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Proposito y Método de Estudio: La T-514 (Peroxisomicina Ay) es una
antracenona dimérica que se extrae de plantas del género Karwiriskia.
Se ha comprobado que esta substancia posee una alta toxicidad selectiva
entre las poblaciones celulares de origen benigno y maligna.
Estos resultados han motivado a la realizacion de diversos estudios con el
fin de sstablecer su posible uso como agente antineoplasico. A travas de
este trabajo se pretende evaluar el potencial de irritacion de |a
Peroxisomicina A, por via démnica asi como determinar los efectos toxicos

sistémicos en los ¢rganos blanco tales como higado, pulmén y rifidn.
Asi mismo, se presentan los procedimientos para la evaluacion de la
toxicidad déermica y los resultados de la evaluacion histopatolégica.

Contribuciones y Conclusiones: Con base en los resultados
oblenidos se concluyo que la Peraxisomicina A, administrada via topica,

no produce efectos de fototoxicidad ni fotopigmentacién, asi como tampoco
causa dafo sistémico en los drganos blanco. De acuerde al Indice de
Irritacion Primaria obtenida se considera a la Peroxisomicina Ay coma una

substancia no irritante o de irritacion ligera. La Peroxisomicina A,
administrada via intradérmica produce ligera sensibilizacion.
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DOSIS SOLA FACIT VENENUM

<Qué hay que no sea veneno?
Todo es veneno y nada existe sin veneno.

Solamente la dosis determina que algo no sea un venena.

Philippus Theophrastus Aureolus Bombastus Von Hohenheim

“Paracelso”

(1492 - 1541)
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CAPITULQ 1

INTRODUCCION

La pisl es el ¢rgang de expresiaon mas exlenso dsl cuerpo que snvusive
y alsla a los otros drgancs del medio ambiente. No sélo es una cubierta de
proteccion extema, sino que también realiza mudltiples funciones, algunas de
ellas muy complejas, como son la proteccién, termorregulacién, capacidad de
rgspuesta inmunitaria, sintesis bioquimica y excreciéon de agua y grasas,
enire otras. Ademas, es el organc sensorial que recibe los estimulos téctiles,
termicos y dolorosos. Asi pues, la piel es la frontera entre dos medios,
el interno y el extemo, y puede ser considerada como un espejo de la salud,
y mas aun, de las emociones, ya que puede reflejar el grado de bienestar o
malestar del individuo: “La piel habla, hay que saber escucharla” (7.
Por otra lado, san muches los padecimientos internos que pueden
manifestarse a través de la piel: enfermedades dsl sistema nervioso,
del aparato digestivo y respiratorio, endocrinas y metabdlicas. Es impartante
sefalar que muchos de los sfectos indeseables de los medicamentos se

expresan en la piel antes que en otros drgancs.



El grosor de la piel varia considerablemente segun las regiones del
cuerpo. También son variables las proporciones entre la epidermis y la dermis.
Sin embargo, la permeabilidad casi siempre guarda proporcion inversa al
grosor def estrato cémeo. En algunas dreas las diferencias de concentracion
de lipidos atectan la absorcién por via cutdnea dependiendo de las
propiedades lipolilicas o hidrofébicas de un medicamento individual. Asi pues,
la penetracidn de medicamentos es mayor en la cara, en areas intertriginosas
y especialmente en el perineo. Por consecuencia, la aplicacion de
medicamentos en estas areas tiene mayor probabilidad de producir prablemas

de sensibilizacién, irrtacion y atrofia por medicamentos (2.3),

Antiguamente se creia que (a piel era impermeable, pero posteriormente
se demostrd quae es un drgano muy sslectivg qua permite la absorgion y
axcrecion da muchas substancias, le que ha sido aprovechado por la industria
farmacéutica para elaborar productos dermatolégicos y cosméticos ),
Muchas variables afectan la abscrcién cutdnea y subsecuentemente la
toxicidad dérmica. La absorcién de medicamentos a través de la piel estd en
funcion de la naturaleza del medicamento, el vehiculo y el estado de la
misma (5), Las fres principales variables que explican las diferencias de la
velocidad de absorcion o el flujo de diferentes medicamentos por via tépica o

del mismo medicamento en diferentes vehiculas son: la concenltracién de!



compuesto en el vehiculo, el coeficiente de particion del medicamento entre el
gstrato comeo y el vehfculo, y el coeficiente de difusion del medicamento en el
estrato comeo €). La velocidad de difusién es prapercional a la concentracion
del medicamento en el vehf{culo. La relacidon dnicamente es lineal a
concentraciones farmacoldgicas bajas y sdlo se aplica al medicamento soluble
en el vehiculo. El coeficiente de particion es una medida de la capacidad del
medicamento entre dos medios no miscibles. En el caso que nos ocupa es la
solubilidad de equilibrio del medicamento en la superficie del estralo comnea
respecto de su solubilidad en 8l vehiculo. El coeficiente de difusién indica la
magnitud en la que la matriz de la barrera restringe la maovilidad del
medicamente. La interrelacidn de la dosis-respuesta en la absorcién dérmica
esfa definida en téermings de la concentracidn, &rea de superficia,

frecuencia de aplicacién y tiempo de exposicion.

Cuando se analizan nuevas substancias, se utilizan pruebas de
experimentacion en animales para conocer los efectos primarios y
posteriormente realizar la evaluacion final en humanos. En el hombre es
posible valarar en forma eficaz el grado de dafio de una substancia en la piel,
pero tales estudios podrian ser caros o representar algun daio.
Ademds, debido a que la piel tiene una amplia variedad de glandulas y anexos

cutaneos, asi como a (a variabilidad de estos camponentes en diferentes



partes dsl cuerpo y de aspecie a especie, los gstudios in vivo son de gran

imporiancia y determinantes para evaluar la toxicidad en piel.

A través de los afias, se ha observade la impasibilidad de obtener una
medida absoluta de irritabilidad que sea practica para todas las razas, edades,
regiones del cuerpo, climas y temporadas. La literatura reporta que la pie!l del
nifo y la mujer es mas sensible que la del hombre () y se cree que la piel de la
raza negra es mas resistente a los irrifanties quimicas que los de la raza
blanca, ademds de que la piel es menos reactiva en el verano que en el

invierno (8,

El| porcentaje de prevalencia de reacciones toxicas en la piel no esta
bien establecido. No obstante, en los ditimos 25 afios hay una considerable
cantidad de {trabajos enfocados hacia este problema (9. 10, 1)
Desafortunadamente, algunos estudios no son dirigidos al problema completo
y en muchos casos fracasan en la definicién de la naturaleza y la extension de
lo que estan investigando (12). De esta manera, algunos de estos estudios se
ocupan sdlo de fas reacciones folotdoxicas, cambios indeseables de color,

pigmentacion e irritacion primaria.



Actualmente, se emplea una gran cantidad de nuevos compuestos para
aplicacién tépica que contisnen agentes activos capaces de producir dafo a la
piel. Todo medicamento, por insignificantes que parezcan sus acciones
ferapéuticas, posee |a capacidad de provocar efectos nocivos. Las reacciones
adversas son uno de los costos del tratamiento medico actual. Por asta razon,
¢l beneficio calculado de cualquier decision terapéutica dsbe sar ponderado
contra sus posibles riesgos. Es muy imporante ef cusstionamienta del usc de
nuevas substancias que tengan propiedades de sensibilizacion o de
fototoxicidad, especialmente cuando van a ser utilizadas en el hombre.
Por ello, la identificacién de substancias téxicas es esencial para permitir el

uso de agentes mas seguros y méas efectivos en la quimioterapia.

Los estudios en animaies son utilizados para medir una variedad de
respuestas localizadas en forma topica como lo scn |a Irritacion Aguda
Primaria, que se define como la respuesta inflamatoria local reversible de la
piel causada por la aplicacion de una substancia quimica. Esta reaccion no
incluye una respuesta inmunoldgica. Un grado mayor de irritacidon es la
Respuesta de Corrosidn, que se define como una accién quimica directa
scbre la piel que resulta de la alteracion en e! sitio de contacto.
Sus manifestaciones son la ulceracidn, necrosis y la formacion de escaras en

los tejidos. Otro tipo de respuesta es la causada por la Fototoxicidad,



que se define como la respussta téxica obtenida después de la primera
exposicion de {a piel a cierlos quimicas y una exposicidn subsecuente a la luz
solar o fuentes de radiacién ultravioleta, ¢ que es inducida de manera similar
por una irritacion en la piel despues de una administracion sistemica de una
substancia quimica (13, La folotoxicidad @s un problema de importancia

médica, ya que muchos medicamentos han mostrado su potencial efecto

fototdxico (14},

En el humano, las reaccionses fototoxicas se encueniran entre los
potenciales efectos adversos de muchas clases de compuestos quimicos,
naturales y sintéticos, Las pruebas de fotoloxicidad para substancias
aromaticas se incluyen en las pruebas de seguridad establecidas por Institutos
de Investigacion y se han desarrollado diversos métodos para (a identificacion
de estos efectos (19), El modele animal utilizado para este tipo de pruebas ha
sido propuesto por Maibach y Marzulli ('6), ellos sugieren que el conejo es el

animal més sensible y puede servir como una especie de referencia .

