en suerc tiene Aran interés
clinico vara el diagnfstico de enfermedades del mdsculo esgue-
lético vy del cardfaco. La creatin-cuinasa oresenta 2 clases
de subunidades, la M (muscular) y la B (cerebral) y, oor consi-
guiente, hay tres posibles isoenzimas: la M4 (CKE)' la MB (CRZ)
¥y la 8B (CKll. En caso de alteracidn an algunos 3¢ los Sraznos
mencionados se eleva la actividad creatinguinasa en Siero san-
gquineoc. El método de eleccifin nara medir su actividad es el eci-
n&tico, basado en las siruientes reacciones:

. CPK
~ Creatina + ATP ———— e fosfato de creatina + ADP:

ADP + fosfoenolviruvato AT® + viruvato

La actividad de CPX es nrooorcional a la veloqidad:dg‘oxida-'
cidn del NADE. : :
Reactivos.

a) mezcla de solucién reguladora caegziméi(qliciné‘nﬁ_E,p;o.lw

y NADH 0.0013\)

b) ATP 2 x 1072y

- ¢). fosfoenolniruvato. 2 %1673y

4) sulfato de mannesi&bz x 1072e T
e) lactaio deshidrogenasa

M&todo.
¥n una cubeta de 3,5 z) se coloca 1 ml ée suero, 0.7 ml de mez-

cla solucibn reguladora coenzima, 9.03 ml de Susvensién LDHE, mez-



clar ¥ dedar renosar nor 5 minutos ¢ hasta abtener la temneratu-
ra de 38%:. Adicicnar 1.75 ml de creatina en solucifn requlado-
ra. Ajustar el densitdnetre a cern con snlucidn revuladora de
qlicina nH 2.0 2.1, Leer las muestras a 349 nm durante 10 mi-
autos cada 2 minutos, T1AR/10 minutos no dehe ser mavor de
2.300/10 minutos 42 no ser asf{, diluir el suezo con solucién

salina {sotOnica.



RESULTADOS .

Se

a)

b)

c)

4]

: Para rata Wistar:

viad intramuscular: 45.12 > 42,14 >

_via intraveritoneal:3%.37 > 38.85 >

Toxicidad aauda.

vresentaron sintomas de toxicidad como:

Yipoactividad, pelo erizade, hemorrania nasal, tacuicar-
dia, disnea y diarrea.

La ruerte ocurrid vor varn resniratorio entre 24 y 48 hrs
desnuéds de administrado el f&rmace (AYA®), :

En 1s necrovsia realizada no se observé lesiones-a nivel

macroscdnico en Srganos como: riibn, corazén, higado v

oulmén, ni en la zona de anlicacién. Sy

Los rangos de dosis letal media obtanidos son 165" s miie

tes:

Para ratén Balb/c:

via intrameritoneal: 78.42 > 73.44 > :67:86

‘Toxicidad subaguda.

a)

Esta prueba se realiz6 en rata macho Wistar, vfa intra-

muscnutar.

Los rangos estableci?os en este estulic se basb en los obte-

nidos

b)

de la DLg,, siendo de 4,8,12,16 ¥y 20 nn/k7 de veso.

n los primerés 1% dfas de iniciado la adminisrracién del
f4rmaco 32 ohservd melo erizadc e hinocactividad en todas
las dosis, siendo m&s marcados estns sintcmas eon las dosis

de 16 v 20 n7/ka de reso.



A-los 30 ftas de administracisn del fdrmaco se chservs lime-
ro sanarads de naric en dosis de 18 ¥y 20 ma/ka de neso.

En un pariodo ‘de 3 meses se oresentd nérdida de melo en do-
sis de 16 y 20 mg/kc de neso, vernueias cicatrices bajo la qui~
jada, se oresenta disnea v ligero aumente en la hincactividad.

A los 4 ¥ 5 meses se emmiezan 3 manifestar estas sintomas
en las dosis de 4, 8 ¥ 12 m3y/%. Se oresenta en este verf{odo 2

muertaes en las dosis de 16 y 0 m7/kg resoectivawante. Realizan-

30 necroonsia, sin encontrar 3afiocs o alteraciones en
sos Srmanos observadas en forma macroscdnica. A los § meses de
administrado el fdrmaco se observa sanarado ~eneral e naviz,
alopecié ligera, himcactividad, disnea, tacuicardia y diarrea,
siendo mds marcados estos sfintomas en las Ansis de 18, 16 v

20 og/kg.

