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INTRODUCCION.

Alguna vez los productos naturaies fueron la Unica fuente de farmacos. En muchos
casos, los remedios tradicionales proporcionaron indicios sobre plantas con
actividad farmacolégica importante, hoy en dia la manipulacion molecular se
emplea ampliamente para obtener nuevos farmacos; a menudo, la intencioén es
conseguir un producto patentable que compita con ofro ya existente en el
mercado. Sin embargo, puede haber otras razones importantes para la busqueda
de nuevas sustancias, como producir farmacos con accion mas selectiva y que

posean menos efectos adversos.s

Uno de los objetivos fundamentales de la quimica terapéutica es la busqueda de
nuevos farmacos que resulten mas potentes, mas selectivos y menos téxicos en
su accidn terapéutica. Desgraciadamente y puesto que no existen pautas
concretas que aseguren la consecucion de estos logros, el descubrimiento de un
nuevo compuesto “cabeza de serie” es uno de los aspectos que requiere mayor
creatividad, intuicién y acierto en cada proceso de desarrollo de un nuevo famaco.
Salvo contadas excepciones, la mayoria de los nuevos cabezas de serie hasta la
década de los setenta procedian de descubrimientos fortuitos u observaciones
casuales. No obstante, con el avance experimentado por la Bioguimica y la
Biologia Molecular durante las ultimas décadas, se han desarrollado métodos mas
racionales basados en el conocimiento y la regulacion de nuevas enzimas,
receptores y ligandos endégenos, asi como en el conocimiento de las disfunciones

bioquimicas implicadas en ciertos procesos patologicos. 11

El efecto deseado debe estar bien definido y es necesario un procedimiento que

pueda determinar si un farmaco en particular tiene o no un efecto especificado.



Para asegurarse de que un farmaco nuevo es seguro se llevan a cabo estudios
detallados de los efectos de distintas dosis y de la administracion “corta y

prolongada de ese farmaco.

El farmacologo provee los datos de la toxicidad aguda en animales de laboratorio
para comenzar los estudios, durante el periodo de la prueba se observa a los
animales con gran cuidado en busca de todos los sintomas adversos. Al final de
este periodo y de manera ocasional durante su desarrollo se sacrifica a los
animales y se les extraen los 6rganos vitales (Higado, Rifén, Intestino Delgado,

etc.) para su estudio macroscépico y microscopico.s

]



1. ANTECEDENTES.

Las dos moléculas estudiadas en el presente trabajo son el LQM 502 con
propiedades antineoplasicas y el LQM 311 con propiedades antihipertensivas,
dichos farmacos fueron sintetizados por el grupo de Investigacién de Disefio de
Farmacos de la FES-Cuautitlan, el LQM 311 fue disefiado con la ayuda de un
programa sofisticado de disefio molecular asistido por computadora, el LQM 502
que se disefio también por el mismo grupo de investigacion, deri\(a de la
hidralazina, a la cual se la detectaron efectos anticancerigenos en el Instituto de

Cancerologia.
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HIDRAZINA , BISMORFOLINICO
LQM 502 LQM 311

Estos productos han dado buenos resultados a nivel in vitro e in vivo en su accion
terapéutica, por esta razéon, siendo una parte del equipo de trabajc
multidisciplinario de la UNAM, hicimos los estudios toxicolégicos reportados en
este trabaijo.



1.1 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE MOLECULAS SIMILARES EN ESTRUCTURA.

Se han hecho algunos estudios de moléculas “similares”; como por ejempio el
titulado “Sintesis, caracterizaciéon estructural y actividad biolégica de p-
fluorobenzaldehido tiosemicarbazonas de complejos de niquel”, en donde
estudios previos de la actividad biologica in vitro de una molécula similar a el LQM
502 en su estructura llamado p-fluorobenzaldehido tiosemicarbazona ha revelado
que tiene la capacidad para inducir apoptosis sobre vanas lineas celulares

humanas.

Este ensayo biolégico desarrollado en colaboracién con el Instituto de Patologia
Medica Especial de la Universidad de Pamma reporto que estos nuevos productos
mostraron afinidad y selectividad por lineas celulares leucémicas humanas U937
en los ensayos de proliferacién celular, en este contexto, una de las molécuias de
interés en el presente estudio (LQM 502) es también candidata a estudios como

agente terapéutico antineoplasico.so

Por otro lado haciendo una analogia sobre el otro compuesto de interés (LQM
311) en este trabajo, también se han realizado estudios de moléculas similares
como lo es el realizado en el Departamento de Quimica de la Universidad de
Bharathidasan en la {ndia cuyo titulo es “Sintesis , caracterizacién, propiedades
redox y actividad biolégica de Ru (ll) complejos carbonilicos que contienen
O, N y bases heterociclicas” demostraron una actividad antibacteriana in vitro de
los complejos investigados; evaluados con bacterias como Sthapilococus aureus y
E. coli a través de un método de difusidon usando agar nutritivo como medio,

reportaron la zona de inhibiciéon en el agar con buenos resultados.zs



2. OBJETIVOS.

i

>

Realizar el andlisis histopatoldgico de muestras de estdbmago, intestino
delgado, higado y rifdn de ratas tratadas con los productos LQM 311 y

LQM 502 a través de microscopia Optica.

Evaluar los efectos adversos y toxicos de dichos productos en los 6rganos
de interés, con la finalidad de conocer el riesgo potencial de los compuestos

analizados.

Determinar si existe una relacion entre las dosis administradas, el tiempo de

administracién y los efectos toxicos.



3. GENERALIDADES.

Después de administrar un farmaco, es posible observar dos tipos de acciones: el
efecto deseado, esto es, la accidén clinicamente conveniente y beneficiosa
buscada y los efectos indeseados, que son fendmenos adicionales no buscados
originalmente. Estas ultimas alteraciones pueden ser dafinas o innocuas y si son

lesivas, reciben el nombre de reacciones adversas o indeseables a los farmacos.s

Los farmacos pueden provocar diferentes tipos de reacciones indeseables o
adversas. Ciertas reacciones pueden ser, en sentido estadistico, facimente
predecibles en tanto que otras pueden ser dificilmente predecibles o, como llaman
algunos autores, inesperadas. Pero predecibles o inesperadas, lo que tienen de

comun es que son indeseables por inconvenientes, por peligrosas, por nocivas.

Aigunas de estas reacciones son de caracter toxico y dependen mas del farmaco
en si y de su dosis que del paciente mismo, en cambio otras, dependen mas bien
del paciente en si, como las reacciones alérgicas, muchas de las cuales son
inesperadas. Pero no toda reaccién inesperada es de naturaleza alérgica. Se ha
abusado frecuentemente del calificativo de “alérgicas”, utilizado para denominar la

mayoria de las reacciones inesperadas.z

Muchas veces, ante la imposibilidad momentanea de encontrar otra explicacion de
una reaccion inesperada, se ha recumido al facil, aunque arbitrario procedimiento,
de calificarla como alérgica. Algunas de tales reacciones comienzan a ser
desglosadas de la alergia para pasar a la categoria de reacciones idiosincrasicas,

toxicas, por liberacion de histamina, etc.7

Las reacciones adversas a medicamentos (RAM) han sido definidas por la
Organizacién Mundial de la Salud como “cualquier respuesta a un farmaco que
sea nociva e indeseable y que se observa con las dosis utilizadas en el hombre

para la profilaxis, diagnostico o tratamiento de las enfermedades”.7



31 CLASIFICACION DE LAS REACCIONES ADVERSAS SEGUN LA
ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD (OMS).

La Organizacion Mundial de la Salud (O.M.S) diferencia dos tipos de reacciones

adversas:

1; Tipo A o Predecibles.

Son las mas comunes y pueden reproducirse mediante estudios en animales; lo
que hace posible su deteccion en la etapa previa de la comercializacion del

producto.s

Estos efectos se relacionan con la dosis y su posibilidad de aparicion puede ser
disminuida, si la terapia se inicia con las dosis minimas terapéuticas y se
incrementa la dosis paulatinamente, 6 en su efecto la comeccion de la dosis en
cada paciente. Su incidencia es mayor si las dosis administradas son elevadas y

en ciertos subgrupos de poblacion. s

2; Tipo B o Impredecibles.

Son menos comunes y no estan con la dosis administrada. En la mayor parte de
los casos solo pueden detectarse, una vez que, el medicamento ha sido utilizado
por una aita proporcién de individuos. La mayoria de estos efectos persisten a
pesar de la disminucion de la dosis, y cuya aparicion en relacién con el momento
de la exposicion al medicamento es variable. s

La O.M.S clasifica las reacciones adversas de acuerdo a su gravedad, como:

Leve: Se presentan molestias leves con actividad normal del individuo.



Moderada: Requieren de cambios en el tratamiento farmacoldgico, aunque no
necesariamente requiere de la suspensién del medicamento causante de la

reaccion. s

Grave: Constituye una amenaza grave para la vida del paciente, requiriendo Ia
suspensién del medicamento causante de la reaccién y la administracion de un

tratamiento especifico para la reaccion adversa. s
Letal: Contribuye directa o indirectamente a la muerte del paciente.1o

3.2 CLASIFICACION DE LAS RAM DE ACUERDO A PLUTARCO NARANJO

(Autor del libro “Manual de Farmacologia™).

Teniendo en cuenta su naturaleza, su mecanismo de produccién, podrian dichas

reacciones agruparse en las siguientes categorias:

GRUPO I
Reacciones de tipo toxico;
1. Reacciones por intoxicacion.

2. Reacciones idiosincrasicas.

GRUPO II:
Efectos colaterales o secundarios;
1. Un mismo efecto producido por distintos farmacos.

2. Efectos producidos por un mismo grupo farmacodinamico.

GRUPO Iii:
Reacciones por distorsion del metabolismo normai;
1. Por alteraciones enzimaticas.

2. Por deficiencias inducidas.



GRUPO IV:

Reacciones por acostumbramiento;,
1. Habito (dependencia psiquica).
2. Adiccién (dependencia fisica).

GRUPO V:

Reacciones por sensibilizacion,
1. Reacciones alérgicas:
a) Reacciones de tipo inmediato.
b) Reacciones de tipo tardio.

2. Reacciones anafilacticas.

3. Trastomos alergosimiles por liberacion de histamina.

GRUPO VI:

Reacciones fotoinducidas;
1. Fendmenos fototdxicos.
2. Fotosensibifizacion.

GRUPO Vii:
Reacciones teratogenas y embriotoxicas;
1. Efectos teratogenos.
2. Toxicidad embriotropica.
3. Toxicidad neonatal.
4

. Toxicidad selectiva en el recién nacido.