Otro tipo de respuestas es la Sensibllizacién Dérmica, que se define
como una respuesta alérgica retardada, mediada por reacciones
inmunologicas para una substancia aplicada a la piel en la cual ias

manifestaciones clinicas pueden ser similares a aquellas cbservadas en la



imitacion dérmica {17), La prueba de Draize (18) estd basada en la técnica

clasica de Landsteiner (19), Dicha prueba es facil de desarrollar, econdmica y
atil como método de rastreo para detectar substancias que producen
sensibilizacion. Los compuestos que producen una alta incidencia de
sensibilizacién en el humano son actualmente identificables por las técnicas

cldsicas, como el método de Draize (18) y otras mds recientemente

desarrolladasg (29),

La susceptibilidad a los irritantes varia entre las individuos
independientemente de los factores genéticos @1, Estas diferencias
individuales son mas grandes de lo supuesto y no han sido adecuadamente
valaradas (22), Las irritantes fuertes sen fédcilmente reconacibles, el punto es
que todas las substancias son dafinas bajo ciertas circustancias. Inclusive el
agua, la més inocua de las substancias, puede generar una inflamacién por la
retencidn del sudar, al promover indirectamente el grecimiento bacteriano o
Incrementar la permeabilidad de la capa externa de la piel. Es importante
senalar que todas las substancias son irritantes potenciales. La pregunta
sustancial es “qué tan irntantes son”. Esta cuestion incrementa el problema de
grados de medicidn en la irritacidén y la necesidad de crear metodos de
cuantificacion. Par esta razon, se han desarrollado estudios estandarizados

que se utilizan para definir y establecer el gradg de riesgo (23}, Los estudios de



toxicidad démica se llevan a cabo para evaluar si la aplicacian 16pica de una
substancia produce efectos destavorables, tanto locales como sistémicos.
El método in vivo mds empleado para predecir el efecto irritante en la piel del
humano fue publicado por Draize (18l, Se trata de un método semicuantitativo
que asigna medidas numéricas para evaluar la intensidad del edema y e
eritema. Sin embargo, ha sido modificado por varios investigadores con el
objeto de aumentar su sensibilidad y capacidad predictiva (24, 25], Ademas,
estudios recientes demuestran que el método de Draize puede distinguir las
substancias irritantes de las no irritantes. No obstante, otros autargs (26)
han encontrado gque las altas cancentraciones que frecuentemente se ulifizan
en esta prueba casi siempre eliminan substancias con un gran potencial las
cuales fueron aprobadas para uso humano en menores concentraciones.
Es importante mencionar que la exposicion a dosis altas del agente téxico es
un método necesario, seguro y valida para identificar pesibles riesgos para los
seres humanos expuestos & dosis mucho menores (concepta de

dosis - respuesta de todo o nada) (27). Para evitar este problema, se ha

utilizado la determinaciéon de la “Concentracién Umbral de Irritacién" (29),
la cual se basa en la evaluacién de varias diluciones de una substancia
aplicada a 6 animales y en la posterior rotacion de los sitios de aplicacion para
abservar las diferencias de sensibilidad en varias zonas de prueba.

Esta determinacion puede utilizarse como guia para seleccignar la



concentracion umbral que va & emplearse en los estudias clinicos en

humanos.

En estudios realizados para evaluar la duracion de la exposician y los
efectos de la exposicion accidental de irritantes de la piel, se ha observado
que existe una gran diferencia en los valores de irritacion (28),
Otros autores han mostrado que [a naturaleza fisicoquimica de ta substancia

aplicada es mas impartante que el mélodo de aplicacion (29)-

La toxicidad dérmica puede ser inducida en una variedad de animales
de laboratorio, sin embargo, e! canejo Nueva Zelanda es la especie prelerida
para estos estudios por su tamafio, uniformidad de respuesta y comodidad en
el manejo, ademas, su piel es la mas permeable de todas la especies
estudiadas @0 311 y generaimente es mas susceptible de irritacion que la pisl

del humano bajo las mismas condiciones (32) (Tablas 1, 2 y 3).



TABLA 1

Absorclon percutdnea en la rata y el humane

Dosis absorbida (%)

Compuesta fata = Diferencia
Haloprogina 96 = 14 11x4 Xg
N-Acelikisteina 44 222 X2
Testosterona 47 £ 3 1323 X4
Cartisona 25z 4 3x22 X8
Catelna 53+ 12 48 1 21 0
Amarillo mantequilla 48 + 2 22+5 Xa
Triclorocarbanilida 16+ 9 7+3 X2
Lindano 3110 924 X3
Paration 95+3 465 X2

Barisk, M.J., y cols., J. invest. Dermatol. 58, 114-123. (1972)°"

TABLA 2

Absorclén percutdnea en el mono Rhesus y el humano

Compueste Dosis absorbida (%) Diferencie
Mongo Rhesus Humanos

2,4-Dinitroclorcbanceno 52=4 54 + 6 0

Nitrobenceno 4z 1 221 X2
Testosterora 18+ 10 1323 X2
Cortisona §+3 3x2 a

tlidrocortisona ER 2+2 0
Acido benzoico 60+ 8 43 = 16 0
oDoT 1929 10=4 0
Maleato distilo 687 5427 X2
Acido retingico 221 1202 X2

Bartek, M.J.,y cols., J, invest. Dematol. 58, 114-123. (1972)13V)
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TABLA3

Absorcidn percutinea en el conejo y el humano

Haloprogina 1183z 1@ 11+4 X1¢
N-Acetilcisteina 2+1 222 0
Testosterona 708 1323 X5
Cortisona 309 3z X 1Q
Catefna 69+ 6 48 + 21 Q
Amarillo mantequilla 100+ 8 22295 X5
DDT 4621 73 X5
Lindano 51230 9+4d X6
Paratién g98:8 46«5 X 10
Malatidn 65+ 11 B+5 xa

31
Bartek, M.J., y cols., J. Invest. Dermatol. 58, 114-123. (1972)

Actualmente. el uso idpico de agentes antineoplasicos para el
tratamiento del cancer de la piel y otras enfermedades proliferativas se
réconoce como un importante avance y en algunos casos puede substituir a
las formas clasicas de tratamiento. Las normas que regulan la introduccidn de
nuevos medicamentos han cambiado desde el siglo pasado para asegurar la
inocuidad y eficacia de las substancias para su uso en la poblacion general.
No obstante, a pesar de los adelantos técnicos y cientificos todavia no existen

suficientes medicamentos que proporcionen un tratamiento adecuado para
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muchas enfermedades. Este es @l caso de la artritis reumatoide, de la
esclerosis maltiple, del cdncer, de la enfermedad de Alzheimer y de
infeccionas virales como el SIDA, entre otras. Asi pues, aunque miles de
substancias se estudian cada ano, con frecuencia sélo una o dos de ellas son

adecuadas para desarrollar un nueve medicamento.

En el ano de 1981 en el Departamento de Famacologia y Toxicologia de
la Facuitad de Medicina de la Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn se inicié
una linsa de investigacion, con el propdsito de aislar productos biologicamente

activos a partir del fruto de la Karwinskia humboldtiana.

Las plantas del genero Karwinskia pertenecen a la familia de las
Rhamnaceas, distribuidﬁs practicamente en todo el tegritorio mexicano,
sudoeste de los Estados Unidos de Norteamérica, Centroamérica, Norte de
Colombia, Cuba, Haiti y Replblica Dominicana. Este género incluye
aproximadamente unas 15 especies de arbustos, 11 de las cuales se
encuentran en Mexico y en su mayoria son censideradas como plantas
téxicas 33, De todas las especiés del género Karwinskia, la humboldtiana es
la mas abundante en nuestro pais, por lo tanto es también a mas estudiada
tanto a nivel quimico coma taxicoldgico (34), La K. humboldtiana es un arbusto

venenosa, popularmente conocida como tullidora, coyotillo, capulin tullidor,

12



cacachila, etc. 3%), E| arbusto puede medir desde 1 hasta 5 metros de altura,
tiene hojas opuestas, simples y con nervaduras de tintes negros (Figura 1).
El fruto que produce es de color violeta obscuro cuando esta maduro, su
endocarpo es lefoso y encierra hasta cuatro semillas, de las cuales
frecuentemente dos son fértiles y dos abortadas. Tradicionalmente, el cuadro
clinico de la intoxicacion con esta planta se describe como una paralisis

flaccida, simétrica, progresiva y ascendente, que en los casos graves puede

causar parélisis bulbar y muerte (36, 37, 38),

Figura 1

Arbusto de la Karwinskia humboldtiana.
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Los efectos toxicos de esta planta fueron publicados post-mortem
por primera vez en el afio de 1789 por el histariador jesuita Dan Francisco
Xavier Clavijero en su libro de Historia de la Antigua o Baja Califernia 9,
-En dicha obra, se relata el efecto tullidor que causa la ingestién del fruto.
Sin embargo, también se menciona que los indios pericdes comen el fruto sin
dafo alguno, ya que previamente le han extraido la semilla, en la cual radica
el toxico. Otra de las contribuciones cliricas mas imporiantes en este campo es
la de Castillo Najera (49), quieén en 1918 describié detalladamente la tragedia
que sufrieron 106 soldados de la Division del Norte al intoxicarse con el fruto
de la K. humboldtiana en el desierto de Altar, Sonora, con una mortalidad

superior al 20%.