» ¢) Se nmuestreS via lacrimal al término del tiemdo estable-
cida (6 meses), a las 24 hrs y 7 dfas desoufs de la Glti-
ma administracidén cde firmaco. Realizandn las nrusbas de
proteinas iotales, electroforesis actividad enzimftica
de TGN, T3P v CPX, ¥ conteo celular, as{ cazc el estudio
histopatolérico.

A dosis de 12 y 17 ag/kg la velocicdad de coanulazisn aumentsd
en foIma sumamente anreciable durante el muestreo tenienio Gue
la cantidad de muestre fue neguela vy Siffcil de ohtener. En
dosis de 20 mg/kg este efecto disminufa ligeramente.
DETERMINACIONZES CLIMICAS.

Protefnas séricas totales: S¢ enccntrdS Aisminucidn en las



soncentraciones da mrotafl to de dosis. siendo mis

natanle agtae e2fecen a los

Fraccicnes nroreinicas: Se encontrd disminucidn considera-
hle de albGmina, 3auments en alfanroteinas a las_é4 hrs desoués
de administrads el f&rwmaco v con un descensc a las 7 df{as. E=n
alfaorotefnas tinao Il y betanrotefnas se encontrd elevadas su
conzentracidn en ambos cascs, teniends un efecto contrario a
la 3msis d= 20 ag/ka de nesa.

Enzimas séricas: La transaninasa clutdmica oxalacstica y
la jlutimico nirfivica nresentan un aumentc orosorcional a las
dosis administradas a las 24 hrs, a los 7 dfas se tiene un’
descanso en los niveles enzimfticos. La enzima creatin fosfo-
cinasa se encuentra aumentada en dosis de 4 nra/ke Gnicamente
teniendo un decrementn en el resto de las dosis aaﬁihist#adas,
tanto a las 24 hrs come a los 7 dilas.

Conteo celular: No se encont«rd variacibén en el conteo celu-
lar con reiacidn al blanco.

Estudic histopazolfgico: No se encontré alteracifn adarente
macroschoizamente en coratsn, rifidn, baz2o y-testlculo. Mostran-
d0 una ligera vasoconstriccidn en higado. Se eliqis wmara el es-
tudio de cortes histonatolfiices sxelusivamente al hicado y al
tasticulo.

Se tomarcn microfotoirafiag fotdnicas. de campo. clars con téeo--
nica de zinciln hemacexicsilina-ecsina en hicado vy tastfenleo fija-

do en formol. Toniands losz resultados siguientes:



Higads.

Testigo: a 184X se observan 1€% de c86lulas binucleadas, hete-
rogeneidades en el tanaSc de les nfclecs ¥ un nfmaro da nueve
nGzless grandes en 10 camnos osh chiativo 40X. Tl citonlasma se
encuentra nermal.

Dosis 4 ma %71 en lae mismas condiciones-nue el testiqo se
observs 191 de cSlulas binucleadas heteroneneidad en el tarmafo
de - los nGcleos y una relacisn de 15 niclens qranies.en el canno
de citoolasma nermal. )

Dosis 9 y 12 m7/%7, se tiene una -disminucidn de cAlulas hi-
nucleadas 14%, 6 ndcleos arandes en 10 camnos relacién dismi-
nufda de nGcleocs aranies en 1{ canrcas. -

Dosis 16 v 20 mq/kn;rse tiene una disminucién-Je células‘bif
nucleadas 13 y 12% resoectivamente se ohserva una gran nroéor-
cisn de cflulas con citoplasma arande en relacisn con el testigo,
se observa detenaraciédn grasa aun mayver a 20 ma/ka.

Testiculo.

Testigo: Se chserv§ agran ntmere de células jntexéticialeé,;

Dosis 4 m3/kg: hay un {ncremento an ia mitosis, t;nto en és—
permatocitos secundacrios como esrernmdtides.