Y



En el primer grupo de reacciones se engloban todas aquellas dependientes, por
una parte, de la accidon de altas dosis de un farmaco y, por otra, de 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, como la insuficiencia hepatica que impide
momentaneamente el metabolizar un farmaco, en cuyo caso, con dosis
terapéuticas pueden producirse reacciones tdxicas; otras, son de caracter
permanente por alteraciones congénitas, por caracter racial, o por la presencia de

genes atipicos.s

El segundo grupo, muy rico en reacciones, abarca aquellas dependientes de las
propiedades farmacodinamicas de los farmacos, y que, a veces, no estan

directamente relacionadas con sus propiedades terapéuticas. s

El tercer grupo corresponde a ciertas reacciones inesperadas con trastomos en
apariencias no vinculados a la accidon del farmaco, y que se producen
secundariamente a una madificacion o distorsion del metabolismo normal inducido

por el farmaco. s

El cuarto grupo de reacciones depende del acostumbramiento y el desarrollo de

dependencia, sea de caracter psiquico o de caracter fisico. s

El quinto grupo esta constituido por los trastornos dependientes de variaciones
cualitativas de la capacidad de reaccionar de los individuos. En esencia, es el tipo
de reaccion inesperada. Esta condicionada a la sensibilizacion previa. Es la
reaccion violenta y a veces fatal, que desconcienta al médico. como en el caso de
una inyeccidn de penicilina que ocasiona choque y muerte. Es cierto, desde luego,
que una vez que se produjo la primera reaccidon alérgica, las subsiguientes son

predecibles y deben evitarse. s



En las reacciones por sensibilizaciéon se agrupan las de naturaleza alérgica y las
anafilacticas y, por extensiéon, se han colocado también las reacciones producidas

por simple liberacién de histamina, sin que medie un proceso antigénico. s

En el sexto grupo, por sus caracteristicas singulares, se ha colocado en grupo
aparte a las reacciones fotoinducidas, tienen en comun en que la luz, directa o
indirectamente condiciona la producciéon de la reaccion indeseable. Por su

naturaleza, en cambio, unas son alérgicas y otras de tipo toxico. s

Finalmente, el séptimo grupo incluye farmacos que al administrarse a la madre
embarazada o al recién nacido, pueden provocar una variedad de reacciones

indeseables y en extremo como las reacciones teratogenicas.s

3.3 REACCIONES POR INTOXICACION.

Son aquellas provocadas por dosis relativamente grandes de un farmaco y
consisten en cambios bioquimicos o tisulares que interfieren el normal
funcionamiento de un tejido, 6érgano o sistema, o del organismo en su conjunto. s

Cualquier farmaco puede causar fenémenos téxicos si se administra la dosls
apropiada para producirlos. No existen farmacos atéxicos. Los hay poco o muy
téxicos. s

La intoxicacién puede ser aguda o cronica. La primera depende de la
administracion de una dosis alta del farmaco. Los efectos son violentos y pueden
producir la muerte. La intoxicacion cronica depende de la administracion
prolongada, de pequeias pero frecuentes dosis de una sustancia y los trastornos
pueden ser de leve intensidad, pero de tipo progresivo. Algunas de las

intoxicaciones cronicas entran en la categoria de enfermedades profesionales. s



Las reacciones por intoxicacién deben considerarse, por consiguiente, como
fenémenos naturales y predecibles, pero producidas ya por dosis varias veces
mas altas que las terapéuticas o por administracién cronica de pequenas dosis.
Sin embargo, las reacciones de tipo toxico, pueden ser producidas también y en
forma aguda por dosis terapéuticas, cayendo asi dentro de la categoria de las
reacciones inesperadas e indeseables. Esto se deberia a una excesiva

susceptibilidad de ciertos individuos.s

Desde el punto de vista amplio, cualquier efecto adverso de los farmacos se
puede considerar como una manifestacion de toxicidad de los mismos. Algunas
veces el efecto toxico es solo una manifestacion del efecto terapéutico a un nivel

mayor de dosis. 1

Si la evaluacién cuantitativa de eficacia y toxicidad se pudiera llevar a cabo
rutinariamente en los humanos, la decision de si un farmaco nuevo se debe
adoptar para su uso clinico seria una decision bastante facil. Se comenzaria con
una dosis baja y con cautela se aumentaria la dosis, observando con cuidado si
hay efectos toxicos. Es obvio que esta exploracion intencional de las dosis toxicas
en humanos no se puede llevar a cabo, por lo tanto las evaluaciones iniciales se
tienen que basar en experimentos con animales inferiores y esto tiene que

explorar tanto los aspectos cuantitativos como cualitativos de la toxicidad. 1

En esta etapa es importante encontrar el tipo de efectos daninos que se puede
esperar y a gue dosis se manifiestan. Debido a que las diferencias de especie son
considerables, se tienen que usar varias especies de animales. Una medida
conveniente de la potencia es la dosis efectiva media (EDso) que es la dosis gue
produciria el efecto especifico en el 50% de todos los sujetos. Si el efecto que se
mide es la muerte, la medicion correspondiente es la dosis letal media (LDso). ¥ Si

o . . N J . .
el efecto es uno toxico. la expresidon apropiada es la dosis toxica media. +



El atributo esencial que se busca en un farmaco es la eficacia a una dosis segura.
idealmente, esto significa que debe haber un rango muy amplio entre la dosis
efectiva y la tdxica. La relacion TDso/EDsgp (0 con frecuencia en animales
LDso/EDso), sS€ denomina coeficiente terapéutico, (también “indice terapéutico”). Un
farmaco potente se caracteriza por una EDsp baja; pero si la TDsg s también baja,

el margen de seguridad puede ser por completo inadecuado.1

Un procedimiento sencillo para la valoracion preliminar de la toxicidad de un
farmaco es la determinacion de la dosis letal en ratones. Debido a que es aplicable
a cualquier calculo de un efecto farmacologico cuantico. Cada individuo se
clasifica como reaccionante o no reaccionante, de acuerdo con el tipo de criterio

" que se adopte como respuesta.1

El objeto de las pruebas de toxicidad es determinar la naturaleza de estos efectos
en la experimentacién animal. Sin embargo los efectos toxicos de los farmacos
pueden también no estar relacionados con sus acciones terapéuticas y en este

caso se habla de efectos colaterales. 1

3.4 ELECCION DE LOS ANIMALES UTILIZADOS EN LAS PRUEBAS DE
TOXICIDAD.

Se recomienda la utilizacion de tantas especies como sea posible, pero
consideraciones de indole practica limitan el nUmero de las que realmente se
utilizan. Son muy frecuentes los ensayos que utilizan ratas y ratones por su
economia y por la facilidad con que se pueden alojar y alimentar. Las pruebas
adicionales se han de realizar al menos en otra especie animal que no sean

roedores, siendo el perro el mas utilizado habitualmente en los laboratorios. 2



Actualmente se realizan considerables esfuerzos para desarrollar pruebas de
toxicidad en animales que puedan detectar efectos téxicos graves y que pueden
ser posteriormente producidos en el hombre. La manifestacion de un efecto toxico
en una especie puede ser debida a una sensibilidad anémala, como ocurre en la
penicilina, que es altamente toxica en el cobayo, por este motivo se han de valorar
adecuadamente los resultados para evitar desechar farmacos que puedan resultar

de utilidad en la clinica.2
3.5 NUMERO DE ANIMALES UTILIZADOS EN LAS PRUEBAS DE TOXICIDAD.

Si al investigar un farmaco nuevo se observan efectos colaterales toxicos
frecuentes, probablemente la molécula no llegara nunca al ensayo clinico, o si lo
hace su uso no podra ser continuo, sin embargo, la mayor parte de los

medicamentos utilizados clinicamente muestran cierto grado de toxicidad.2

Las pruebas en la preclinica se deben efectuar lo mas extensamente posible para

conseguir algun indicio sobre su naturaleza, incluso de los efectos toxicos raros.z

Desgraciadamente, esto no es factible en la mayoria de los casos, por lo que no
se detectan los efectos téxicos que poseen una incidencia baja, ya que la
probabilidad de observar un efecto toxico depende del nimero de animales
utilizados en ia prueba. Si el efecto tiene una incidencia de 1 en cada 100
animales, se necesitaran 300 animales para poder detectar el efecto con un nivel
de probabilidad del 5%. Ademas, la informacién obtenida a partir de este grupo de
animales sobre los efectos toxicos senan los correspondientes a un solo nivel de

dosificacion.z



Aunque fuera posible administrar un farmaco a varios centenares de animales
resultaria imposible realizar el examen de cada animal con el suficiente
detenimiento. Se reconoce generalmente que es preferible examinar un namero
pequerio de animales siempre que se obtengan mas datos de cada uno de eilos.
Consecuente mente los efectos tdxicos de baja incidencia suelen detectarse en las
pruebas animales y en los ensayos clinicos preliminares, y por esta razon es
necesario prestar gran atencién a los posibles efectos toxicos de los farmacos

incluso después de llevar cierto tiempo en uso clinico. 2

3.6 DURACION DE LAS PRUEBAS DE TOXICIDAD.

Es relativamente facil establecer la naturaleza de los efectos téxicos agudos de
los farmacos en los experimentos animales, y estos rara vez constituyen un
problema en los ensayos clinicos en los cuales es practica habitual comenzar con
una dosis baja que se va aumentando gradualmente. La determinacién de

toxicidad crénica crea problemas mas compiejos.2

La duracion de las pruebas de toxicidad generaimente se hallan en relacion con el
uso que se pretende dar al farmaco en el hombre; muchos medicamentos estan
destinados para ser administrados una sola vez o solamente en muy pocas
ocasiones a un paciente, otros medicamentos se dan por tiempos prolongados;
naturalmente las pruebas en este ultimo caso seran de mayor duracion. Sin
embargo las pruebas de toxicidad de mas de dos afos de duracién son
aproximadamente iguales al tiempo de vida normal de ratones y de ratas. Como
garantia de las pruebas de toxicidad muchos autores afirman que la informacion
mas util se obtiene en los tres primeros meses de pruebas en animales, aunque la
induccién por los farmacos de cambios de tipo canceroso pueden manifestarse

solamente después de largos periodos de pruebas.2



3.7 DOSIS Y VIAS DE ADMINISTRACION UTILIZADAS EN LAS PRUEBAS DE
TOXICIDAD.

La practica habitual en los laboratorios de farmacologia es determinar la DLso
aguda de un farmaco por varias vias de administracién (intravenosa, subcutanea y
oral). En las pruebas para la toxicidad crénica, los niveles de dosificacion deben
ser lo més altos posibles, pero que permitan la supervivencia de gran nimero de

animales durante el tiempo de duracién de la prueba.2

La via de administracion utilizada en las pruebas de toxicidad crénica sera la
misma que para la administracién humana. Para ilustrar la influencia que puede
tener la via de administracién en la aparicién de ia toxicidad citaremos como
ejemplo la griseofulvina, que no produce efectos pemiciosos después de la
administracién oral en animales, pero que administrada por via parenteral posee

una potente accién inhibidora de las mitosis.2

Como la griseofulvina se proyecto para su uso oral en el hombre, estos resultados
no interfirieron con los ensayos clinicos, aunque indicaron la necesidad de estar
precavidos, encontrandose que se podia administrar con seguridad a los pacientes

por la via oral.2

Todos los farmacos tienen propiedades toxicas pero es la toxicidad selectiva de
ciertas sustancias quimicas y bioldégicas lo que puede hacerles agentes
terapéuticos utiles. Las pruebas farmacoldgicas deben guiar: al experimentador. y

al médico en el uso seguro y racional de esos agentes.s

Para disminuir resgos en el desarrollo y pruebas de nuevos farmacos. la
Administracion de Alimentos y Drogas (F.D.A) del Depto. De Salud, Educacion y
Bienestar de los Estados Unidos de Ameérica hizo la publicacién de reglas

reformadas en 1963.3



3.8 ANALOGIA DE LAS RAM EN LOS ANIMALES CON RESPECTO AL SER
HUMANO.

Dos grandes principios respaldan todas las pruebas descriptivas de toxicidad que
se realiza!n en los animales. Primero, los efectos que las sustancias producen en
los animales de laboratorio, con las debidas reservas se aplican a la toxicidad en
el hombre. Cuando se calculan sobre la base de la dosis por unidad de superficie
corporal, los efectos téxicos en el hombre se encuentran generalmente en los
mismos limites de concentraciones que en los animales de experimentacion.
Sobre la base del peso corporal, el hombre es generaimente mas vuinerable que