Otros autores han realizado diversas investigaciones para esclarecer gl
dafo causado por el frute de esta planta y han observade desmielinizacion
segmentania en el nervio periférico sin tomar en cuenta otros organos (41, 42),
Adicionalmente, otros autores han descrito dafio en higado, pulmén y rifidn
principalmente (43. 44} As( pues, partiendo de que el principio toxico se
encuentra particularmente en la semilla del fruto, Dreyer y cols. obtuvieron por
primera vez cuatro antracenonas dimeéricas, que denominaron de acuerdc a su
peso molecular como: T-496.‘T-514. T-516 y T-544 ) (Figura 2). Ademas,

se han aislado compuestos estructuralmente similares en otras plantas del
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mismo geénero: a partir de la K. parvifolia un diasteroisdmero de la T-514
(Peroxisomicina Ay), a partir de la K. umbellata un isdmero de la T-514 y de la
K. affin humboldtiana la T-510 (4€), Recientements, se aisldo e identificé un

diastercisomero de la T-514 (Peroxisomicina Ag) ¥ un isémero de posicidén de

la T-514 {Peroxisomicina B,) 47),

Figura 2

Toxinas aisladas del fruto de |la karwinskia humboldtiana
Dreyer D.L.ycals, J. Am. Soc. 97; 4985 - 4980. (1975)W“5)
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La T-514 se conoce coma Peroxisomicina A, debido a que se ha
demostrado en estudios sobre peroxisomas de levaduras de Candida boidini

y Hanselula polymorpha que produce dano selectivo e irreversible de estas

organelos (48),

La Peroxisomicina A, es una antracenona dimerica, cuyos mondémeros
estan formados por dos anillos fendlicos y una cetona ciclica de 6 miembros
(Figura 3). El nombre IUPAC de esta substancia es: 3, 3' - dimetil - 3, 3', 8, 8",
9, 9’ - hexahidroxi - 3 ,3', 4, 4’ - tetrahidro (7, 10’ - biantracen) - 1, 1’ (2H, 2’'H)
diona (49). Es un 4cido débil con un pKa de 7.27 & 0.09, termolabil a partir de
temperaturas superiores de 40 °C, fotosensible, facilmente oxidable con el

oxigeno y degradable a pH basico y poco soluble en agua (S0).

Figura 3

Estructura quimica de la T-514 (Peroxisomicina A,)
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Estudios experimentales en diferentes especies animales han mostrado
que la T-544 es |a responsable de la paralisis mientras que la T-496 produce
un cuadro diarreico y la T-514 produce un efecto citotoxica marcado

principalmente en higado y pulmadn (81,

La determinacion de la DLgg de la Peroxisomicina A, en diversas
egspecies animales mosiré una curva dosis-respuesta con una pendiente
abrupta (92). Este tipo de curvas indican una pequefia variacion bloldgica 53),
Estas observacianes llevarcn a la suposicion de que si hubiera toxicidad
selectiva entre las células de origen benigno y las células neopidsicas,
esta podria tener un potencial uso terapeutico. Por tal razén se estudiaron
in vitro los efectos citotoxicos de la Peroxisomicina Ay en células de origen
benigno y maligno, y se compard la respuesta de esta substancia con otros
agentes citotdxicos conocidos. Sobre el particular, se encontré una marcada
toxicidad selectiva (59, Por tal motivo, se ha investigado su posible uso comg
agente antineopldsico. Acorde con ello se solicité y se obtuvo la patente para
su uso en !a Comunidad Econdmica Eurgpea, Estados Unidos de
Norteamérica, Japdn, Corea y Canada (59, Actualmente, este proyecto se

encuentra en Fase Clinica I.
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Estudios preliminares tanto in vivo como /n vitro en monos y ratas
indicaron que el peroxisoma es uno de los organelos blanco (18), Adema4s,
también se ha mostrade que esta substancia es un inhibidor no competitivo de
la actividad de la catalasa peroxisomal. Adicionalmente, se ha encantrado
para los otros compuestos antracendnicos un grado variable de inhibicign
enzimdtica (56), Por otra parte, se ha comprobado el efecto de la
Peroxisomicina A; sobre la peroxidacion lipidica microsomal hepatica (57,
asi mismo, se ha observado una estrecha relacién entre peroxisomas y

cancer (38, También se ha demostrado que los peroxisomas se encuentran en

namera muy reducido en algunos tumores malignos 3, Considerando lo
anterior, se ha comparado el efecto de la Peroxisomicina A, con el efecto
antineoplasico del Factor de Necrosis Tumoral, que tambien disminuye (a
actividad de la catalasa hepatica y genera una disminucién del numero de

peroxisomas (89),

Estudios de citotoxicidad en cultivo de piel y de higado con la T-514
y la T-544 demostraron que ambas toxinas son allamente toxicas; la T-514 o
fue mas que la T-544. Cabe mencionar que la toxicidad en el cultivo de células

de piel fue menos severa que la observada en cullivo de hepatocitos (€1),

18



Estudios in vitro realizados con la Peroxisomicina A; mostraron un
efecto citoldxico en células de melanoma (4, Lo anterior resulta de interés ya
que hasta ahora el tratamiento de este fumor con Jos agentes antineoplédsicos
disponibles ha proporcionado resultados muy pobres (62), Por tal razdn,
y considerando el potencial terapéutica de la Peroxisomicina A, se planted el
siguiente protocolo con el propdsito de investigar la toxicidad de esta
substancia en la piel, asi camo su posible absorcién ya que hasta ¢l momento

no ha sido llevado a cabo dicho estudio.

En este trabajo, se pretende evaluar el potencial de irritacion de aste

compuesto por via dérmica, € indirectamente su toxicidad en los drganos

blanco conocidos como higado, pulmdn y rifon,
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HIPOTESIS

La T-614 (Peroxisomicina A,) administrada por via démica produce baja

toxicidad tanto a nivel local comeo sistémico.

OBJETIVO GENERAL

Evaluacion de la toxicidad dérmica de la T-514 (Peroxisomicina A4) en conejos

Nueva Zelanda.

20



4.-

5c‘

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la toxicidad topica de la Peroxisomicina A, (respuesta de
irritacian aguda primaria).

Determinar el indice de irritaciéon primaria.

Evaluar la toxicidad subcutanea,

Evaluar la sensibilizacion démmica (respuesta alérgica retardada).
Evaluar la fototoxicidad (respuesta de irritacion primaria resulte}me de los
cambios maleculares inducidos por la luz UV en la estructura de la
Peroxisomicina A; aplicada a la piel de conejos Nueva Zelanda).
Determinar la dosis minima de radiacidn requerida para producir
fototoxicidad en 24 horas a 365 nm.

Evaluar la fotopigmentacion producida por la Peroxisomicina Ay
mediante la exposicion a una fuente de radiacion UV,

Determinar las concentraciones sanguineas de la Peroxisomicina A, en
conejos Nueva Zelanda a diferentes tiempos después de su aplicacion.
Evaluar la toxicidad sistémica producida por la Peroxisomicina A,
mediante micrescopia de luz en érganos blanco, como higado, pulmén

y nifon.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Material blolégico

Se traba|é con 30 conejos Nueva Zelanda de ambos sexos. El peso
promedio fue de 2.9 = 0.3 kg. Todos los animales se mantuvieron bajo
condiciones estandar de laboratorio, ciclo luz-obscuridad de 12 haoras,
temperatura 22 °C, con agua y alimentacion ad #biturm completa, balanceada

y libre de antibidticos.

2.1.2 Material y equipo general

Cortadora de pela

Marca Oster® modelo Golden AS.
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Cortadara de tejidos

Microtomo Leica® RM 2025.

Cromatografia en capa fina (CCF)
Cromatofolios Al de Silica Gel 60 F,54 con espesor de capa de 0.2 mm marca
Merck. Eluentes; Benceno-Acetona 3.1 grado analitico mas 0.005 mL de

dcido aceético. Revelader: Solucidn de KQH al 5% en stanal.

Desecador de muestras

Pistola desgcadora Desaga®.

Incluidor de tejidos

Histoembedder Leica® R134.

Lampara de luz ultravioleta

Modelo UVGL-25 Mineralight® de 60 Hz, 0.16 Amps.

Microscopio
Microscopio Carl Zeiss® de luz transmitida de campo claro modelo K-7D con

camara de video acoplada a una computadora con tarjeta de video para

captura y analisis de imégenes.
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Procesador de tejidos

Histoquinette Leica® TP 1010.

Puntos de fusion

Se determinaron en un aparato Electrothermal ® 9100.

Radidmetro

Radidmetro LI-COR 189,

Rotavapor

Rotavapor Bichi 461.