Deeis 12 v 12 =g/kz: Se cisesvan t2bules sesinfferss con me-
nor grosnr del emitelis escratificado au-en<o en el espacic es-
vermatogenia-esnaraatocito v una neta disminucidén de cé&lulas
terninales {esocermatazcides): Dosis.ls Yy 20 maskT: éxiste qfan

nfzex0 esparmatccitos en relacidn a esoermatozoides.
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RESULTADOS
TONICIDAD AGUDA DEL ACIDO 22AMINOG-S-YONCATETAMIDO BENTANNICO
EN RATON Balnsc, VIAa INTRAPERITNONEAL.

PRIMERA ETRPA.

No.animales Dosis {ma/kal Ral.muertos/tratadgs Mortalidad
2 1 o/ 0 '
2 2 0/2 1]
2 A 0/2 0
2 8 S 0/2 ¢
2 16 o o2 0
2 T3 TR0/ [
2 64 : 0/2 )

z SRR ¥ 1: B G2 100
SEGUNDA ETAPA .-+ < L EEA

4. 70 Coza o T
8 g0 L a3 T 9s
4 g Sz 100

4 100 : : 4/4 » 100
. S

110 ; g R VY



Ho.animales

10
10

12

e
<

Dosis {mr/kyd
59
66
i
73

34



TOXICIDAD AGUDA DEL ACIDO é—R‘(I)]O-S-YODOAC‘:{‘AHIDO P}T\;TFNOICb
EN RATA WISTAR, VIA INTRAPCRITONETAL. :

De acuerdo a los resultacos de las dosis administradas en
rata Wistar, vi{a intramuscular, se ensayaron dire:_:tamenté las
dosis de la sequnda etana, realizando wor trivlicado la terce-
ra etapa, en cada via de administracidn y esoecie.

SEGUNDA ETAPA. o

¥o.animales = Dosismg/kq) Rel.muertos/tratades - § Mortalidad™

4 34 BRI VZ S R S |
L 38 2/4 o o500
A 3007 e 100

4 e AR R R e e

4 : - 50 4/4 LT 100
TERCERA ETAPA

o a2 BAREE W21 I T 1

o - 36 S a0 5 40
10 : 40 L5710 . "~ 50
1 a2 6/10 60

10 a8 8/107 - 80
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TOXITIDAD AGUD;\ DEL ACIDO 2-AMINQ-5~-YODOATETAMIDD SENTANOICO

EN RATA WISTAR,
PRIMERA ETAPA.
No.animales

2

s

[N SN S I N )

2
SEGUNDA ETAPA
IR
4
4
4
4
- TERCERA ETAPA
e
1o
10
10

ip

Dosis (ma/ka)

VIA INTRAMUSCULAR,

1

2

4

8.
) 16

32
Bqe

128

Nz

Cae

BT YR

s
36
40

b I
yre

Rel.muertos/tratados

0/2
0,2
0/2
0sz

sz
sz
Y%
. 2/2-

::oyé

Can
ey

ars

474

0/10 -

2/10
3/10

60

8/10

% mortalidad
0

0

1007,
100 .~

28

50

100
100
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ESTIMRCION & DLas DEL ACIDC 2-ARING S+ YOUOACETAMIDC PETANQICO EN FATA WISTAR
{AVIA INTRACERITONEAL, (B)INTRAMUSCULAR Y {27 EN RATON T4, b/c VIA {NTRABERITONEAL,
RETDLS DE L2517 2E BERWSDN 15t) )

SE GRAFICA te 3/ Y 1= Blsi® 0
DASIS EN RATA  Wis INTANMUSTULAR E INTRAFIAITONIAL, 32,36, 40,54, 48 mg/xy
DASIS EN FATON, VIA INTRRAFERITONESL €D, 66,72 78,94 mg/ug.
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DETEAMINACICN DE PROTEINAS SERiCAS TOTALES (METODO LOWRY | 1951)
EN RATA wiSTAR SOMETIDOS & TOXICIDAD $ULAGUDA DURANTE & MESES CCN ,8,12,16, 2Cmg/Rg
OE AYA® EL FARWACC SE ADWINISTROC CTAD2 YERCER LIA RCR 43 D48 Y UNA ¥ET POR TEMAINA
OURANTE 1X8. 108 ZATOS SON EL PRCMEXD CE LOS GRUPCS, 24(s) Y 7 DS 14} DESPUES OF
ASMIRISTRASY €4 FARMACC

SEIRAFITA Uy DE PROTEINKLS (3, B} v DOSIS mg/ Kg).
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7 DIAS 4 Tprasg
+ + + + o - -+ —
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CRMINACION FLECTROGFORETICA DE FRACCIONES PROTEINICAS EN gUERQ GE RATA WISTAR, VIA

CULAR SOMETIDDS A TUNICIDAD SUBAGURA CCN AYAP.