dichos animales por un factor de diez, aproximadamente.s

Esta informacion se usa para seleccionar las dosis para ensayos clinicos de
candidatos a agentes terapéuticos, y para tratar de fijar limites a la exposiciéon

permisible a los téxicos ambientales.s

El segundo principio citado es que la exposicién de animales de experimentacion a
agentes toxicos en grandes dosis es un método necesario y valido para descubrir
posibles riesgos para el hombre. Este principio se basa en el concepto cuantitativo

dosis-respuesta.s

La toxicidad selectiva es la capacidad de un compuesto para lesionar una clase de
materia viva sin dafiar a otras, aunque ambas estén en intimo contacto. Los
farmacos y otros agentes quimicos que se usan para este propdsito son selectivos
por una de dos razones. O bien el compuesto es tdéxico para ambas especies pero
se acumula en mayor concentracion en una de ellas, o bien el agente reacciona de
forma bastante especifica con receptores que son unicos para uno de los dos
organismos, o mas importantes para el mismo. La selectividad en la distribucion se
debe generalmente a diferencias de absorcion, biotransformacion o excrecion del

toxico.s



3.9 MANIPULACION MOLECULAR EN EL DESARROLLO DE NUEVOS
FARMACOS.

La manipulacién molecular se emplea ampliamente para obtener nuevos

farmacos. A menudo, la intencién es conseguir un producto patentable que

compita con otro ya existente en el mercado. Sin embargo, puede haber otras

razones importantes para la busqueda de nuevas sustancias, como:

1.

Modificaciones para mejorar la accién deseada. Por ejemplo, se han
probado como anestésicos locales cientos de compuestos derivados de
modificaciones de la molécula de procaina en un afan de producir

sustancias més estables para una mayor duracion de la anestesia local.11

Modificaciones para alterar la absorcion, distribucion o eliminacién. Se han
realizado numerosos esfuerzos para encontrar derivados de fammacos
absorbibles de manera eficaz por via oral. Los trabajos para desarrollar
hormonas progestacionales activas por via oral dieron lugar a

anticonceptivos orales. 11

Modificaciones para mejorar la selectividad de accion. Por ejemplo, la
conversién de un nitrégeno terciario en la atropina en un nitrdgeno
cuatemario mediante la adicion de un grupo metilo (metaatropina), reduce
su capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica y, por tanto.

mejora su selectividad para efectos periféricos. 11



Los cambios en la molécula de un farmaco pueden influir de manera notable su
distribucion y por ende su actividad farmacolégica. Por ejemplo, reemplazar el
oxigeno en el pentobarbital por un azufre produce tiopental y convierte la molécula
de un anestésico de accion moderadamente prolongada en uno de accion
ultracorta. La razén estriba en la liposolubilidad extrema del tiopental, que ie

permite entrar y salir del encéfalo con rapidez. 11

Las modificaciones estructurales también pueden influir el tiempo que un farmaco
permanece activo mediante alteraciones de su biotransformacién. La procaina
puede suprimir ciertas arritmias cardiacas, pero es un ester hidrolizado con
rapidez por el higado y las esterasa del plasma, lo que limita su valor. La simple
sustitucion del grupo ester por una amida genera la procainamida, con mayor

duracién de accién debido a su mayor resistencia a la hidrélisis. 11

Aunque existen excepciones a la regla (p.ej, sintesis de antagonistas del receptor
H, como cimeldina), en general, los farmacos nuevos no se producen como
resultado de programas demasiado razonados basados en el conocimiento

completo de relaciones entre la estructura y la actividad. 11

Por lo regular; el azar afortunado y la observacion fortuita lleva a identificar la
actividad farmacoldgica de una sustancia especifica. En afos recientes casi todas
las comparias farmacéuticas han desarrollado programas sistematicos, usando
modelos animales con valor predictivo conocido. a fin de evaluar sustancias
quimicas para actividades farmacologicas especificas. Por ejemplo, de este modo
se han desarrollado varios antidepresivos nuevos sin los efectos colaterales

anticolinergicos de los triciclicos. 11



Sin  embargo, recientemente un mayor conocimiento de Ja estructura
tridimensional de enzimas, receptores y otras macromoléculas brinda la posibilidad
de disefar moléculas sintéticas que pueden interactuar con sitios especificos en
estas moléculas blanco. Esta puede convertirse en una técnica cada vez mas

importante para el disefo racional de farmacos en un futuro cercano. 11

El patrén mas comun en el desarrollo de nuevos farmacos no es la invencién de
novo, sino mas bien el aprovechamiento de los efectos colaterales de farmacos ya
existentes. La sagacidad para aprovechar dichos efectos de sulfamidas condujo al
desarrollo de farmacos Utiles que no son agentes antibacterianos sino mas bien
diuréticos (inhibidores de anhidraza carbdnica y tiacidas) y agentes antidiabéticos

(sulfonilureas). 11

En Estados Unidos y Canada, todo medicamento no utilizado en clinica durante
suficiente tiempo y en cantidad suficiente para establecer de manera satisfactoria
su seguridad y eficacia debe definirse como famaco nuevo por las Regulations of
the Food and Drugs Act. Esta misma definicién también se aplica a toda forma o
uso nuevos para un medicamento que ya se halla en el mercado. Antes de que se
pueda administrar una sustancia a seres humanos, debe someterse a pruebas
para demostrar sus actividades farmacoldgicas y toxicolégicas in vitro y en

animales. 11

Las sustancias quimicas deben estudiarse de manera sistematica, segun el tipo de
farmaco en pruebas bioquimicas, fisiolégicas, conductuales y farmacologicas
disehadas para identificar sustancias con la actividad deseada. Si una sustancia
muestra tal efecto es posible proseguir con estudios mas detallados. Sin embargo,
se requiere una gran investigacion desde el descubrimiento inicial hasta el
producto terminado. Los quimicos pueden crear o aislar m&s de 5 000 sustancias

diferentes para encontrar un nuevo farmaco comercializable. 11



4. PRUEBAS DE TOXICIDAD.

Las pruebas preclinicas determinan las acciones farmacolégicas de los
medicamentos y también el mecanismo de accion, la especificidad del efecto y la
toxicidad. Puesto que todo farmaco tiene la capacidad de producir efectos téxicos,
se llevan estudios de toxicidad en animales de acuerdo con lineamientos bien
definidos. Las pruebas toxicolégicas se emplean para determinar la toxicidad de
los farmacos, de sus metabolitos o de ambos en varios sistemas bioldgicos para
hacer predicciones respecto a posibles riesgos en humanos. En general, las
pruebas de toxicidad consisten en estudios de toxicidad aguda, subaguda y
crénica disefiados para determinar efectos generales de los compuestos en
sistemas animales. También hay un requerimiento para evaluar los efectos del
farmaco sobre la reproduccion y su potencial carcinégeno o para provocar dafno
genético. La necesidad de practicar todas las pruebas toxicolégicas para una
nueva forma o uso de un farmaco existente es dudosa y con frecuencia motivo de

debate entre las agencias reguladoras y las companias farmacéuticas. 11

41 FACTORES DE RIESGO DE LAS REACCIONES ADVERSAS A LOS
MEDICAMENTOS.

Los factores de riesgo para las RAM incluyen la edad del paciente, las
enfermedades asociadas, la clasificacion de la medicacion que se administra y el
numero de medicamentos que se administra de manera simultanea. Las RAM
pueden ocurrir en cualquier grupo de edad, aunque son mas frecuentes en los
pacientes de mas de 65 afios. En el Harvard Medical Practice Study, el estudio
mas extenso realizado hasta la fecha sobre efectos adversos, revel6 que la mayor
incidencia de ellos se produjo en pacientes de 65 afios 0 mas. Classen y col.
Informaron hallazgos similares al encontrar que el indice de efectos adversos
causados por los farmacos era mas del doble en pacientes de mayores de 60

anos que en quienes aun no alcanzaban esa edad.1o
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Estos datos no resuitan sorprendentes dado que los pacientes mayores de 60
anos a menudo padecen varias enfermedades a la vez y necesitan de un numero
mayor de medicamentos y fisiolégicamente pueden eliminar los farmacos a

velocidades que son menores que las que ocurren en pacientes mas jovenes. 1o

La naturaleza y el grado de las enfermedades que requieren tratamiento
farmacoldgico también conforman factores de riesgo para el desarrollo de las
RAM. Resulta obvio que los pacientes que estan gravemente enfermos van a
necesitar las mayores dosis de medicamentos durante tiempos mas prolongados y

en particular si esas enfermedades asociadas involucran el higado y el rifidn. 1o

El nimero de medicamentos que se administra de manera simultanea es un factor
de riesgo importante en el desarrollo de las RAM. Es evidente que a medida que
aumenta el nimero de medicamentos administrados también lo hace el riesgo de
las RAM.10

Dentro de los factores responsables de [a aparicion de los efectos adversos se

pueden diferenciar los siguientes:
a) No propios del farmaco:
i. Intrinsecos del enfermo: Edad, sexo, caracteristicas genéticas que
modifican el patrén farmacocinético o la accién farmacodinamica, una
tendencia a la alergia, situaciones fisioldgicas y patoldgicas que modifican

también el patrén farmacocinético o la accion farmacodinamica. 1o

i. Extrinsecos al paciente: el propio médico y el ambiente.



Modificaciones farmacocinéticas, los numerosos factores farmacocinéticos que
pueden modificar la concentracién de un farmaco en los sitios activos y que

explican las variables respuestas interindividuales frente a una misma dosis. 1o

Algunos de estos factores son fisiologicos (p. ej., diferencias genéticas en los
mecanismos de metabolizacion), pero hay procesos patolégicos que pueden
alterar los mecanismos de absorcion, distribucion y eliminacién, provocando
incrementos excesivos de las concentraciones del farmaco en los liquidos
organicos. Por ello se debe prestar especial atencion a la aparicion de reacciones

adversas en los siguientes tipos de enfermos:

a) Enfermedad hepatica. En general suele requerirse un alto indice de lesion
parenquimatosa. En la mayoria de los casos disminuye la capacidad de extraccion
y de metabolizacién de los farmacos, por lo que las reacciones adversas
apareceran en aquellos que presentan un indice elevado de extraccion. Aparte de
la lesidn parenquimatosa por si misma, pueden influir, la reduccién del “ujo

hepatico y la reduccion de las proteinas plasmaticas. 10

b) Enfermedad renal. Se debe a un fallo en los mecanismos de secrecion o de
filtracién o de ambos. Pero, ademas, puede existir una alteraciéon en la capacidad

de unién a proteinas. 10

c) Enfermedad cardiaca. La insuficiencia cardiaca congestiva puede modificar la
absorcion gastrointestinal, a causa del edema de la mucosa o del menor flujo
esplacnico, la circulacion hepatica o ta perfusion renal, y el volumen de

distribucion. 1o

d) Variaciones farmacogenéticas. Pueden implicar cambios cuantitativos en los
procesos farmacocinéticos. 1o