T-514 (Peroxisomicina A,)

La Peroxisomicina A; fue proporcionada por el Laboratorio de
Produccién del Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Faculta;i de
Medicina de la U.A.N.L. Se utilizo el lote #74 que se obtuvo ¢l 01 de febrero de
1996 el cual fue sometido a monitoreo de pruebas de control de calidad
basandose en dos parametros como lo son la pureza quimica y la pureza
biolggica (Tabla 4). La pureza quimica se évalug mediante la medici¢n del
punto de fusién Inicial y final; otra prueba utilizada fue la pureza
espectroscopica, €sta se realizo al monitorear las absorbancias a varias

longitudes de onda de 430 nm/415 am, 270 nm /415 nm y 270 nm /222 nm.
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La pureza cromatografica se evalud utilizando e! analisis por CCF-FN vy
CCF-FR mediante la observacién de una sola mancha de Ry establecido bajo
la lampara de luz UV a 254 nm y 369 nm y en el visible por observacion
direcia, para lo cual se aplicé la Peroxisomicina A, en placas de Silica Gel
60 F ;54 con espesor de capa de 0.2 mm marca Merck. Eluentes Benceno-
Acetona 3:1 mas 0.005 ml de acido acético en una cuba de 1000 mL.
Asf también, se utilizé CLAR-FR para observar la aparicion de un solo pico de
g esiablecido. Se evalud la pureza espectroscopica de dicho pico empleando
un detector de arreglo de fotodiodaos, por medio del cual se generd el espactro

de absorcion completo.

La pureza biologica incluyd la valoracion del grade de inhibicion de la
catalasa in vitro seguin el método de Aebi y cols 83 y la evalu;encién de la
actividad citotdxica in vitro empleando el mélodo desarrollado por Ekwall y
cols. (64) que wtilizo la linea de ceélulas benignas de higado de Chang y la linea

maligna de hepatoma HEPLC/PRF/5, a las cuales se les determino la CTsq.

Es importante mencionar, que durante el desarrollo experimental de esta
tesis se determinaron algunos de los patrones de calidad para corroborar la
pureza de la F’e*roxisomicindA.1 a través del punto de fusidn inicial y final,

ademas de la cromatogralfia en capa fina tase hormal (CCF-FN) para detgctar
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cualquier posible degradacién y/o contaminacién que hubiera sufrido con el

tiempo.

Tabla 4

Parametros del control de calidad de [a Peroxisomicina A,

Punto de fusién inicial 179.24 £ 1.54°C

Punts de fusién finat 181.37 + 1.26 °C

CCF-FN Observacion visual
Fisico-Quimica

CCF-FR Chservacibn visual

Helacién de absarbancias

p .
\To2 RepeciiusOpicn 430 V415 nm = 1,003 £ 0.003

Registro de un solo pica y evaluacion

CLAR - FR
de la pureza especlroscdpica
Inhibicidn da la catalasa 48.58 + 1.33
Bioldgico Citotoxicidad selectiva CTso Chang 56 - 80 He/mL
CTs0 HEPLC/PRF/S 2.5- 10 pg/mL

2.2 METODOS

2.2.1 Pruebas de toxicidad dérmica

Para cada una de las pruebas de toxicidad dérmica realizadas se
utilizaron 6 conejos Nueva Zelanda de ambos sexos, con un peso promedio de

2.9 = 0.3 kg. Todos los animales se mantuvieron bajo condiciones estandar de
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laboratorio ciclo luz-obscuridad de 12 horas, temperatura 22 °C, con agua y
alimentacion ad libitum completa, balanceada y libre de antibidticos.
Los animales fueron aclimatados durante 7 dias previos a su utilizacion.
Todo el pelo del dorso de cada conejo fue rasurado 48 horas antes de la
aplicacion empleando una cortadora Oster® (modelo Golden A5) (Figura 4).
Por otra parte, se tomaron muestras de sangre en la vena marginal externa
izquierda mediante cateterizacion de la vena con un cateter IV 22 GA 2.5 cm
Insyte® a los siguientes tiempos: 0, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 36, 48, 60

y 72 horas.

Figura 4

Region dorsal del conejo rasurada.
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2.2.1.1 Determinacion de la Peroxisomicina A, en sangre

La determinacién de la Peroxisomicina A; en sangre se rea‘izé mediante
el método modificado de Guerrero y cols. (65 La sangre total con
anticoagulante se sometio a tres extracciones con § mL de acetato de stilo,
después se evapord el solvente en un rotavapor Biichi 461 a 40 °C. El residuo
se disolvié en el minimo volumen de cleroformo. Los extractos obtenides se
aplicaron en placas de Silica Gel 60 F ,5, Merck (espesor 0.2 mm), junto con
un estandar de la T-514. La placa se eluyé primero con éter de petrdleo,
s¢ seco y luego se eluyd con benceno:acetona 3:1, 0.1% en dcido acético.
Las manchas se revelaron con una solucién de KOH al 5% en etanol y s¢

observaron en el visible y en el UV (375 nm y 253.7 nm).

2.2.1.2 Evaluacidon de la toxicidad topica

Esta prueba se realizd con base en el metode modificado de Draize,
dgsarrollado por Murphy y cols @5), que consiste en aplicar la substancia via
tépica en el dorso del conejo a 3 diferentes concentraciones, al 1, 3 y 9%,
consideradas como baja, media y alta respeclivamente. Dichos aulores
realizaron evaluaciones histopatoldgicas y determinaron el indice de"lrritacién

Primaria (1IP) de cada concentracion después de 24 horas de exposicidn,
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Cabe mencionar que las substancias con |IP de 2 6 menos se consideran
irritantes ligeros, mientras que las substancias con |IP de 2 a § se denominan
irritantes moderados y aquellas con |IP mayor de & irritantes severos.
Finalmente, por medio de evaluaciones histopatoldgicas de los drganos
internos se estudian los efectos toxicas sistémicos, ya que a veces ccurre,

como en este caso, que las concentraciones plasmaticas no son detectadas.

Para la evaluacion de esta prueba se trabajé con 6 conejos Nueva
Zelanda de ambos sexos y con las caracteristicas anteriormente senaladas.
Con un marcador no tdxica se delinearon 4 cuadrantes, 2 a cada lado de la
linea media dorsal (Figura §). Asi pues, las areas de prueba del cuadrante
izquierdo superior y cuadrante derecho inferior fueron raspadas con una aguja
hipodénmica estéril calibre 2:/ G para retirar sl estrato cérneq, mientras que los

otros 2 cuadrantes se mantuvieron intactos sin ninguna abrasion.
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Figura 5

Areas de aplicacién de la Peroxisomicina A;.

Posteriormente, la Peroxisomicina A, se disolvié en etanol al 96% y se
aplicé via tépica 0.5 mL a las concentraciones ya mencionadas (1, 3 y 9%),
ademas de un area control que solo recibié el vehiculo. El area de prueba fue
de 25 cm2 Estas soluciones fueron rotadas (con arreglo de bloques latinos)
por las 4 éreés de prueba, con el fin de que cada solucién fuera examinada

tanto en sitios de abrasién como sin abrasion (Figura 6). Después de la
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aplicacion se colocaron gasas scobre fas areas de prueba y fueron aseguradas
sobre el dorsa del conejo mediante unas vendas. En seguida, los animales
fueron colocados en jaulas que no permitian su movimiento (Figura 7).
Las gasas fueron removidas 24 horas después de su aplicacion y finalmente

los animales fueron colocadas en jaulas individuales.

Q)

1% 9% ™% 1% 3% 1%
)

c J%n % C % C
9% 3I% (v} 3% % C
(o3 1% % 1% 1% 9%

Figura 6

Jecuencia de aplicacion en la regiéh dorsal del conejo. Cuatro preparaciones
1%, 3%, 9% y C son asignadas a las cuatro areas (1), (2), (3) y (4). Areas (2}

y (3) son de piel intacta. Areas (1) y {4) tienen abrasiones epidérmicas.
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Figura 7

Jaulas especiales para la restriccion de los conejos

La reacciones de la piel se midieron a las 24, 48 y 72 horas de acuerdo
al sistema de medida de Draize(i8) (Tabla 5). La evaluacion se realizé
colocando los animales bajo una fuente de luz blanca fluorescente de 160
watts, a una distancia de 90 cm y sobre un fondo negro plano. Cabe mencionar
que con el fin de evitar un sesgo ocasionado por el previo conocimiento de la
concentracion de la substancia colocada en cada uno de los cuadrantes,

participaron 2 lectores adicionales, que contaban con un entrenamiento sobre
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las escalas de medicién utilizada y que no conocian las concentraciones

utilizadas (Tabla 5).

Tabla §

Evaluacidn de las reacciones de la piel

A. Eriterma y formacién de eacara

Muy escasg eritema (apanas perceptible)
Bien definido el aritama

Moderado a3 severo el gritema

SR R -

Ertemna sevara {remalacha) y escasa farmacion de escara

Total posible de medidas del eritema 4

B. Formacion de edema

P

Muy escaso edema (poco perceplivle)

Escaso edema (corte de érea bian definida por definide reliave)

Moderade edema (el relieve del drea dg aproxmadamente 1 mmj

Edema severo (el relieve de mds de 1 mm con extension més alla del drea de exposlicién)

Aum

Total posihle edema 4

Posibles medidas totales para ivitacldn primaria 8

Draize. J.H.. y cols., J. Pharmacol. Exp. Ther. 82. 377-390. (1944)18)
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El indice de irritacion primaria (IIP) se calculo de la siguiente manera: los
valores numérices obtenidos para el eritema y edema a las 24, 48 y 72 horas
fueron sumadas a cada concentracién individual en cada animal.
El valor obtenido se dividic entre el nimero de observaciones (3) para dar el
promedio para cada sitio de prueba. Este promedio fue dividido por el nimero
total de animales estudiados (8), y de esta forma se obtuvo un promedio para
cada concentracion (1%, 3%, 9% y vehiculo) del coampueste examinada en (os

6 animales.