% PROT -
oL PROT .1 B
0t O
o T
e+
40 A
10
10 o
- \ ® 24 KRS, ® 24 wRS
20 + i A TDIAS 4 7 piag
-
\ ; ; .
+- + -+
o . 8 [H] 13 20 DOSIS mg/Kg 2 4 ] 12 6 26 DOSIS mg/xy
() (o}

DETERMINACION ELECTROFORE TiCA DE FRACCIONES #ROTEINICAS £% SUEAD Of RETL WISTAR via INTRAMUSCUL 2R
SOMETIDDS A TOWICIDAD SUBAGUDA CON 2TAP.
{21 % ALBUMINA {B) ALFal (€1 amfFa @ 10) f3- GLOBuLINAS



vise b
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(14

40

200
(14
§0
40
20
1.4
80 1
&0
0

20

we/xc)| 24 mAs | 7 D1AS
2051S (WG/ 24 mA NS
BLANCG id4g. 0 171 %
a s0.28 | 163 9

B 170,35 132.8

i2 2z4.33 | us.6

6 2137 | sT.31

20 173,78 95.14

ACTIVIDAD DE

3]

TRANSAMINASA GLUTAMICO-OXALACETICO EN SUERO DE RATONES
BALB/C(METCOO OF KARMEN, 1955) SOMETIDOS A TOXICIDAD SUBAGUDA DURANTE &
MESES CCN & ,6,12 ,16 Y 20 MG/KG DE AYAP.

LOS DATOS 30N EL PRCMEDIC COE C404& GRUPD

SE LOMINISTRADC EL FARMACT

EL FARMACO SE ADNMINISTRO CADA

QJURANTE 128 C1AS

TERCER Ci4 POR 45 CIAS Y UNA VEZ PCR SEMANA

SE GRAFITA UL /L Y DOSIS ME/KG

29 NORAS(@}Y TDIAS (A) O



uI/L
8000
3000
IDOO-T
17¢ 7 0185
328
1601 1s 87
1 ax sc
&t 0O
100 + T4 30
46 28
4
501
304
124

a - 8 14 11 20
LCSIS MG/ /xB

ACTIVIDAD DE TRANSZMINASA GLUTAMICO-PIRLYVICO EN SUERC DE RATA WISTAR {METODO Of RARNEN
1933) SOMETIDOS & TOXICITAD SUBAGUDA DUPANTE & MESES CON 4,8 12 ,:6 ¥ 20 M5/KG Df ATaP
LLY DATOS :ON Eu FROWEDIO DE CAZA CRUFS | 28 HORAS (A1 ¥ P 2148 (¢! DESDUES DE ADMINIS-
YTRADO €L FARWAID
IL FARWALG SE ADMINISTRO CADA TEPCER Di2 PO® 43 Dibs v una SED FOF SEMANL SURANTE
133 D4ad
8€ £RaFICA LI/ L ¥ 208§ WG/ xG



uL/L CPK

D055 24 HRS 7 QIAS

BLANCD

o0 4

100+

[ 1]

40

20

DOSIS WG /KG

ACTIVIDAD DE FOSFOCREATINCINASA EN SUERD DE RATA WISTAR (MIDIENDO OXIDACION
DE NADA A 340 NM) SOMETIDOS A TOXICIDAD SUBAGUDA DURANTE 6 MESES CON 4,
8,12,i16Y 20 MG/KG DE AYAP

LOS DATSS SCN EL PROMEDID DE CADA GRUPD . 24 HORAS{#).Y 7 DIAS { A)
DESFUES DE ADMINISTRADD EL FARMAZQ

EL FAGMACO SE ADMINISTRO CADA TERCER ©14 POR 45 C1AS Y UNA VEZ POR SE -
MANA DURANTE 135 Tiis

SE ZRAFICA VI /L Y 2O05iS ME/KS
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CONCLUSTONRS.,

El grah paralelismno sxistente entre las rectas de DL en

50
rata Wistar v ratfn 8al b/c indican aque ¢n amhas esvecles
oresentan un mismo mecanisnmo de accibn.