3]
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Modificaciones farmacodinamicas. El estado fisiolégico y patolégico de una
persona pueden incrementar las respuestas a los farmacos, tanto respecto a la
unidad celular como en érganos y sistemas, dando origen a reacciones

adversas.1o

En algunos casos pueden deberse a modificaciones en el nimero de receptores,
pero en otros intervienen mecanismos muy vanados y no siempre bien conocidos.
Los ancianos, por ejemplo, muestran mayor sensibilidad a los efectos sobre el
sistema nervioso de los depresores centrales o de los anticolinérgicos, por

mecanismos independientes de los procesos farmacocinéticos. 1o

La alteracién de una funcion determinada puede significar un estado de
hipersensibilidad a los farmacos que actien sobre dicha funcion. Asi, en
enfermedades que cursen con reduccion de los factores de la coagulacién o con
determinada enfermedad vascular (Ulceras y varices), habra mayor riesgo de que
los farmacos anticoaguantes produzcan hemorragias. Las modificaciones
electroliticas propias de ciertas enfermedades pueden incrementar profundamente
la toxicidad de los compuestos digitalicos y antiarritmicos.11

Errores de medicaciéon y cooperacion del paciente. En la realidad, pocos
pacientes siguen correctamente las instrucciones de administracion de un
medicamento recomendadas por el médico. Quizas el factor mas importante que
determina la cooperacion del paciente sea la relacién que establece con su
médico. La confianza del paciente es necesaria, pues a medida que ésta aumente,
asi también aumentara la responsabilidad del médico para proveer su ayuda

profesional.1s



Efectos placebo. Estos se asocian con la toma de cualquier farmaco, inerte o no,
y se manifiestan frecuentemente con alteraciones del estado de animo y cambios
funcionales relacionados con el sistema nervioso autdonomo. Es necesario en este
aspecto hacer algunas distinciones: placebo puro es cualquier sustancia
esencialmente inerte (p. ejem., capsulas de lactosa, inyecciones de solucion
salina); placebo impuro se refiere a una sustancia con propiedades farmacolégicas
bien establecidas pero que se emplea a dosis insuficientes para producir un efecto

propio. 18

Edad. Es indispensable tomar precauciones especiales con los ninos, en
particular al administrar hormonas u otros farmacos que influyan el crecimiento y
desarrollo. Dadas las diferencias entre los volimenes relativos de fluidos
biologicos, menor union a las proteinas plasmaticas, inmadurez de las funciones
(Por ejemplo: renal y hepatica), de nifios prematuros o muy pequefos es forzoso
ajustar las dosis. Los ancianos pueden tener respuestas anormales por
incapacidad para inactivar o eliminar farmacos o por alguna patologia agregada. 1s

Sexo. En ocasiones las mujeres son mas susceptibles a los efectos de una dosis
dada del farmaco, quizé por tener menor masa corporal. Durante el embarazo,
particularmente en el primer trimestre, debe evitarse todo tipo de farmacos que

puedan afectar al feto. 13

Horarios de administracion. De particular importancia en la administracion oral
son los irritantes en las comidas, los sedantes o estimulantes en relacién con el
ciclo sueno-vigilia y los ritmos biologicos en general. En este contexto, la
cronofarmacologia, nueva rama de la farmacologia, estudia la interaccion entre los
ritmos bioldgicos y la respuesta farmacologica. Pueden existir diferencias hasta
del 100% en la intensidad del efecto medicamentoso a una misma dosis,

dependiendo del horano en la que el farmaco se administre. 17



Tolerancia. Se refiere a la disminucion del efecto farmacolégico después de la
administracién repetida de una misma dosis, o a la necesidad de aumentar la
dosis para obtener el mismo efecto farmacoldgico que se conseguia al iniciar el
tratamiento. Cuando ésta aparece puede existir también tolerancia cruzada por

los efectos de farmacos semejantes que interactuan con el mismo sitio receptor. 17

Variables fisiolégicas. El balance hidroelectrolitico, el equilibrio acido-basico. la
temperatura corporal y otras variables fisiolégicas son capaces de alterar el efecto

farmacolégico. 17

En los casos de alergia medicamentosa es critico realizar un interrogatorio
cuidadoso del paciente y sus familiares para detectar oportunamente esta
posibilidad y evitar la administracion del alergeno (sustancia que produce la
alergia). Aunque en algunas ocasiones es posible una desensibilizacion, ésta solo
puede intentarse para un caso preciso y sabiendo que los efectos son rara vez
permanentes (la alergia puede reaparecer). En caso de sospechar alergia es
necesario tener a la mano antihistaminicos, antiinflamatorios y adrenalina. 17

Entre los casos de idiosincrasia farmacolégica (reactividad anormal a un
farmaco genéticamente determinada), encontramos varios tipos de respuestas:
efectos irregularmente prolongados, mayor sensibilidad al farmaco, efectos
totalmente nuevos, capacidad de respuesta disminuida, distribucién anormal del
agente en el organismo, etc. La base genérica de estas alteraciones incluye las
deficiencias enzimaticas, la produccion de proteinas anormales, moléculas

transportadoras alteradas o receptores modificados estructuralmente. 17
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Los casos de resistencia adquirida (estado de insensibilidad o sensibilidad disminuida a
farmacos que en general producen inhibicién del crecimiento o muerte celular) que se
observan frecuentemente con antibiéticos, en particular en el medio hospitalario, deben ser

tratados en forma especial. zs.

Finalmente, mencionemos la tolerancia y la dependencia fisica que se advierte en casos de
agentes que afectan la funcién cerebral y mental (los llamados psicotrépicos) y que pueden

asociarse a cuadros de abstinencia potencialmente peligrosos para el sujeto. zs

b) Propios del farmaco:

i. Debido a sus propiedades: Efectos secundarios, colaterales y efectos toxicos del

farmaco o su metabolito. 28

ii. Interacciones de farmacos. 23

¢) Mal uso del farmaco.

Por lo general son predecibles y evitables. Pueden afectar el érgano diana u otros érganos.
28
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Tabla 1. Factores que modifican el efecto farmacolégico.

DOSIS PRESCRITA

» Cooperacion del paciente

« Ermores de medicacién

DOSIS ADMINISTRADA

« Ritmo y magnitud de la absorcion
« Tamafo y composicion corporal

« Distribucion en fluidos biologicos
o Unidn en plasma y tejidos

» Ritmo de eliminacién

CONCENTRACION EN
EL SITIO DE ACCION

o Variables fisiologicas

« Factores patoldgicos

« Factores genéticos

» Interaccién con otros farmacos

» Desarrollo de tolerancia

INTENSIDAD DE
EFECTO

» Interaccion farmaco-receptor
« Estado funcional

o Efectos placebo




Estos factores capaces de modificar el efecto farmacolégico son de indole farmacocinética o
farmacodinamica relativas al sujeto. No debemos olvidar que las interacciones
medicamentosas son otra fuente potencial de cambios de la respuesta al tratamiento
médico. El uso de varios farmacos al mismo tiempo es una practica relativamente habitual y
en ocasiones esencial para lograr la mejoria del paciente. El médico debe cerciorarse de

que la combinacién prescrita no dara lugar a interacciones indeseables entre los farmacos.
28

4.2 PRUEBAS PRECLINICAS DE NUEVOS FARMACOS.

Antes de que se pueda administrar una sustancia a seres humanos, debe someterse a
pruebas para demostrar sus actividades farmacolégicas y toxicologicas in vitro e in vivo. Las
sustancias quimicas deben estudiarse de manera sistematica, segun el tipo de farmaco en
pruebas bioquimicas, fisiolégicas, conductuales y farmacolégicas disefiadas para identificar

sustancias con la actividad deseada (esperada). s

Si una sustancia muestra tal efecto es posible proseguir con estudios mas detallados. Sin
embargo, se requiere una gran investigaciéon desde el descubrimiento inicial hasta el

producto terminado. s



El nuevo farmaco activo se prueba en animales y humanos conforme a la

secuencia que se muestra en la Figura 3. s

SOLICITUD PARA
INVESTIGAR UN NUEVO
FARMACO

SOLICITUD DE UN

NUEVO FARMACO

CERTIFICADO DE
CUMPLIMIENTO

RETIRO DE LA
CLASIFICACION DE
UN FARMACO NUEVO

Las pruebas preclinicas determinan

las acciones farmacologicas. de

los

medicamentos y también el mecanismo de accion, la especificidad del efecto y la

toxicidad. s

30



Puesto que todo farmaco tiene capacidad de producir efectos téxicos, se llevan
estudios de toxicidad en animales de acuerdo con lineamientos bien definidos. Las
pruebas se emplean para determinar la toxicidad de los farmacos, de sus
metabolitos o de ambos en varios sistemas bioldgicos para hacer predicciones

respecto a posibles riesgos en humanos. s

En general, las pruebas consisten en estudios de toxicidad aguda, subaguda y
cronica disefados para determinar efectos generales de los compuestos en
sistemas animales. También hay un requenmiento para evaluar los efectos del
farmaco sobre la reproduccién y su potencial carcinégeno o para provocar dano

genético. s

Los estudios de toxicidad aguda son los que implican administracién de una sola
dosis, 0 unas pocas a intervalos iguales, en un periodo de 24 horas. Los estudios
de toxicidad a largo plazo (subaguda y crénica) son los que implican
administracion diaria de la sustancia durante periodos que comprenden desde
unos pocos dias hasta varios afos. En general, es necesario realizar pruebas en
animales al menos en tres especies de mamiferos {(una de las cuales debe ser no
roedor). s

Primero se determina la dosis letal media aguda (posologia uUnica) (DLsg),
Después, una serie de pruebas usando esta dosis por diferentes vias proporciona
el intervalo de posologia letal y el intervalo no toxico para varias especies y cierta
indicaciéon de una dosis aproximada que ha de emplearse en seres humanos. Al
mismo tiempo se estudian la absorcion, distribucion, metabolismo y eiiminacion del

farmaco. s
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Los estudios de toxicidad a largo plazo intentan determinar los efectos sobre la
conducta, fisiologicos e histopatolégicos, cuando el farmaco se administra de
manera repetida, se determina la relacion entre dosis y respuesta de estos, es
importante identificar con claridad el 6rgano blanco de la toxicidad, la reversibilidad

y los factores que influyen la toxicidad (como género, edad, estado nutrimental). s

La administracion de un farmaco por primera vez a humanos en gran medida se
basa en los datos obtenidos en animales y, por lo tanto, depende de que se crea
que su toxicidad o la faita de ella, demostrada en animales, es relevante para los

seres humanos. s

Sin embargo, las decisiones acerca de casos especificos son inciertas. Asi, lo
comun es tomar decisiones conservadoras y la apariciéon de cualquier toxicidad
grave en animales casi puede considerarse como evidencia suficiente para

rechazar la administracion del farmaco a humanos. s

Esta decision puede ser erronea, puesto que algunas formas de toxicidad son
especificas de la especie, y es probable que en ocasiones, farmacos nuevos
potencialmente Utiles sean rechazados de manera innecesaria. Por el contrario,
las pruebas toxicolégicas en animales en general predicen bien la toxicidad
relacionada con dosis en humanos, en tanto que reacciones adversas a
medicamentos no relacionadas con la dosis (alérgicas o determinadas
genéticamente) no se detectan en las pruebas toxicologicas tradicionales. En
consecuencia, la administracion de un farmaco por primera vez a un ser humano

aun implica cierto rnesgo. que debe considerarse con todo cuidado. s
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4.3 ESTUDIOS CLINICOS