Al termino del experimento los animales fueran sacrilicados con
pentobarbital sédico a una dosis de 60 mg/kg via IV en |a vena marginal
extema izquierda. Posteriormente se tomaron fragmentos de lgs sitios de
prueba y control de la piel, ademas de los 6rgancs blanco como higado,

pulmén y rindn para su evaluacion histopatologica por microscopia de luz.

2.2.1.3 Evailuacidn de la toxicidad subcutanea

Esta prueba se realizo con base en el método madificado de Feldman y
Maibach (66) desarrollado por Bartek y cols $31). Dicho método consiste en la

administracion de la substancia a diferentes dosis via subcutanea, en el dorso

del conejo. Asi pues, al transcurrir 72 horas después de la administracion,
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se realizan evaluaciones histopatolégicas de cada uno de ellos. Por otra parte,
los efectos téxicos sistamicos sa estudian por medio de evaluaciones

histopatolégicas de los drganos intemos.

Para la evaluacién de esta prueba se trabajé con 6 conejos Nueva
Zelanda de ambos sexos y con las caracteristicas anteriorments seraladas.
Con un marcador no toxico se delinearon 12 cuadrantes, 6 a cada lado de la

linea media dorsal. Posteriormente, la Peroxisomicina A, disuelta en
etanol-Haemaccel® 1;10 se aplicd en la piel de cada conejo por via

subcutanea mediante una jeringa de tuberculina, con aguja hipodérmica

calibre 27 G. Las dosis administradas fueron las siguientes: 5, 10, 20, 30, 40,

50, 6Q, 70, 80, 90 y 100 pg/cm® en un volumen de 0.2 mL. El 4rea de prueba

fue de 4 cmZ.

Al término del experimento los animales fueron sacrificados con
pentobarbital sédico a una dosis de 60 mg/kg via IV en 'a vena marginal
externa izquierda. Finalmente se tomaran fragmentos de los sitios de prueba y
control de la piel, ademés de los drganos blanco higado, pulmon y rifidn,

para su evaluacion histopatologica por microscapia de luz.

35



2.2.1.4 Evaluacién de la sensibilizacién

Esta prueba se realizd segin el método estindar de Draize ('8), que
consiste en la administracion de la substancia en cuestidon, por via
intradérmica, en el dorsa del congjo. La primera dosis requiere un volumen de
0.05 mL mientras que 72 horas después se aplican 0.1 mL de la solucian al
1/100Q en el mismo sitio. Las administraciones de 0.1 mL se repiten tres veces
por semana hasta un total de diez. Asi pues, las reacciones de la piel se miden
24 horas después de cada aplicacidon de acuerdo al sistema de medida de
Draize (Tabla §). Dos semanas después de la altima adminisiracién se aplica
una dosis Gnica de 0.05 mL de la solucién en el mismao sitio y por la misma via
con una aguja calibre 27 G. Después de 24 horas se observan las reacciones
de la piel y se comparan con las atras observaciones efectuadas en las
inyecciones anleriores. De tal forma, que existe sensibilizacién cuando los
valgres de la dltima administracién san mayeres que los oblenidos en las

precedentes.

Para la evaluacion de esta prueba se trabajé con 6 conejos Nueva
Zelanda de ambos sexos y con las caracleristicas anteriormente sefaladas.

Se aplico, por via ID, una cantidad de 0.05 mL de Peroxisomicina A, a! 1/1000
disuelta en etanal-Haemaccel® al 1:10 (Figura 8). Al cabo de 72 horas se

administrd 0.1 mL de la misma s¢lucidn recientemente preparada, con una
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frecuencia de tres veces por semana durante 3 semanas, hasta completar un
total de 10 inyecciones (Figura 9). Las reacciones de la piel se midieron 24
horas después de cada aplicacién, de acuerdo al sistema de medida de
Draize(18), La evaluacién se realizé colocando los animales bajo una fuente de
luz blanca fluorescente de 160 watts, a una distancia de 90 cm y sobre un
fondo negro plano. Dos semanas después de la décima inyeccién se
administré otra dosis de 0.05 mL de la solucién, y posteriormente se midieron

las reacciones a las 24, 48 y 72 horas de acuerdo al sistema de medida de

Draize (Tabla 5).

L0

/ll'i“llllln ..mll ‘\\\w

Figura 8

Fotografia de la piel del conejo expuesta a la administracién via ID de 0.1 mL

de la Peroxisomicina A1 al 1/1000.
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Figura 9

Fotografia a mayor aumento de la piel de conejo expuesta a la administracion

via ID de 0.1 mL del vehiculo.

Al término del experimento los animales fueron sacrificados de la misma
manera que en la prueba anterior, y se tomaron fragmentos de los mismos

tipos de tejidos para su evaluacion histopatologica.
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2.2.1.5 Evaluacién de la fototoxicidad

Esta prueba se realizé segln el métedo de Baccichetti y cofs.(67),
que cansiste en aplicar topicamente la substancia en cuestion a
concentraciones al 1, 3 y 9% en solucion etandlica al 96% en el dorso del
conejo. Los animales son colocados durante 45 minutos en un cuarto obscuro
para evitar la exposicion de la substancia a otras fuentes de radiacion.
Posteriormente la piel es irradiada con una lampara de luz UV modelo
UVGL-25 Mineralight® con filtro integrade, con una intensidad de 180 pW/ cm?,
a una longitud de onda de 365 nm y a una distancia de 15 cm (la intensidad de
la radiacion es inversamente proporcional al cuadrado de la distancia).
Se determina [a intensidad de la radiacidn y la dosis minima para el eritema
(definida como la minima cantidad de luz ultraviofeta requerida para producir
un eritema clinicamente detectable en la piel no tratada, expuesta a una fuente
de luz UV de caracteristicas apropiadas), Despues de la exposician a la luz UV
se miden las reacciones de la piel a las 24, 48 y 72 haras de acuerdo al

sistema de medida de Craize (Tabla 5).
Para la evaluacidn de esta prueba se ulilizaron primero 3 conejos en los

cuales se calculd la dosis minima requerida para producir un eritema

clinicamente detectable en una piel no tratada por ninguna substancia.
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Por medio de un radiémetro LI-COR 189, se obtuvo el resultado de
8.424 x 104 J/m? a los 540 minutos. Una vez estandarizada la dosis, se trabajé
con otros 6 conejos en los que se delinearon 10 cuadrantes, 5 a cada lado de
la linea media dorsal. La Peroxisomicina A; se disolvié en etanol al 96% y se
aplicaron 20 pl/em? de las 3 soluciones utilizadas, hasta completar 4 cm?

(Figura 10). Ademas de la Peroxisomicina A, se utilizé el

8-metoxipsoraleno al 1% p/v disuelto en etanol al 96% como control positivo,

y un control negativo que solo recibid el vehiculo.

Figura 10

Fotografia de la piel de conejo con administracion via topica de las diferentes

soluciones de la Peroxisomicina A,
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Al transcurrir 45 minutos después de la aplicacién, la piel fue expuesta
por 540 minutos a la luz ultravioleta de la lampara anteriormente mencionada
(Figura 11). Finalmente se midieron las reacciones de la piel a las 24, 48 y 72
horas de acuerdo al sistema de medida de Draize (Tabla 5). La evaluacién se
realizé6 colocando los animales bajo una fuente de luz blanca fluorescente de

160 walts, a una distancia de 90 cm y sobre un fondo negro plano.

Al término del experimento los animales fueron sacrificados de la misma

manera que en las pruebas anteriores.
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Figura 11

Exposicién a la luz UV de las areas de aplicacion.
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2.2.1.6 Evaluacion de la fotopigmentacion

Esta prueba también disefiada por Baccichetti y cols.(€7), es casi idéntica
a la folotoxicidad, la unica diferencia radica en que las reaccignes se miden
dos semanas después, para dar tiempo a que se lleve a cabo la

fotopigmeantacion, El criterio utilizado para la evaluacién de |a pigmentacion se

muestra en [a tabla 6.

Tabla 6

Evaluacion de la fotopigmentacion

Pigmentacidon no perceptible
Pigmentacion definida (café claro) con bordes detinidos
Pigmentacion moderada (café)

Pigmentacion intensa, (café fuerte)

I e

Pigmentacion intensa {intensamente plgmentado ¢ negro)

15)
Nilsson, R., y cols., Contact Dermatitis. 28, 285-280. (1993).