Las pendientes de DLSO tan pronunciadas indican que la pobla-
cidn resovonde mis uniformemente al f&rmaco, teniendo una
menor variacién en los datos siendo mds orecisa la estima~
cifn de la DLSO confirmdndose esto con los pequedos inte;va—
los de confianza obtenidos.

Rata Wistar:

vfa intramuscular: 45.12 5 42,14 2> - 38,55

via intraperitoneal: 38.87 > - 38.8% 2 = 38,82

Ratén Bal b/c:

via intraveritoneal: 78.87 2 73.44 2 67.86

La variacién entre eépecies se ve confirmada con los valo-
res obtenidos cara la DLSO e n rata Wistar v ratén Bal b/c,
via intraperitoneal.

La via de administracisn es un marimetro importante en la
velocidad de accién de un firmaco, encontranic valores 1ii-
geramente diferentes en una misma esvecie, rata Wistar, vias
intranuscular e intraperitoneal.

Las manifestaciones de toxicidad aguda fueron: hipoactividad,
sangrado Ze nariz, disnea ¥ diarrea en anbaes esnecies, canQ
to por via intraveritcneal e intramuscular. g B

En toxicidad subaquda se presentaron los mismos sintamas

de towicidad aguda. Aadicionidndose: aumsnto en la velocidad



de coagulacién, ligera alcopecia siendo mds pronunciaéa a dosis
de 12, 16 ¥ 25 ma/ka. e :

El firmaco oresentd un afectc bif&sico ya aue a dosis bajas
sébencontré un norcentaie altc de oroteinas y con dosis ele-
vadas las disminuy$.

El Scido 2-amino-S-yodcace:tamido pentaroico ha demostrado

ser un fSrmaco con una gran actividad biolégica, teniendo

con ello ventajas tales como el poder tener una votencia su-
perior a otros f8rmacos si la curva de dosis efectiva media

(DESO) vresenta paralelisme a la DL Sin embarqo es muy

567
estreche el intervalo entre dosis efectiva ¥ todis tdxieca,
teniendo riesqos de toxicidad en aumentos de dosis.

El objetivo de la guimioteraocia es desarrollar agentes cue
sean téxicos selectivamente para cédlulas extrafas Yy que no
perjudiquen al huésoed, continuindose con estudios oosterio-
res que nes dardn mayor informacifén sobre el mecanismo de
accifn del firmacoc y el evitar efectos i6xicos, haciéndolo

=ds seguro.



BIBLIOGRAFIA.

1.

3.

10.

11,

- 32 .

Abdel-Monem.MM, -MeChylornithlne Dotent cnmnetitive

inhibitor of ornithine descarboxylase

18, 945-948. 1978 : 5

Acata M&dica. Vol. XXI, NdGm. 81 1985 pags. :35-53

Ariens ®.J., ®.A. Lehmann y A.M.Simons: Introdﬁcﬁ;dp a
la toxicologia general. Ed._Diana, Héxicé 1981, 7
Bachrach, U.,: "Funtion of naturally occurring ﬁolvamines”
Academic Press., N.¥., 1972

Baker, B.: "Non clasical antimetabeolites. VII., The b;i@g:
principle of specificity with exoalkilatingfirreVe:si-
ble inhibitor" J.Med. Pharm. Chem. 5: 654, 1962

Baker, B.R.:"Chemical structure as related to antitumor
action". Cé&ncer Inst. Monogr. 3: 9-33 (1880).

Bernhard, S.: "Estructura y funcifn de las enzimas"™.
Ediciones H.Blume. Madrid. 1977

Berkson J.: "Biologial Assay” J.Amer. Statist. Assoc.,
1853

Bliess, C.I.: "The calculation of the dosage mortality
éurves“. Ann. Aﬁl. Biol.z: 22:134-137 and 307-333,1939
Bondani G. A.: "La sequridad de un nuevo medicamento”.
Centro Mexicano de Desarrcllo e Investicacién Farma-
céutica A C:, Mexico 1932.

Bowman: Farmacoioq!a. Bases farmacoldgicas y patolégi-
cas aplicadas a la clfnica. Ed.Interamericana, México,

1984



13.

14,

150

16,

17,

18,

13,

20.