Cuando el nuevo compuesto pasa la evaluacién previa, se puede efectuar la
investigacion clinica. El fabricante debe llenar una soficitud para investigar un
nuevo farmaco en la oficina reguladora respectiva y solicitar autorizacion para
distribuir el famaco a investigadores calificados para que realicen estudios
clinicos que permitan obtener suficiente evidencia respecto a dosis, eficacia y

seguridad del nuevo farmaco en seres humanos. s

La solicitud preclinica debe contener la siguiente informacién: objetivos de las
pruebas clinicas propuestas; nombre del farmaco, estructura quimica y origen del
nuevo medicamento; datos sobre su toxicidad, farmacologia y biogquimica
(metabolismo de la sustancia), contraindicaciones y precauciones, tratamiento que
se sugiere en caso de sobredosis; los métodos, equipo, planta industrial y
controles empleados en la manufactura, procesamiento y empaque del nuevo
farmaco; pruebas de potencia, pureza y seguridad; nombre y acreditaciones de los
investigadores; y las instituciones donde se llevaran a cabo los estudios. Una vez
aprobada la solicitud, el farmaco se distribuye con una etiqueta que establece que
es una sustancia de investigacibn que sélo deben usara investigadores

calificados. 8

Estudios de fase l. En estos estudios se administra el farmaco por primera vez a
seres humanos; en general se efectuan después de concluir los estudios
farmacolégicos y toxicolégicos en animales. El medicamento bajo investigacion se
administra a voluntarios saludables primero en dosis simple, creciente, y luego se
administra varias veces para cubrir el intervalo de uso terapéutico. Estos estudios
se llevan a cabo sélo para obtener datos acerca de la seguridad y farmacocinética,
puesto que los sintomas relevantes sobre los cuales debe probarse la eficacia
raras veces se presentan en voluntarios saludables. s
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La selecciéon de la dosis humana inicial es dificil. Como se hizo notar antes,
estudios en animales acerca del metabolismo y toxicidad de farmacos (p. ej., DLso)

son de utilidad limitada para seleccionar esta dosis. s

Una regla comun es iniciar con un quinto o un décimo de la posologia maxima
tolerada (mg/kg) en la especie animal mas sensible, asumiendo un peso corporal
promedio en el humano de 70 kg. A continuaciéon, se administra el farmaco
incrementando la dosis gradualmente hasta alcanzar la cantidad terapéutica eficaz

estimada o que se desarrollen efectos colaterales. s

El protocolo suele implicar seis a nueve personas en cada nivel de dosis. Se
emplean técnicas placebo y doble ciego. Estudios de tolerancia a varias
posologias en general se efectian en voluntarios saludables, pero mas aceptable

desde el punto de vista ético, y también mas eficiente, es realizado en pacientes. s

Los individuos que participan en la fase | son hospitalizados y se ejerce sobre ellos
vigilancia intensa, incluyendo evaluaciones como examen fisico diano vy
determinaciones de presion arterial, pulso, ECG, EEG, y pruebas para evaluar -
higado, rifon y toxicidad hematoldgica. En la fase | es raro un suceso adverso
grave. Por ejemplo, en 805 estudios efectuados entre 1964 y 1976 en 29000
individuos, sélo se presentaron 55 casos de reacciones adversas graves,

comprobadas atribuibles al farmaco. s

Estudios de fase ll. En estos estudios se administra por primera vez el farmaco a
pacientes. Debe evaluarse la eliminacion de la sustancia, puesto que el
metabolismo de los pacientes puede ser diferente al de sujetos saludables. Estos
estudios se dividen en fases temprana y tardia. Los ensayos tempranos de fase |l
implican administracién del fafTmmaco a pacientes para observar los posibles

beneficios terapéuticos y efectos colaterales. s
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Se intenta establecer el intervalo de dosis para estudios terapéuticos mas
definitivos. Los ensayos tardios de fase i tienen por objeto establecer la eficacia
del farmaco para reducir las manifestaciones de la enfermedad especifica y
comparar su eficacia y efectos colaterales con los de otros que se hallan en el

mercado empleados con propositos similares. s

Estudios de fase Ill. Estos estudios incluyen ensayos clinicos doble ciego,
aleatorios y controlados sobre un nimero suficiente de pacientes para obtener
datos que permitan la evaluaciéon estadistica de la eficacia y seguridad del

farmaco. s

Los procedimientos para evaluar la toxicidad clinica son similares a los empleados
en la fase |. Sin embargo, los estudios de fase Ill proporcionan mejor informacion

debido al tamafio mucho mayor de la muestra. s

Si los estudios en seres humanos indican que el compuesto puede ser un agente
terapéutico eficaz y seguro, el fabricante puede llenar una solicitud para un nuevo

farmaco (SNF) en la oficina reguladora, solicitando permiso para comercializado. s

La SNF debe contener informacion adicional, como: datos en humanos que
demuestran eficacia, uso que se recomienda; seguridad para ese uso; resultados
de estudios adicionales en animales; nombre registrado que se propone, nombre
quimico y descripcién; lista de todos Ios ingredientes; monografia del producto,
etiquetas e impresos insertados en el paquete, y muestras del producto terminado

del nuevo farmaco. Con frecuencia una SNF contiene miles de paginas. s

Los datos son revisados por dictaminadores y asesores extemos. Las SNF no
siempre se aprueban después de la primera entrega de datos y puede requerirse
informacién adicional o aclaraciones. Si la documentacion es aceptable para la

oficina reguladora, entonces la autoridad firma un Certificado de cumplimiento. s



Este documento indica que la oficina encuentra satisfactorio el contenido de la
SNF y que cumple con las regulaciones. El farmaco puede entonces entrar al

mercado con la clasificacion de farmaco nuevo. s

Estudios de fase IV. Estos estudios se realizan después de que se autonza la
comercializacion del farmaco. Se vigilan los efectos del fatmaco en los afnos
inmediatos después de su ingreso al mercado, cuando su uso amplio puede dar
lugar al descubrimiento de efectos colaterales relativamente raros, toxicidad
crénica que sélo se desarrolla luego de muchos afos de exposicién (p. ej..
cancer), interacciones farmacolégicas previamente desconocidas o posibles usos
terapéuticos nuevos o el desarrollo de recomendaciones para dosis mas

apropiadas. s

El medicamento puede permanecer con la clasificacion de farmaco nuevo por
varios anos hasta que la oficina reguladora se asegura de que se ha acumulado
suficiente informacién adicional acerca de su uso general para justificar que se
libere de los rigidos controles aplicados a los farmacos nuevos. En tanto el
producto conserve su calidad de farmaco nuevo, se espera que el fabricante

comunique toda nueva informacion respecto a seguridad o eficacia. s

La oficina reguladora se reserva el derecho de suspender el certificado de
cumplimiento cuando es de interés publico proceder de ese modo debido a
hallazgos como faita de eficacia o toxicidad frecuente o grave. Por tanto. el estudio
del desempeno de un nuevo farmaco no termina con su aprobacion e ingreso al
mercado. Los médicos deben evaluar de manera continua y critica los efectos

clinicos de sustancias viejas y nuevas. s
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5. METODOLOGIA.
5.1 INDUCCION DE LAS REACCIONES ADVERSAS.

Primero se formaron los lotes mediante una distribucién al azar y se les dio un
tiempo de aclimatacion a los animales de laboratorio en el bioterio. Fueron
divididos en cuatro lotes(D4, D,, D3 y el lote control),cada lote lo formaron 6 ratas,
este procedimiento se hizo para cada farmaco a estudiar.

Los fam€mmacos analizados fueron el LQM 311 (Bismorfolinico) y el LQM502 una
Hidrazina estos se obtuvieron por sintesis organica en el area de Postgrado de la
FESC-1 preparandose para su administracién por via oral de la siguiente manera,
se pesaron 15 mg de cada farmaco, estos se aforaron con aceite de maiz mas 3 o
4 gotas de dimetil sulfoxido en un matraz de 10 ml, obteniendo de esta manera la
solucién stock.

De la solucién stock se tomaron 0.1, 0.2 y 0.3 ml, estas alicuotas se aforaron en
un matraz de 5 ml de manera individual obteniendo las tres dosis a trabajar 0.075
mg/Kg, 0.15 mg/Kg y 0.225mg/Kg, este procedimiento se realizo cada tercer dia
para evitar cambios en las moléculas. La DEs; de ambos farmacos es de 0.05
mg/Kg y se prepararon las dosis mencionadas por triplicado.

Una vez que se prepararon las tres dosis de cada farmaco se continuo con la
administracibn a los animales de laboratorio (ratas winstar machos) su
correspondiente dosis a cada lote y de la misma manera se administraron con
aceite de maiz mas dimetil sulfoxido los lotes control, esto con la ayuda de una
sonda oral. Cada semana fueron sacrificados 2 animales por lote para obtener ios
érganos de interés. Previo a su sacrificio los animales fueron anestesiados con
éter etflico en una campana de vidrio.
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Los animales utilizados en el presente proyecto fueron pesados todos y cada uno
de ellos por lote semanaimente en una balanza granataria, y de estos resuitados
se obtuvo un promedio en peso representativo de cada lote con el objetivo de
apreciar si la administracién de las moléculas a los individuos pertenecientes a el
lote LQM 502 y a los del LQM 311, les producia aigin efecto u alteracion
fisiolégica que pudiera repercutir directamente en el peso de los animales y que al
comparalos con los pesos promedio de los animales pertenecientes a el lote

control evidenciara dicha alteracion.

5.2 PERFUSION INTRACARDIACA

Una vez que el animal estaba bajo anestesia general, con la ayuda de un equipo
de venoclisis de 2 vias que contenia por un lado SSF para sustituciéon parcial de
sangre por SSF y por el otro reactivo de Bouin como reactivo fijador; se realizo
una incisién a lo largo del térax de la rata para poder realizar la puncion en el
ventriculo izquierdo y de esta manera aprovechar al maximo el latido cardiaco
como bomba para poder perfundir la SSF y después el reactivo de Bouin, al
mismo tiempo se hace una incisién en uno de los miembros pelvianos del animal,
en el cual se localiza una vena de gran calibre femoral, para ocasionar una
hemorragia y de esta manera, tanto la SSF como el reactivo fijador pudieran llegar
a todos los érganos y se pudieran fijar adecuadamente para evitar la autolisis de

los tejidos.

Después de la fijacion se extrajeron los 6rganos de interés (Higado, Rifiones,
Intestino delgado y estdmago) se tomo una area representativa de cada organo
que se lavo en seguida con agua corriente en forma indirecta con la finalidad de
eliminar el exceso de fijjador y evitar la formacion de cristales; estos fueron
colocados en un frasco perfectamente etiquetados y que contenian reactivo de

Bouin. A las 24 horas se les cambio el reactivo de Bouin por alcohol al 70% (1:9).
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Una vez que obtuvimos las muestras por medio del método de perfusion
intracardiaca se obtuvieron los cortes histologicos de la siguiente manera: Primero
se obtuvo una muestra mas pequena representativa de cada 6rgano (se cortaron
con bisturi); después se deshidrataron las muestras en concentraciones
crecientes de etanol desde 70% hasta el alcohol absoluto (100%) esto con la

ayuda de un microondas para acelerar el proceso.

Continuamos con la aclaracién de las muestras; el etanol que estaba presente en
los tejidos fue sustituido por un liquido miscible llamado estireno. Posteriormente
las muestras fueron colocadas en recipientes que contenian parafina para uso
histologico a 60°C (punto de fusién) con el fin de evaporar el estireno, esta etapa

es conocida como infiltracién.