2.22 Estudio histolagico

En todas las pruebas de toxicidad dérmica se tamaron fragmentas de los
sitios de prueba y caontrol de la piel, ademas de muestras de higado, pulmadn y

rifidn. Posteriormente fueron fijados en formalina al 10%, amortiguados con
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sales de fosfatos, deshidratados con alcohol y aclarados con xileno para ser
incluidos en pararafina. Se realizaron cortes de 6 pym y fueron tedfidos con
hematoxilina y eosina, as{ como con acido peryddico de Schiff (Reaccion de
PAS: oxidacidn de grupos hidraxilos libres por el dcido peryddico en la cual la
intensidad de la reaccién es directamente proporcional al contenido de

glucégeno) (€8),

La dafos fueron evaluados de acuerdo al grado de severidad y
extensidn de las lesiones en una escala semicuantitativa desarrollada por
Murphy y.cols‘ (28] Dicha escala otorga valores del 1 al 4 para Ia ulceracion y la
inflamacion de las secciones, proporcionando asi una medida de la intensidad

de los mismos. Una reaccion con valer de 1 se considera leve mientras que

una reaccidn de 4 es catalogada como severa.

El criterio utilizado para determinar la inflamacion aguda en la piel fue el
incremento de los neutrdfilos polimorfonucleares con 0 sin edema.
En la inflamacion subaguda se considerd la presencia de celulas plasmaticas,
linfacitos, neutrdfilos y eosindfilos. En la inflamacian crénica se cansiderd un
predominio de linfocitos y formacion de escaras. Todas las observaciones se

realizaron a un aumento de 2Q y 40X de la lente objetivo, con microscopio Card

Zeiss® de luz transmitida de campo claroe modelo K-7D.
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2.2.3 Andlisis estadistico

La prusba estadistica utilizada para el analisis de los resultados fue la

prueba exacta de Fisher (€9, 70),
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 DETERMINACION DE LA PEROXISOMICINA A, EN SANGRE

A las dosis administradas en todos los estudios de toxicidad dérmica,

no se detectd la Peroxisomicina A, en sangre.

3.2 TOXICIDAD TOPICA

A nivel macroscopico, la administracion de la Peroxisomicina A,
no pradujo eritema en la piel en ninguno de los tiempos considerados para su
evaluacion. Con la concentracion del 9% se observd un discreto edema que se
resolvio 24 horas despues de la aplicacion, También se obtuvo un indice de
irritacién primaria de ¢.33 & 0.15. Las dreas de piel control no mostraron
ningun cambio. El area del control positive (lauril sulfato de sodio al 100%)
mostré ulceracion difusa y necrosis epidémmica y se obtuvo un {ndice de

irritacion primaria de 6.5 £ 0.7.
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A nivel microscopice, no se observaron alteraciones en las secciones de
la piel control (Figura 12). Con las soluciones al 1 y 3% sdlo se observé un
discreto edema en la dermis supetrficial. Mientras tanto, en la darmis papilar y
media se observaron ntcleos reactivos, fibras de coldgeno alargadas y
separadas entre s por edema y vasos congestivos (Figura 13}. Los anexos
epidérmicos no maostraron alteraciones. Tampoco se observd infiltrado
inflamatorio agudo ni crénice en ninguno de los cortes revisados.
Los hallazgos mencionados se clasificaran como ausencia de daiio

epidérmico y discreto edema de la capa dérmica.

Con la solucidon al 9% los hallazgos fueron similares, observandase
ademas un moderado infiltrado mononuclear perivascular e incremento de la
congestion vascular y edema de la dermnis superficial y media {Figura 14},
asf como la activacién de fibroblastos y fibras musculares con palidez a nivel
citoplasmatico. Con la tincién de PAS se identificd una disminucion importante
del glucégeno en las fibras musculares {Figura 15). Miantras tanto, los anexos
epidérmicos no mostraron alteraciones. En la tabla 7 se muestran los
resultados obtenidos con la administracién tdpica de la Peroxisomicina A,.
No se ianifestd dafo epidérmico ni ulceracién o inflamacidn. Igualmente,

tampoco se presentaron afteraciones macrescdpicas ni microscopicas en los

organos blanco.
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Figura 12

Corte de piel control con administracion via topica del vehiculo. Hy E  20X.
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Figura 13

Corte de piel con aplicacion al 3% de la Peroxisomicina A, via tépica.

Se observa discreto edema. Hy E  20X.
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Figura 14

Corte de piel con aplicacién de la Peroxisomicina A al 9% via tépica.

Se observa edema, congestion e inflamacion. Hy E  20X.
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Figura 15

Corte de piel con aplicacién de Peroxisomicina A, al 9% via tépica.

Se observa disminucion del glucégeno en las fibras musculares. PAS 40 X.
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Tabla 7

Evaluacion histopatoldgles de los sitios tratados cor: la Peroxlsomicina A 1

via téplca.
Inflamacion Epidermia
Cone. aP Ulceracidn
Aguda Subaguda Crénica Dasio
1% 0.2 0 Q Q 0 0
3% 0.3 0 0 0 0 0
4% 0.5 0 0 ¢ 0 0
X 0.3:; = 015 0 a 0 a 1
' gg:r:stla 65107

* Lavril Sulfato de Sediv 100%

B

3.3 TOXICIDAD SUBCUTANEA

A nivel macroscopice no se cobservo eritema en |a pisl del consjo

72 horas después de la aplicacion, y [as manifestaciones fueron similares a las
encontradas con la via tdpica, a excepcion de la dosis de 100 pg/cm?Z,

en la cual la epidermis mostrd un color violaceo acompanada de una discreta

hemorragia.
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A nivel microscépico no se observaron alteraciones en las secciones de
la piel control {Figura 16). Con las dosis de 5§ a 40 pg/cm? se manifestd un

discreto edema Intercelular a nivel epidérmico. Mientras tanto, en la dermis
superficial y en la profunda se identificaron fibroblastos con reactividad
nuclear, edema y vasos reactivos con enhgrosamiento de la pared endctelial

(Figura 17).

Con la dosis de 50 pg/cm?® se encontraron fibras musculares con
disminucién importante del glucégeno, vasos reactivos engrosados de la
pared y edema con extension a las fibras musculares, asi como un moderado
infittrado mononuclear (Figura 18). Con la dasis de 100 ug/cm? se observo un
marcado edema, una necresis predominantemente a nivel dérmico,

un infiltrada inflamatorio y una congestion vascular (Figura 19).
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Figura 16

Corte de piel control con administraciéon subcutanea del vehiculo.

Se observa discreto edema. Hy E  20X.

53



Figura 17

Corte de piel con administracién subcutanea de 5 pg/cm? de Peroxisomicina

A,. Se observa discreto edema y congestion vascular. Hy E 20 X.
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Figura 18

Corte de piel con administracion subcutéanea de 50 pg/cm? de Peroxisomicina

A,. Se observa discreto edema y congestién vascular. Hy E 20X.
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Figura 19

Corte de piel con administracién subcutédnea de 100 pg/cm?2 de Peroxisomicina

A,. Se observa edema, necrosis, vasos engrosados y severa inflamacion.

HyE 40X
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En la tabla 8 se muestra el dafio epidérmico que se observd a pariir de la

dosis de 50 pg/cm?, mientras que la inflamacién aguda y subaguda se

presentd a partir de 80 pg/cm?2. No se observaron alteraciones macroscépicas

ni microscopicas en los érgangs blanco.

TABLA 8

Evaluacidn histopatoldgica de los sitlos tratados con s Peroxisomicina A

via subcutinea

Dosls pg/cm  Ulceracién Inflamactén Epidermis
Aguda Subaguda Crénica Dafio
3 o 0 0 0 o
10 0 0 o 0 !
20 a Q a 0 .
30 0 0 0 0 .
40 0 0 0 0 p
S0 0 0 0 0.1 o
T 1 3 g 0.2 05
" ¢ 0 0 e 08
80 a 0.1 0.1 0.4 11
90 a 02 0.1 0.8 1
100 o] 02 (R a6 .
CONTROL 0 0 0 o o
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3.4 SENSIBILIZACION

A nivel macroscdpico se observd un moderado eritema y edema.
Las lecturas obtenidas con la Ultima administracién de la substancia fueron
mayores comparadas con aquellas de las primeras administraciones

(Figuras 20 y 21).

A nivel histopatolégico las areas control no mastraron cambios en la
epidermis. En cambio, en la dermis se identificé un infiltrado de predominio
petivascular compuesto de eosindfilos y linfocitos. Ademas, se manitestd

edema y dilatacion vascular (Figura 22).

Las areas tratadas con fa Peroxisomicina Ay presentaron espongiosis a
nivel de |a epidermis, mientras que en |a dermis superficial media se observé
necrosis, asi como formacion de microabscesos compuestos de eosindfilos,
polimorfonucleares y escasas células plasméticas (Figura 23).
El infiltrado se dispuso alrededor de arteriolas de pequerio calibre y anexos
cutdneos (Figura 24). Ademas, se denotd una disminucién importante del
glucdgeno en las fibras musculares de la piel. Por otra parte, no se observaron

alteraciones macroscopicas ni micrascdpicas en los érganos blanco.



Figura 20

Fotografia de la piel de conejo con administracién 1D del vehiculo 24 horas

después.



Figura 21

Fotografia de la piel de conejo con administracion ID de Peroxisomicina A,

24 horas después.
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Figura 22

Corte de piel control con administracién ID del vehiculo.