CBIGI91: 1325147) 1981

Campbell. R, Morris,.D., Bartos, D.,Daves. .y Bastos P.:
'Advances in polyamine research”. Yol. TI. Révén Press,
N.Y. 1978 o

Canellakis, : “The regulation and funtion of ornithine
desc-rboxylase and of the volyamines®. Curr Tooics.
Cell. Reg., 15; 155-220, 19873

Carvajal, G.: "Disefio, sfntesis y estudio del efecto
antitumoral de un inhibidor de la deshidrogenasa ldcti-
ca®, Tesis doctoral. ENCB.IPN. México,D.F. 1965
Quhin, D.T.: "The role of volvarines in the neutrali-
zation of desoxyribonucleic aciﬁ.“ J.Biel. Chem. 235:
769-775, 1960

Dubin, D.T.: "The assay and characterization.of amines
bf neano of 2,4-dinitrofluorobenzene”. J. Eiochen.
235: 788-786, 1960 7

Finney, D.J.: "Probit analysis®. Carnbriqde Univexrsity
Presg, Cambridge, U. 3a, Ed. 1552

Dudley, E. Resenhaim, 0 y Starling, W.: ®The constitution

and synthesis of spermidine, a newly disccveréd base -

isolated from animal tissues". Biochem, J. 21: 07-103,
1927

Sy.Cell:

Inove, S.: Cell:divisién and the mitotic gnindl

racla, J.: "Sintesis del dcido 2=amino-5—yod§acetamidd

. hexanoico, probable inhibidor de la ornitin déscéiboii-

lasa® Pesis orefesional. ENCB-IPN. México, 1983




)
e

22,

23,

24

25,

fog.

27,

28.

29.

3e.

‘qufaica. uorelia, Mich., M

: Janne; J., Paoso. H.: Polyamines in raoid growth and
. canser™ Bioch. Biophys. Acza. 473: 241-293, 1981

. Joseoh Barkson: A statistically precise and relative-

ly simple method of estimating the biogsay with guantal
response, based on the logistic funtion. American
Statiscal Association J., Sp. 565-381, 1953

Raimen, A.,: (Quantitative estimation of glutamic oxal-
aéetic transaminase activity in human serum. Clin. Res.
®roc., I: 90, 1953

Karmen. A.: Transaminase activity in human blpod,rJ.

Clin. Inv. 34: 126-131, 1955

Lithfield, J.T. y Wilcoxon.: "A simolified method for

evaluation dose-effect experiments™. J. Pharmacel. Exp.

. Terap,. U,S.a. {1949}

‘Loomis, T.A.: "Essentials of toxicology". E4, 2a.Lea y

Fabigr Filadelfia: 13-19, 145-176, 177-184, 1974

Lowry. O.H. ' Ro;ebrcug, N..J.: Protein measurement with
folin reagent. J. Biol. Chem. U.S.A., 1951

Mameont, P.S.: "Enzime-activate irreversible inhibitors®,
pPb 43-54 Elsevier North-Holland Biemedical Press. 197%
Mé&ndez, J.D.: "InhibiciSn del desarrollo embrionario de
rata Dor administracidn intrauterina del 4fcido 2-zmino-

S-yodeaszez3nmidn valériso. XV Conoreso Nacional de Bio-

T, 1954

Mendoza 2.R.: "Bioevaluacisn del Ezido 2-amino-6-yodo-

acetamido hexangico (AYAK), como inhibidor de la des-~



31

32.

t
"
vy
t

carboxilasa de corniting™. Tesis de maestria, eswecia-
lidad Tarmacologfa. ESM-IPN. Méxize, T.F.. 1987
Qriol-audic, C.: "?slyamine-iniuced acein oolvmariza-
tion® EUSB, J. Biechem., §7: 371-37¢, 1973

Oriol~Audit, C.: "Induction of cytokinesis by interace-
tion between actin and polvamines™. Silochez.62:713-714

1380



	Portada
	Índice
	Introducción   Objetivo   Antecedentes
	Parte Experimental
	Material Biológico
	Determinación de la DL 50 en Ratón Balb/o por vía Intraperitoneal
	Determinación de la DL50 en Rata Wistar: Vía Intraperitoneal e Intramuscular
	Determinación de la Toxicidad Subaguda en rata Wistar por vía Intramuscular
	Determinaciones Clínicas
	Resultados
	Gráficas
	Conclusiones
	Bibliografía