Se realizdo entonces la inclusion, se colocaron las muestras en recipientes
cubicos y rectanguiares, los cuales fueron llenados con parafina fundida y se

dejaron solidificar a temperatura ambiente.

CORTE

Los bloques de parafina con las muestras de tejido incluidas fueron cortadas con
la ayuda de un aparato llamado micrétomo, el cual cuenta con una cuchilla de
acero que nos pemitié realizar cortes entre 4 y 8 pm de espesor, ideales para la

observacion histolégica.
MONTAJE

Los cortes obtenidos con el micrétomo se extendieron sobre agua caliente a 40°C

que contiene grenetina diluida para que los cortes se adhirieran al portaobjetos.
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COLORACION

Por dltimo la coloracién de las muestras se efectué en un tren de tincion de

Hematoxilina-Eosina de la siguiente manera:

1) Desparafinar en xileno

2) Desparafinar en xileno

-3) Rehidratar en alcohol absoluto
4) Rehidratar en alcohol al 96%

5) Rehidratar en alcohol al 90%

6) Rehidratar en alcohol al 80%

7) Rehidratar en alcohol al 70%

8) Lavar en agua corriente

9) Aplicar colorante hematoxilina de Harris
10)Lavar en agua corriente
11)Lavar en agua amoniacal

12) Decolorar en alcohol acido
13)Lavar en agua corriente

14)A aplicar colorante eosina
15)Lavar en agua coiriente
16)Deshidratar en alcohol al 96%
17)Deshidratar en alcohol al 96%
18)Deshidratar en alcohol absoluto
19)Deshidratar en alcohol absoluto
20)Aclarar en xileno

21)Mantener en xileno limpio

5 min

5 min

5 min

5 min

5 min

5 min

5 min

2 min
5-10 min
2 min

2 min
5-30 seg
AZUL INTENSO.
3-5 min.
5 min.

5 min

5 min

5 min

5 min

5 min

5 minutos minimo.
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5.3 ANALISIS HISTOLOGICO MEDIANTE MICROSCOPIA OPTICA.

La coloracion de hematoxilina—eosina es la mas empleada en el laboratorio de
histologia. En esta coloracion las estructuras basofilas (nucleos celulares) se tinen
con la hematoxilina y por lo tanto se colorean con una tonalidad que va de azul
marino a morado. Las estructuras restantes (cuerpos celulares) se tifien con la

eosina observandose de una tonalidad rosa, rojo o naranja.

Una vez tenidas las muestras, se realizo la lectura de cada laminilla

correspondiente a los diferentes 6rganos y dosis.

a. Se enfoco con el objetivo de 10 X para examinar el corte completo y las
condiciones del 6rgano en general y se hicieron las anotaciones respectivas

de o observado.

b. Con el objetivo de 40 X en el cual se pueden observar posibles
anormalidades del tejido a nivel celular, descartando los posibles emrores de
corte o tincién llamados artefactos, esta observacion se hizo cubriendo
toda la muestra campo por campo, cuando se detecta algo extraiio, sin
perder el campo pasamos al objetivo de inmersién para observar a detalle
la morfologia celular y los probables dafios detectados para después
anotarlo en la bitadcora, repetimos esto hasta terminar de observar por
completo la muestra.

c. Se seleccionaron las laminillas que contenian los danos mas
representativos en los érganos en estudio pertenecientes a los animales de
laboratorio tratados con las moléculas a prueba y de los no tratados

tambien (control); se tomaron las fotografias a diferentes aumentos.
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IFIGURA 4. DIAGRAMA DE FLUJO DE LA METODOLOGIA.

Formar 4 lotes al azar, de
6 ratas cada uno.

D, | | D: | Control. ‘
| [ [ I
Dosis 0.075 Dosis 0.15 Dosis 0.225 ‘Aceite de
mg/Kg mg/Kg mg/Kg maiz.

{1

Administrar diario
por via oral durante
3 semanas.

Il

Pesar a los animales
1 vez por semana.

{1

Sacrificar 2 animales
por semana de cada

lote.

11

Perfusion
Intracardiaca.

11

Extraer 6rganos y
tomar la muestra.

1l

Inclusion en parafina.

11

Hacer cortes en el
micrétomo.

T
!
=~

Moniaje v Tincién.
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6. RESULTADOS.

A continuacion se presenta la grafica del cambio registrado en el peso por semana
de los animales que fueron administrados por el farmaco LQM 311.

220
210

PESO EN 200
GRAMOS 190

180
170

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3
SEMANAS

Gréfica 1. Comrespondiente a e! promedio en peso registrado por semana de los
animales tratados con LQM 311 en tres semanas de administracion por via oral, en

donde podemos observar el incremento promedio de 15 g semanalmente de los
animales .
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En la grafica 2 podemos observar el incremento de aproximadamente 14 g en el
peso por semana de los animales que pertenecen a el lote tratado con el farmaco
LQM 502, estos también fueron administrados por via oral.

220
210
PESO EN %g
o B 180
170

160

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3
SEMANAS

Grifica 2. Los datos gratificados representan al promedio en peso de los animales
tratados con LQM 502 en las tres semanas de administraciéon.

La grafica nimero 3 representa el cambio en el peso promedio de los animales
agrupados en el lote denominado control, en donde podemos observar un
incremento semanal de aproximadamente 13 gramos.

220
210
PESO EN 200
GRAMOS 190
180
170
SEMANA SEMANA SEMANA
1 2 3
SEMANAS

Grifica 3. Representa el promedio en peso de los animales que pertenecen al lote
control contra el periodo de administraciéon expresado en semanas.



En el laboratorio de histopatologia se lievo a cabo un diagnostico con base a las
alteraciones que presentaron los tejidos de los 6rganos de los animales que fueron
administrados con los farmacos en estudio LQM 502 e LQM 311 asi como de los

llamados control.

Mediante el uso de la técnica histologica de inclusion en parafina, la tincion H-E se
lograron obtener muestras permanentes para hacer el diagnostico y a través de un
lente fotografico adaptado al microscopio optico se pudieron obtener fotografias de
los tejidos en estudio pertenecientes a los animales sacrificados después de la
administracién de las moléculas LQM 311 y LQM 502 asi como de los control. A
continuacién se presentan una serie de fotografias en donde podemos observar
los tejidos de los 6rganos que pertenecen y representan las caracteristicas de una
muestra control comparada con alguna de las muestras que presento alguna de
las alteraciones o anormalidades detectadas mds representativas de los darios

ocasionados por los farmacos en estudio.



La figura nimero 5 corresponde a un corte de la superficie de la mucosa gastrica
con 40x en donde podemos observar el epitelio superficial del estomago (ES) con
su amquitectura normal conservada, también se observan células parietales (CP).

AR

~ ,}l_}’

-
.
-
-
E

.“ﬂ' . i &

Fig. 5) Corresponde a un corte de el borde de la mucosa del estémago de una
rata control enfocada a 40 X, tincién HE.




La figura 6 corresponde a un corte de la superficie de la mucosa gastrica con 40x
se muestra erosion del epitelio (EE) de la parte superficial de la mucosa, y
desprendimiento de las células epiteliales superficiales (DCE) que se encontraban
adelgazadas; también se aprecio hipersecrecion de moco (HM), esto se observo y
fue significativo en las ratas administradas por el faftmaco LQM 311 en las dosis
0.15 mg/Kg y 0.225 mg/Kg, y en los administrados con LQM 502 con la dosis 0.15
mg/Kg.

Fig. 6) Corresponde a un corte de ¢l borde de la
mucosa del estémago de una rata tratada con LQM
311,240 X, tincién HE.
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La figura 7 corresponde a un corte histoiogico de higado de un animal del lote
control en donde podemos observar la arquitectura tipica de los hepatocitos (H)
con su nuicleo esférico y de cara abierta (NE), el nucleolo muy evidente, también
se aprecian los sinusoides (S) caracteristicos del 6rgano con su arquitectura
normal.

Fig. 7) Corte de higado de una rata control a 100 X, tincién HE.
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Por otro lado la figura 8 corresponde a un higado de los animales fratados con la
molécula LQM 311 en donde podemos observar que los sinusoides hepaticos no
se observan debido a que los hepatocitos estan hinchados, los nicleos de los
hepatocitos han perdido su arquitectura nomrmal es decir tienen forma irregular (NI)
y la cromatina esta condensada casi son nicleos picnoticos (P), esta lesion se
observé tanto en los animales administrados con el farmaco LQM 311 como en los
tratados con el LQM 502 en todas las dosis, es preciso mencionar que esto no se
encontr6 generalizado en los cortes explorados solo se encontré en areas
aisladas.

Fig. 8) Corresponde a un corte de higado de una rata tratada con LQM 502, 100
X, tincién HE.
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La figura 9 comresponde a un corte de Intestino Delgado con 10 x podemos
observar ligera destruccion de la porcion apical de las vellosidades (DA) esto se

observo tanto en las ratas control como en las tratadas.

A

o
3
=

Fig. 9) Corresponde a un corte de Intestino Delgado de una rata tratada con
LQM 311 enfocado a 10 X, tincién HE.
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En la figura 10 se observa una fotografia de intestino delgado de el lote control en

donde se aprecian las vellosidades (V), el epitelio (E), lamina propia (LP).

Fig. 10) Corresponde a un corte de Intestino Delgado de una rata control enfocado
a 10 X, tincion HE.
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La figura 11 corresponde a un corte de una vellosidad intestinal con 40 x en donde
se aprecié desprendimiento del epitefio (DE) y una respuesta inflamatoria {RI)
importante localizada en los cortes de las ratas que fueron administradas con los
dos farmacos de el presente estudio (LQM 311 y LQM 502) en todas las dosis, el
desprendimiento del epitelio se debe probablemente a la técnica utilizada para la
deshidratacion que se realiz6 en microondas debido a que también las muesfras

control lo presentaron en gran nimero.

|

Fig. 11) Corte de Intestino Delgado de una rata tratada con LQM 502, a 40 X,
tinciéon HE.
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La figura 12 pertenece a un corte de rifibn de una rata control con 100 x en donde
podemos observar un glomérulo (G), la capsula de Bowman (CB) que se aprecia
claramente y los tibulos renales (TR) en condiciones nommales, conservando la
arquitectura tipica del rifion.

Fig. 12) Corresponde 2 un corte de riiién de una rata control enfocado a 100 X,
tincion HE.
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La figura 13 comresponde al rifion con 100 x de un animal tratado con el farmaco
LQM 311 en la cual se observa el giomérulo inflamado (glomenulitis) (GL) por lo
que la capsula de Bowman no se aprecia, el espacio esta ocupado por el
glomérulo hinchado, los tabulos (TR) se observan normales, esto fue significativo
en los animales administrados con LQM 311 en las tres dosis manejadas y con
los administrados con el farmaco LQM 502 unicamente la dosis de 0.075 mg/Kg.

Fig. 13) Corresponde a un corte de Riiién de una rata tratada con LQM 311, a 100
X, tincién HE.
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En la tabla 2 se encuentran resumidos los cambios histopatoldgicos expresados

en porcentaje encontrados en el estdbmago de los animales tratados con la

molécula LQM 311

en las tres dosis diferentes y de los control, en la que se

identifica principalmente una agresion al estébmago manifestada como erosién del

epitelio (ulcera) de tipo leve asi como congestion en mucosa e Hipersecrecion de

moco, en estos resultados no se muestra todavia el analisis estadistico

corresponde unicamente a el porcentaje de los animales que presentaron estas

alteraciones.