Se observa un discreto edema. Hy E  20X.
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Figura 23

Corte de piel con administracién ID de Peroxisomicina A; al 1/1000. Se
observa formacién de microabscesos con PMN, eosindfilos y dafio vascular.

HyE 40X
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Figura 24

Corte de piel con administracién ID de Peroxisomicina A; al 1/1000.

Se observa infiltrado inflamatorio agudo perivascular y perianexial. Hy E  20X.

3.5 FOTOTOXICIDAD

A nivel macroscépico, la exposicion a luz ultravioleta no ocasioné
eritema en la piel no tratada del conejo, 24 horas después de la irradiacién.
Las areas de la piel tratadas con las soluciones de la Peroxisomicina A,

expuestas o no a la radiacién no desarrollaron reacciones de irritacién,
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y fueron cualitativaments similares a las dreas control, tanto en €l drea radiada
como én la no radiada que sélo recibieron el vehiculo. En las areas tratadas
gcon 8-MOP con exposicion a la luz ultravicleta se manifestd un intenso eritema

y edema (Figuras 25 y 26).

Los hallazgos histopatolégicos en las dreas de piel tratadas con la
Paroxisomicina A, al 1y 3%, tanto radiadas como no radiadas, mostraron
cambios similares a |los controles negativos, caracterizados por una discreta
espongiosis ¥ edema de la dermis superficial y media (Figuras 27 y 28).
Con la solucién al 9%, tanto radiada como no radiada, se ohservé un
moderado infiltrado mononuclear perivascular, activacion de fibroblastos y
fibras musculares con disminucién importante del glucégeno. Por otro lado,
las areas tratadas con 8-MOP con exposicion a luz ultravioleta mostraron
cambios significativos a las 72 horas, caracterizados por espongiosis, eritema,
exfoliacion de la capa superficial de la epidermis, regenesracion en el epitelio
con pseudoestratificacion e infiltrado inflamatorio agudo (Figura 29).
No se observaron alteraciones macroscopicas ni microscopicas en los drganos

blanco.
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Figura 25

Fotografia de la piel de conejo expuesto a la administracion via tépica de las
diferentes soluciones de la Peroxisomicina A, vehiculo y 8-MOP

24 horas después de la exposicién a la luz UV.
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Figura 26

Fotografia de la piel de conejo expuesto a la administracién via tépica de la
Peroxisomicina A, al 9%, vehiculo y 8-MOP 24 horas después

de la exposicion a la luz UV.
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Figura 27

Corte de piel control sin exposicién a la luz UV y con administracion via topica

del vehiculo. Se observa discreto edema y espongiosis. Hy E 20X,
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Figura 28

Corte de piel con aplicacién via tépica de Peroxisomicina A4 al 1%.

Se observa discreto edema y espongiosis. Hy E 20 X.
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Figura 29
Corte de piel con aplicacion via topica de 8-MOP al 1%. Se observa

reactividad del epitelio con espongiosis, infiltrado inflamatorio agudo y edema
de lacapabasal.l Hy E 20X.

3.6 FOTOPIGMENTACION
A nivel macroscépico, las areas de piel tratadas con las soluciones de la

Peroxisomicina A, expuestas o no a la radiacién no desarrollaron reacciones

de fotopigmentacién y fueron cualitativamente similares a las dreas control
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tanto en ¢l drea radiada camo en la no radiada, que sdla recibieron el
vehiculo. En las areas tratadas con 8-MOP (control positivo) con exposicion a
la luz UV, se observo un intenso eritema, edema y pigmentacion. La reaccion

de fotopigmentacion fue precedida de eritema.

A nivel histopatoldgico se llevaron a cabo cambios escasaos y similares
a los controles, caracterizados por discreta espongiosis y edema de la demmis
(Figura 30). Con la solucion al 9% tanto radiada como no radiada, se manifesté
un moderado infiltrado mononuclear perivascular, activacicn de fibroblastes

y fibras musculares con disminucién importante del glucdgeno.

Las areas con 8-MQOP mostraron dafio en la epidermis caracterizado
por edema, fibrosis perianexial y necrosis individual de celulas. Ademas,
se gbservd un incremento en la capa granular, hiperplasia discreta de
melanacitos, detritus celulares subcorneales y fibrosls (Figuras 31 y 32).
Tampoco se produjeron alteraciones macroscopicas ni microscopicas en los

érganos blanco.
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Figura 30

Corte de piel control con administracién via tépica de la Peroxisomicina A, al

9%. Se observa discreto edema y espongiosis. Hy E 20X,
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Figura 31

Corte de piel con aplicacion via tépica de 8-MOP al 1%. Se observa

hiperplasia melanocitica. Hy E 20 X.
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Figura 32

Corte de piel con aplicacion via tépica de 8-MOP al 1%. Se observa
incremento en la produccion de melanina y queratinocitos pigmentados,

HyE 40X.

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

En todos los estudios de toxicidad dérmica no se encontré diferencia
significativa entre el area control con administracion del vehiculo y las areas de

aplicacién de la Peroxisomicina A4 con una p > 0.001.
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CAPITULO 4

DISCUSION

El presente trabajo representa una investigacién sistemdtica in vivo de la

irritacion en la piel y del potencial toxico de la Peroxisomicina A; administrade

por via topica.

En los ultimos 20 afos, se han empleado diversos agentes
quimioterapeuticos aplicados tdopicamente en la piel, ya sea sdlos g en
combinacion con otras formas de terapia. Por ejemplo, la mostaza nittogenada
se utilizo topicamente en el tratamiento de la micosis fungoide por Haserick y
cols{71]. Asi mismo, el 5-Fluorouracilo {5-FU) ha demostrado su efectividad
administrado via tdpica en pacientes con lesiones precancerosas (72,
Este hecho ha sido confirmado por Dillaha y cols.(73), Ademds, la aplicacidn
tépica de agentes antineoplasicos como la Lomustina (74, Mecloretamina (75
y 5-FU (72) han sido empleados satisfactoriamente en el tratamiento de la

psoriasis.
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Por tal razén, nos paracid importante conacer la respuesta toxica cutanea
en piel por aplicacion tépica de la Peroxisomicina A; y se utilizé para ello

pruebas convencionales de toxicidad cutanea.

En este trabajo se wlilizé la Peroxisomicina A, que cumplié con los
parametros de calidad establecidos por el Departamento de Farmacologia y
Toxicologia (Tabla 4) que consideran el valor de la pureza quimica y la

actividad bioldgica.
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4.1 TOXICIDAD TOPICA

El método modificado de Draize(2 que se utilizé en este trabajo es util
gracias a que permite distinguir entre substancias quimicas que son
consideradas irritantes severos o moderados de aquellas que representan
poco o ningun potencial irritante para el hombre. As/ mismo, la técnica de
dilucién que se empled, resulté adecuada para determinar la conc¢entracién no
irritante de la Paroxisomicina A, y de esta manera reducir el riesgo de irritacion

de futuros estudios en el humano.

En relacidn al valor encontrado del indice de Irritacion Primaria (lIP)
de 0.3 = 0.1, la Peroxisomicina A, resultd ser una substancia no irritante.
En la Tabla 9 se muestra el indice de irritacién Primaria de la substancia en
cuestion y de otras substancias antineoplasicas que han sido estudiadas por
diversos autores bajo este mismo método 9. Asi mismo, la Ley Federal do
Substancias Peligrosas de los Estados Unidos de Norteamérica (FHSA)
especifica que un compuesto es cansiderado ne irritante peligroso si su [IP en
el conejo es menor de § y potencialments irritante peligroso si su [P es mayor
de 5. Por lo tanto, de acuerdo a este criterio la Peroxisomicina A, ser(a
considerada una sﬁbstancia no irritante. Pero cabe destacar que otras

substancias, como los blanqueadores a base de hipoclorto de calcia,
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que podria juzgarse como seguras a los ojos de varios autores (3, 4), resultan
como irritantes severos al observar los resultados en el hombre, Por otra parte,
la FHSA define a una substancia como corrosiva si causa una destruccion
visible o irreversible en ¢l tejido en el sitio do contacto. Aunque e! significado
del término “destruccién visible” no esté claro, en férminos generales,
la destruccidn visible podria significar la muerte de células que se traducen en

un esfacelamiento de la superficie de la epidemmis.

Una de las diferencias mas importantes en los estudios de irritacion es
que en las pruebas realizadas en animales se utilizan silios ¢con abrasion,
lo cual no pueden ser realizados en el hombre. El uso de los sitios de abrasidn
se basa en el procedimiento ariginal del método de Draize (18), que fue
disenado originalmente para evaluar medicamentos de uso tdpico y

cosmeticos sobre piel dafada.

En este trabajo no se observa irritacion en las areas control de la piel del
conejo con la aplicacidn del vehiculo, [o que nas indica una adecuada técnica
y rotacion de los sitios de aplicacion. A nivel histopatolégica el dafio
epidérmico y démico se clasificé como lgve a las concentraciones de 1 y 3%

y coma moderade al 9%. Por otra parte, en estudios realizados por Bermidez y

cols 78) en monos Cynomolgus (Macaca fascicularis) encontraron deplecion
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del glucégeno en las fibras musculares del corazén. Es importante mencionar,
que esta deplecidn del glucdgeno también fue observada en las fibras
musculares de la fascia superficial de la piel en todas las pruebas realizadas

en este estudia.