ESTOMAGO
Dosis. Erosion del epitelio. | Hipersecrecion de | Congestion en
moco. " | mucosa.
0.075 mg/Kg 66.66% 66.66%
0.15 mg/kg 83.33% 50% 16%
0.225 mg/Kg 100% 66.66% 83.33%
Control. 50% 75% 37.5%

Tabla 2). Porcentaje de los animales que presentaron alguna aiteracion o anommnalidad en

el estdmago provocado por la administracién de LQM 311 en las tres dosis manejadas y

comparadas con los del lote control.
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La tabla niumero 3 nos muestra las alteraciones tisulares ocasionadas por el
farmaco LQM 311 a el intestino delgado en donde podemos enlistar
hipersecrecion de moco, presencia abundante de células inflamatorias como
linfocitos y macréfagos principalmente, congestién y destruccion apical, es
evidente que la destruccion apical de las veliosidades y la hipersecrecion de moco
se encontraron en altos porcentajes tanto en las tratadas como en las control por
lo que no se puede asegurar que dichos danos pudieran haber sido ocasionados

por el farmaco administrado.

INTESTINO DELGADO

Dosis. Destruccioén Hipersecrecion | Células Congestion.
apical. de moco. inflamatonas.
0.075 mg/Kg 50% 83.33% 66.66% 16%
0.15 mg/kg | 50% 33.33% 66.66% 16%
0.225mg/Kg | 50% 66.66% 50% | N
Control. 50% 75% 125% 12.5%

Tabla 3). Porcentaje de animales que en el andlisis histopatolégico presentaron alguna
alteracion o anormalidad en el tejido de intestino delgado provocado por la administracion
de LQM 311 en las tres dosis manejadas y del lote control.
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El higado fue uno de los 6rganos mas afectados por la administracion de el
farmaco LQM 311, siendo la presencia de nucleos irregulares en los hepatocitos y
la picnosis una de las lesiones mas constantes localizadas como lo muestra la

tabla 4.
HIGADO
Dosis. Nucleo Citoplasma Hepatocitos Picnosis.
iregular vaciado hinchados.
0.075mg/Kg [83.33% 66.66% 50% 16%
0.15 mg/kg 83.33% 33.33% 16% 16%
0.225 mg/Kg |50% 33.33% 16% 33.33%
Control. 25% 25% 12.5% 0%

Tabla 4). Porcentaje de animales que a la lesion

histopatolégica presentaron alguna
alteracion o anommalidad en higado provocado por la administracién de LQM 311 en las
tres dosis manejadas y de los animales control.
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En la tabla 5 podemos observar los dafos histopatolégicos encontrados en el

rifidn, tales como ia glomerulitis y la salida de liquido a tubulos renales (SLT), que

fueron los mds significativos y frecuentemente encontrados en los cortes

histolégicos de este tejido.

RINON
Dosis. Glomerulitis Destruccién Congestion SLT
glomerular.
0.075 mg/Kg |83.33% 50% 50% 33.33%
0.15 mg/kg 66.66% 66.66% 33.33%
0.225 mg/Kg |83.33% 33.33% 66.66% 33.33%
Control. 25% 37.5% 87.5% 12.5%

Tabla 5). Porcentaje de animales que en el estudio histopatologico presentaron alguna

alteracion o anormalidad en el rifién provocado por la administracién de LQM 311 en las

tres dosis manejadas y de los animales control.
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El analisis estadistico realizado nos demuestra si fue o no significativo el dafo
tisular encontrado en los diferentes o6rganos en estudio, aparentemente
provocados por la administracion de los farmacos en investigacion, como lo son el

LQM 311 al compararlos con los resultados de fos pertenecientes a el lote control.

Después de realizar un analisis estadistico empleando una prueba de hipotesis
por diferencia de proporciones estimados con un 95% de confianza se obtuvieron

los resultados siguientes.

LaMm 311
i HIGADO RINON ESTOMAGO[I.D

Dosis. | N1 CV H.H |Picnosis. | Glomerulitis. E.E C.l
0075 | 95% | 95% | 95% | 95% 95% 95%
mg/Kg
015 | 95% 95% 95% 95% 95%
mg/kg :
0225 | 95% 95% 95% 95%
mg/Kg

Tabla 6} Muestra los resultados significativos después del analisis estadistico empleado
para la molécula LQM 311 con un 95% de confianza, los espacios en blanco también
presentaron dichas reacciones pero en el tratamiento estadistico no resultaron
significativos. En donde N.I = Nucleo Iregular en los Hepatocitos , C.V= Citoplasma
Vaciado en Hepatocitos, H.H= Hepatocitos Hinchados, E.E= Erosion del Epitelio en
Estomago y C.= Presencia de Células Inflamatorias principalmente linfocitos y

macréfagos en el Intestino Delgado.




La tabla 7 representa las alteraciones titulares expresadas en porcentaje
encontradas en Estdmago de los animales tratados con el farmaco LQM 502 en
las tres dosis diferentes y de los animales control, en la cual se identifico
principalmente una agresion al estdmago manifestada como erosién del epitelio
(ulcera) de tipo leve asi como congestion en mucosa e Hipersecrecion de moco,
en estos resultados no se muestra todavia el analisis estadistico son Unicamente

el porcentaje de los animales que presentaron estas alteraciones.

ESTOMAGO |
Dosis. Erosion del epitelio. | Hipersecrecion de | Congestion en|
| moco. mucosa. \
0.075 mg/Kg 66.66% 50% |
0.15 mg/kg 83.33% 83.33% 66.66%
0.225 mg/Kg 66.66% 83.33% 66.66%
Control. 50% 75% 37.5%

Tabla 7). Porcentaje de animales que en el analisis histopatolégico presentaron alguna
alteracion o anommalidad en el estomago provocado por la administracion de LQM 502 en

las tres dosis manejadas y de los animales control.
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En la tabla 8 podemos observar los dafos causados por la administracion de el

farmaco LQM 502 a nivel de intestino delgado principalmente la fraccion del

yeyuno en donde apreciamos una reaccion de tipo inflamatoria manifestada por la

presencia de células como linfocitos y macréfagos, la destruccién apical de las

vellosidades e hipersecrecién de moco parecen no ser significativas debido al alto

porcentaje también encontrados en los lotes control.

INTESTINO DELGADO

Control.

Dosis. Destruccion Hipersecrecion | Células Congestion.
apical. de moco. inflamatorias.
0.075 mg/Kg |83.33% 66.66% 83.33%
0.15 mg/kg 50% 83.33% 66.66% 33.33%
0.225 mg/Kg |66.66% 66.66% 66.66% 16%
50% 75% 12.5% 12.5%

Tabla 8). Porcentaje de animales que presentaron alguna alteracién o anormalidad

histologica en el intestino delgado provocado por la administracién de LQM 502 en las tres

dosis manejadas y del lote control.
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En el higado se encontraron dafios como: nucleo de forma irregular en ios
hepatocitos, citoplasma vaciado, hepatocitos hinchados y picnosis, estos
resultados corresponden también a el porcentaje de animales administrados con ia

molécula LQM 502 en las tres dosis manejadas.

HIGADO
Dosis. Nucleo Citoplasma Hepatocitos Picnosis.
irregular vaciado hinchados.
0.075 mg/Kg |100% 50% 16% 16%
0.15 mg/kg 100% 50% 33.33% 16%
0.225 mg/Kg |66.66% 100% 33.33%
Control. 25% 25% 12.5% 0%

Tabla 9). Porcentaje de animales que presentaron alguna alteracién o anormalidad

histopatoldgica en el higado provocado por la administracion de LQM 502 en las tres

dosis manejadas y en el lote control.
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La tabla 10 nos muestra el porcentaje de animales que manifestaron dafios

tisulares en el rindn por la administracién de la molécula LQM 502 siendo la

glomerulitis uno de los mds frecuentemente encontrados en este drgano.

RINON i

Dosis. _ |Glomerulitis | Destruccion | Congestion | SLT i

glomerular. |

0.075 mg/kg | 100% 33.33% 50% 16% |

015 mglkg  |33.33% 83% T

0.225 mgiKg . |50% 16% 100% 33.33% |
Control. 25% 37.5% 87.5% 12.5%

Tabla 10). Porcentaje de casos que a la revision histologica presentaron alguna alteracion

o anormalidad en el nAdn provocadas por la administracion de LQM 502 en las tres dosis

manejadas y de los animales control. SLT= Salida de liquido a tibulos.



Para la molécula LQM 502 también fue utilizado el mismo tratamiento estadistico,
es decir se les aplico un analisis estadistico empleando una prueba de hipotesis
por diferencia de proporciones estimados con un 95% de confianza se obtuvieron

los resultados siguientes.

LQM 502

HIGADO RINON |[ESTOMAGO I.D
Dosis. N.I cVv Picnosis. | Glomerulitis E.E c.l
0.075 95% 95% 95% 95%
mg/Kg
0.15 95% 95% 95%
mg/kg '
0.225 95% 95% 95% 95%
mg/Kg

Tabla 11) Muestra los resultados significativos después del andlisis estadistico empleado
para la molécula LQM 502 con un 95% de confianza, los espacios en blanco también
presentaron dichas reacciones pero en el tratamiento estadistico no resuttaron
significativos. En donde N.I = Nucleo Iregular en los Hepatocitos, C.V= Citoplasma
Vaciado en Hepatocitos, H.H= Hepatocitos Hinchados, E.E= Erosién del Epitelio en
Estémago y C.I= Presencia de Células Inflamatorias principaimente linfocitos y
macrofagos en el Intestino Delgado.

En la tabla nimero 11 podemos observar con un 95% de confianza los dafos
histopatolagicos mas significativos encontrados en los animales administrados con
LQM 502, siendo la glomeruiitis significativa unicamente en la dosis 0.075 mg/Kg,
fa E.E en la dosis 0.15 mg/Kg y la picnosis en 0.075 mg/Kg y 0.225 mg/Kg;
también hay presencia de citoplasmas vaciados en los hepatocitos en la dosis
0.225 mg/Kg, esto a diferencia de los resultados obtenidos con la administracion
del farmaco LQM 311.




7. ANALISIS DE RESULTADOS

Cambios de Conducta:

No se observo ninglin cambio importante en el comportamiento de las ratas.
El peso corporal:

Como podemos observar en las graficas 1, 2 y 3 que representan el peso en
promedio expresado en gramos contra el tiempo en semanas tanto de los lotes
tratados como los control no se encontrd ninguna alteraciéon importante que se le
pueda atribuir al las moléculas en estudio ya que el incremento en peso durante el
periodo de tratamiento es similar o proporcional al de los lotes control y si
tomamos en cuenta que se trataba de ratas jovenes es normal que hubiera un
incremento en su peso no atribuible al las moléculas en cuestion, puesto que los
animales control o0 no tratados tuvieron el mismo comportamiento con respecto ai

incremento en el peso corpoial que fue de 14g en promedio por semana.
Observaciones macroscopicas:

Con el LQM 502 se registraron casos de alteraciones en el higado a nivel
macroscopico ya que parecian estar incrementados en su tamano (hinchados) y
de un color blancuzco en algunas areas esto se observo en los individuos

pertenecientes al lote de la dosis 3.
Por otro lado los individuos administrados con LQM 311 presentaron en algunos

casos rifnones hinchados, no se observo en todos los individuos sin embargo si en

las tres dosis al menos en un caso.
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Observaciones microscopicas:

Las anormalidades celulares y estructurales reveladas en la observacion
microscopica en los tejidos de los diferentes organos en estudio (Higado, Rifidn,
Estdmago e Intestino Delgado) provocados por los dos compuéstos de nueva
sintesis (LQM 502 y LQM 311), fueron analizados por un método estadistico de
diferencia de proporciones con un 95% de confianza, comparando los resultados
de los animales tratados con los control para evidenciar los dafios significativos de

los que no lo eran.

De esta manera podemos decir que de las moléculas LQM 311 y LQM 502
reportaron lesiones significativas en higado debido a que como es sabido este es
un érgano que se encarga principalmente de el metabolismo o biotransformacion
de las diferentes moléculas o principios activos ya sea para su activacion o para
transformarlos en una molécula mds facil de eliminar por lo que se encontraba en

constante contacto con estu érgano.

Los hepatocitos por su alto grado de actividad metabdlica, son alterados
facilmente por toxinas, exhibiendo las respuestas celulares histologicas conaocidas
como tumefaccién turbia, trasformacion grasa y necrosis o la inflamacién aguda
del parénquima hepatico que suele estar caracterizada por la acumulacion focal de
células inflamatorias habitualmente en relacién con el lugar donde hay hepatocitos
afectados o necréticos.1s

El dafio mas comun a nivel celular de los hepatocitos en este estudio fue la
presencia de nucleos con forma imegular es decir de una forma atipica de lo que
normalmente los son (compietamente esféricos), en comparaciéon con las células
de el lote control, el nicleo de cada célula afectada es mds pequeno e irregular

condensado e intensamente tenido por hematoxilina (basofilia).
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Esta alteracién estructural y condensaciéon nuclear se denomina picnosis y se
debe a una formacién progresiva de grumos de cromatina, posiblemente como
resultado de la disminucion del pH debida al metabolismo anaerébico terminal
esto nos habla de una perdida estructural y por lo tanto funcional del hepatocito
debido a que la cromatina de dichas células se encontraba condensada por lo que
se hacia muy evidente y nos habla de una inactividad del hepatocito lo cual es
anormal puesto que los hepatocitos son células muy activas por naturaleza y por
gue en caso necesario constantemente se estan regenerando;1s la literatura nos
dice que una molécula en estudio de alguna manera similar a el LQM 502 se le ha
comprobado fa capacidad de inducir a las células a apoptosis es decir muerte

celular programada o inducida por el mencionado compuesto en estudio.

Con el farmaco LQM 502 también se detecto la presencia de citoplasmas vaciados

en hepatocitos en al menos una dosis.

E! rifndn es responsable de la excrecidén de productos de desecho procedentes de
los procesos metabdlicos del cuerpo, que son eliminados en forma de una

solucién acuosa, la orina.

El rifdn presentd como anommalidad mas comun la glomerulitis principalmente en
el caso de el LQM 311 que lo manifestd en las tres dosis y por otro lado el LQM
502 unicamente en la dosis 0.075 mg/Kg, probablemente por que la celularidad del
glomérulo esta aumentada por la tumefaccién y proliferacién de las células
endoteliales, que practicamente han obliterado las luces capilares; también se
encontraron neutrofilos en los penachos glomerulares, y suele existir algun grado

de proliferaciéon celular mesangial. 15
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El espacio de la capsula de Bowman se observa inaparente probablemente
también por la proliferacion de los podocitos; este 6rgano cumple una funcién muy
importante al participar en la eliminacion o reabsorcion de las moiéculas utiles o de
las moléculas de desecho, entre otras funciones mds, aseverando
presuntuosamente la presencia de dicha molécula y desencadenando la

hinchazon de los glomérulos.

El Intestino delgado mostrd una respuesta de tipo inmunolégico en ambos
compuestos debido probablemente a la presencia de estos en los tejidos
manifestandose por la aparicion numerosa de células inflamatorias como los
macrofagos y linfocitos principalmente localizados en la lamina propia, en este
organo es donde la absorcion de las moléculas se lleva a cabo principalmente en
el yeyuno, tomando en cuenta que la administraciéon fue via oral es probabie que
los causantes de esta reaccién fueran las moléculas a las que nos hemos referido

en el presente estudio .

Por otro lado también se observo una atrofia o acortamiento de las vellosidades en
Intestino Delgado, tanto en las ratas administradas con el farmaco LQM 311 como
en las tratadas con LQM 502 y en los controles en un porcentaje alto y similar en
los tres casos. En la bibliografia encontramos que la hipersensibilidad al gluten (un
constituyente del trigo, el centeno y la cebada da lugar a la enfermedad celiaca
(enteropatia por gluten), una condicién en la que las vellosidades de la mucosa del
intestino delgado experimentan atrofia total o subtotal dejando una superficie
mucosa plana con gran disminucion de ia capacidad de absorcion. Desde el punto
de vista clinico esto conduce a un sindrome de mal absorcién caracterizado por

esteatorrea (diarrea que contiene lipidos no absorbidos).

En la enfermedad celiaca, existe infiltracién de la mucosa duodenal por linfocitos y

céluias plasmaticas también en la lamina propia con perdida de vellosidades.
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Si comparamos el cuadro de dicha enfermedad con las caracteristicas observadas
en los animales tratados y control nos lleva a pensar que el alimento de los
animales contiene alguno de estos granos causantes de dichas alteraciones en un
proceso inicial ya que nuestros resultados presentaron un acortamiento inicial de
las vellosidades, presencia de células inflamatonias en la lamina propia y las heces
comenzaban a perder consistencia. Descartando asi que los causantes de dichas

anormalidades fuesen los farmacos en estudio (LQM 311 y LQM 502).

En la figura 6 se observa un corte que pertenece al estdmago en donde podemos
destacar erosién de la parte superficial de la mucosa, y por lo general
acomparnada de desprendimiento de las células epiteliales superficiales que se
encontraban adelgazadas; también se aprecié hipersecrecién de moco, esto se
observo y fue significativo en las ratas administradas por el farmaco LQM 311 en
las dosis 0.15 mg/Kg y 0.225 mg/Kg, y en los administrados con LQM 502 con la
dosis 0.15 mg/Kg.

La ulceraciéon esta causada por un desequilibrio entre factores daninos (acido
gastrico y enzimas pépticas) y factores protectores (secrecién gastrica de moco,
secrecién local de alcali), al parecer los farmacos administrados causaron un dafo
directo a las céiulas epiteliales, liberando enzimas capaces de destruir la capa
superficial de moco. Esto permite que el acido entre en contacto con la mucosa y
conduce a la formacién de una ulcera aguda que en este caso la clasificamos

como de tipo leve.
Es importante mencionar que los dafos detectados en los diferentes tejidos no

fueron generalizados en ningun érgano; es decir que se encontraron solo en areas

localizadas.
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Como podemos observar en las tablas 6 y 11 en algunos casos como por ejemplo
en LQM 311 en Higado D3 no fue significativo el dafio de nucleo irregular en
hepatocitos pero si en Dy y D, contrario a lo que esperariamos, sin embargo si
presentaron nucleos picnéticos en las tres dosis que es un dafio mas grave gue el
nucleo iregular (Ni) en hepatocitos; en citoplasma vaciado (CV) de este mismo
farmaco ocurre lo mismo; esta tendencia también se observa en algunos otros
casos como con LQM 502 en rifidn y estomago. Estos casos nos permiten sugerir
que como es bien sabido, la idiosincrasia de cada individuo también influye en las
reacciones adversas a las diferentes moléculas, es decir que de un grupo o
poblacién de individuos tratados con algun farmaco algunos presentaran RAM y

otros no.

70



8. CONCLUSIONES.

El analisis histolégico mediante microscopia optica determing que el higado es el
6rgano mas afectado, lo que se dio en ambas moléculas; la iesidn hepatica se
manifestd por. hepatocitos con nlcleo de forma irregular y casos aislados de

nucleos picndticos.

En el rifdn se detecto glomerulitis (LQM 311 principalmente), en estdomago erosion
de epitelio de tipo leve y superficial y una respuesta inflamatoria en el intestino

delgado.

Las moléculas LQM 502, LQM 311 a las dosis estudiadas resuitaron de baja
toxicidad. La toxicidad mostrada no tiene relacion con las dosis ni con la duracion

del tratamiento.

Las alteraciones se localizaron de manera aislada en los diferentes cortes

histologicos.



ANEXO |
9. ANALISIS ESTADISTICO.

Se llevo a cabo un andlisis estadistico de los resultados obtenidos, empleando una
técnica por diferencia de proporciones y una prueba de hipotesis para saber si las
desviaciones sucedidas invalidan los resultados o los hacen dudosos. Si los
resultados de los animales tratados discrepan mucho de los lotes control se deben

de tratar con prudencia y de esta manera hacer un analisis objetivo.

Uno de los propositos de la prueba de hipdtesis es ayudar al investigador en la
toma de decisiones. En general, la decision clinica depende de la decision

estadistica.
9.1 PASOS PARA LA PRUEBA DE HIPOTESIS.

1) Datos. Es necesario comprender la naturaleza de los datos que forman la
base de los procedimientos de prueba; es decir si los datos constan de
conteos 0 medidas.

2) Hipotesis. Se trabaja con dos hipétesis estadisticas que deben anunciarse
explicitamente. La primera es la hipotesis que debe probarse o hipétesis
nula (Hop). La hipétesis altemativa, identificada mediante el simbolo Ha, es
una suposicion que se creera cierta si los datos de la muestra llevan al
rechazo de la hipétesis nula.

3) Estadistica de prueba. La estadistica de prueba es aiguna estadistica que
se puede calcular a partir de los datos de la muestra, conforme a las

siguientes formulas:

Zi= P1.2‘3 - Polop
0=V Poqo/n
Qo= 1-Po



En donde:
P¢= promedio de animales control que presentaron alguna anormalidad.

Py= promedio de animales que presentaron alguna anormalidad en la dosis de
0.075 mg/Kg.

P>= promedio de animales que presentaron alguna anormalidad en la dosis de
0.15 mg/Kg.

Ps= promedio de animales que presentaron alguna anormalidad en la dosis de
0.225 mg/Kg.

n= numero de animales o tamaro de la muestra.

o,= el error estandar de la media.

4) Regla de decision. La regla de decision sefala que se debe rechazar la
hipétesis nula (Hog) si el valor de la estadistica de prueba que se calcula a
partir de {a muestra es uno de los valores de la region de rechazo, y que
no se debe rechazar la hipdtesis nula si el valor calculado de la
estadistica de prueba es uno de los valores de la regién de no rechazo,

como se observa en ia grafica 4.
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Grafica 4. Regiéon de rechazo y no rechazo para los datos experimentales.

Ejemplo: en los resultados correspondientes a los cortes histologicos del higado
de los animales administrados con LQM 311 en la dosis de 0.075 mg/Kg se obtuvo
un promedio de 83% de alteraciones manifestadas por nucleo irregular de los

hepatocitos y un 25% en los controles. Calcular Zi.

Ho. Po = P4

Ha=Po # P

. Zi=0.83-0.25/0.1767 = 3.29

P+=0.83

Po=0.25 Como Zi= 3.29 cae fuera de (-1.96, 1.96) se
n=6 entonces; rechaza Hy, esto lo afirma un 95% de confianza
Q=1-025=0.75 y un 5% de significacion.

0p= V((0.25)(0.75))/6 = 0.1767
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