TABLA 9

Comparacién del indice de Irritacién primaria (IP) de varias substanclas

antineoplisicas y la Peroxisomicina Ay

Compuesta Cone. IIP Compuesto Conc. 1P
% 4.1 g% 3.1
3% 38 I% 19
Ciclohex/mida 1% 43 Vincristina 1% 07
Oa ¢.0 1 02
X=41:02 X=18=12
% 15 % 07
F% 1.2 % 09
Addamicina 1% a9 5 - Fluarouracilo 1% oS
ab 0.c Ca 0.1
X=1.2z203 X=07:02
% 0.7 9% 05
3% 02 I% 03
Cldgloslamida 1% 04 Peroxisomicing A1 1% 92
Ta 02 oc 0.0
X=04302 X=03201
% 63 I% 09
3% 02 I% (X
6 - Toguanina 1% [+ 3] 6 - Mercaptopuina 1% 0.0
o Q.1 Oa 00
X=03:0.1 X=00

a: Metll celulosa al 2%

b: Agua destilada

¢: Etanol 98%

d Meld coluksa al 1% 4

2
Phillps, L., y cols., Toxicol. App!. Pharmacol. 21, 369-382. (1972).
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Con la Peroxisomicina A, el infiltrado inflamatorio sé6lo se observé con la
concentracion del 9% y fue de predominio mononuclear. Murphy y cols (25 han
observado alteraciones macroscdpicas y microscdpicas en 6rganos
potencialmente consideradas como Organos blanco como el higado, las que
han sido atribuidas a la presencia de agentes patégenos como Coccidia
hepatica (Enmeria stiedae) y/o a cestodos (Taenia sp.). En aste estudio no se

encontrd alteracion de ninguna especie.

4.2 TOXICIDAD SUBCUTANEA

En los ensayos clinicos en el momento actual, se han llevado a cabo con
dosis de 40 mg/m?2 por via IV, lo cual nos da una dosis de 4 pglem? de
superficie corporal. Sin embargo, en esta prueba se aplicaron dosis desde 5

hasta 100 pg/cm? y ho se observé toxicidad sistémica.

Con la administracién subcutanea el dafio fue proporcional a la dosis.
Con daosis superiores a 50 pg/cm?2, se gbservaron alteraciones en los vasos
sahguineos los que presentaron trombosis y necrosis de los anexos

epidermicos, seguido de una reactividad vascular con lesiéon a la musculatura

y anexas. Con las concentraciones de 80 a 100 pg/cm? se ohservd trombosis
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vascular en la dermis superficial, media y profunda, con moderado dafio
muscular y necrosis epidérmica de tipo isquémico. Asi pues, los dafos se

clasificaron coma leves con la dosis de 5 a 50 ug/cm?2, como moderadas con la

dosis de 60 a 80 pg/cm?2 y como severos con la dosis de 80 a 100 pg/cm 2.

4.3 SENSIBILIZACION

La mayoria de las substancias quimicas de uso camin tienen la
capacidad de causar sensibilizaciéon en la piel. Consecuentemente,
es importante conducir una evaluacion completa y precisa del riesgo cuando
se anticipa que alguna substancia guimica entrara en contacto con la piel
humana. Tal evaluacién de riesgo debe relacionar la naturaleza y el grado de

la exposicion démmica con la potencia sensibilizante de la substancia quimica.

Los resultados en esta prueba maostraron un infiltrado alrededor de
arteriolas de pequeno calibre y anexos cutaneos, compuesto por eosinofilos,
polimorfonucleares y escasas células plasmaticas. Por otro lado, no se

encantraron macréfagos dérmices, que comunmente se manifiestan durante la

sensibilizacién tipo retardada (77, 78.79),
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Hasta el momento, na existen reportes en la literatura acerca de la
presencia de mastocitos y linfocitos con la administracion de la Peroxisomicina
A4, ¥y soOlo hay algunos donde se menciona la presencia de infiltrado linfocitario

y tagocitos en nervios periféricos y misculo esquelético de cabras (41),

4.4 FOTOTOXICIDAD Y FOTOPIGMENTACION

La Interaccidon de la luz y substancias quimicas para provocar
reaéciOnes en la piel, es un proceso muy complejc que da como resultadg
cambios fisiolkdgicos tanto en la capa dérmica como la epidérmica. Asi pues,
la radiacién ultravioleta es conocida por ser el agente causal que genera la
mayor parte de los cambios c¢rénicos en la piel, sin embargo, el grado y
naturaleza de las reacciones fototéxicas que contribuyen en este proceso no

estan tatalmente dilucidadas.
El procedimiento descrilo en este trabajo fue empleado

satisfactoriamente para la deteccién de fototoxicidad de la Peroxisomicina A4

en conejos Nueva Zelanda.
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Con la administracién de la Peroxisamicina Ay a concentraciones al
1, 3 y 9% no se observaron efactos de fototoxicidad ni de fotopigmentacion.
En esta prueba se utilizé el 8-MOP en uno de los lugares de prueba
disponibles, ya que practicamente todas las investigaciones biclogicas de este
tipo lo utilizan como control positivo (13,14, 15, 16) Este produjo una evidente
reaccion fototdxica que nos sirvio para establecer la capacidad de la fuente

luminosa de generar respuestas fototdxicas.

Por otra parte, el vehiculo puede influenciar de alguna forma la
intensidad de la reaccion, ‘como ha sido demostrado por Marzully y Maibach
{89), y por Kaidbey y Kligman (1 en el caso del 5-metoxipsoraleno,
Cabe mencionar que el vehliculo que se usd en este trabajo no ocasiond
problemas en la diferenciacion entre un compuesto fototdxico y no fototdxico.
Asi mismo, el método que se utilizd para remaver el pelo (rebajar y después
rasurar) de la regidn dorsal de |los conejos, no afecté los resultadaos.
Ademads, nqo se emplearon cremas depiladoras o algun otro producto que

pudiera interferir con la evaluacién de éstas.

Con el fin de asegurar |a reproducibilidad de este estudio, se tomé en
cuenta las caracleristicas cornpletas de la luz con las que se trabajo, asi como

también las condiciones de irradiacidon, entre ellas la duracién de la
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exposiclén, la distancia entre la [Ampara y la piel y la energla liberada. En este
punto cabe destacar la importancia del tiempo de irradiacion, ya que existe
una estrecha correlacion entre la severidad de la fototoxicidad y el incremento

de la duracidn de la irradiacién ultravioleta (@2, 83),

Los resultados obtenidos en este estudio con el 8-MOFP a nivel
histopatoldgico fueron similares a aquellos previamente reportados por
Weil y cols{12) y Forbes y cols (13) los que consislieron en eritema, exfoliacién

de la capa superficial de la epidermis e infiltracion de neutrgfilos.

Por otro lado, resulta interesante mencionar que no ée detectd la
Peroxisomicina A, en la sangre de los conejos en ninguna de las pruebas
realizadas. Ademas, debido a que no se encontrargn alteraciones hepaticas,
pulmonares y renales, considerados como drganas blanco, se puede afirmar
que por esta via y a las dosis administradas no se produce dafio sistémico.
Cabe mencionar que si bien la Peroxisomicina Ay es una substancia
fotosensible, la ausencia de actividad fototdxica no puede explicarse ain hasta
el momento de la elaboracidn de este trabajo, debido a que todavia no sé han
ident_ificado los posibles metabolitos o fotoproductos de dicha substancia.
Sin émbargo, la seguridad de que e! fotoproducto se encuentre libre de

caracteristicas fototdxicas en la piel, serd una importante consideracion en el
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total de |las evaluaciones de la seguridad de esta substancia en particular,
El esclarecimiento de estes prohlema, pudiera ser la base de estudios

subsecuentes en (a terapia fotodindmica del cancer de la piel.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

En todas las pruebas realizadas de toxicidad dérmica con la

Peroxisomicina A, , se cbservé que la respuesta fue dosis-dependiente.

En todas las pruebas realizadas a nivel histoldgico se demostré una

disminucidn importante del glucogeno en las fibras musculares de la piel.

La Peroxisomicina A, no produjo dario sistémico en los drganos blanca

como higado, pulmén y rifidn tanto a nivel macroscdpico como microscépico.

En todas las pruebas realizadas no se detectd la Peroxisomicina A, en
sangre. Esto podria indicar que esta substancia no se absorbe por pisl a las

dosis administradas.

La Peroxisomicina A; administrada via tc’;pica no produjo efeclos de

fototoxicidad ni de fatopigmentacion.
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De acuerdo al (ndice de lIrritacion Primaria (IIP) que se obtuvo,

se considerd a la Peroxisomicina Ay como una substancia no irritante.

La Peroxisomicina A; administrada via intradérmica produjo ligera

sensibilizacion.

Debido a la alta toxicidad selectiva encontrada en el cultivo de células de
melanoma (4 y a la baja toxicidad que mostré en su aplicacion tépica, asi
como su falta de absorcion por piel, ha despertado un gran interés por sus
posibilidades terapéuticas en el tratamiento del cancer de piel al utilizarse sdla

o con otras formas de tratamiento.
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