3.4 SENSIBILIZACION

A nivel macroscépico se observé un moderado eritema y edema.
Las lecturas obtenidas con la altima administracion 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 identificéd un infiltrado de predominio
petivascular compuesto de eosindfilos y linfocitos. Ademas, se manifestd

edema y dilatacion vascular (Figura 22).

Las dreas tratadas con fa Peroxisomicina A, presentaron gspongiosis a
nivel de la epidermis, mientras que en la dermis superficial media se observd
necrosis, asi coma formacion de microabscesos compuestos de eosindfilos,
polimorfonucleares y escasas células plasméticas (Figura 23).
El infiltrado se dispuso alrededor de arteriolas de pequefio calibre y anexos
cutaneos (Figura 24). Ademas, se denoto una disminucién importante del
glucdgeno en las fibras musculares de la piel. Por otra parte, no se observaron

alteraciones macroscopicas ni micrascopicas en los ¢rgarnos blanco.
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Figura 20

Fotografia de la piel de conejo con administracién ID del vehiculo 24 horas

después.
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Figura 21

Fotografia de la piel de conejo con administracién 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,

61



Figura 23

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

HyE 40X
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Figura 24

Corte de piel con administracién ID de Peroxisomicina Ay 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 irradiacion.
Las areas de la piel tratadas con las soluciones de la Peroxisomicina A,

expuestas o no a la radiacién no desarrollaron reacciones de irritacion,
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y fueron cualitativamente similares a las areas control, tanto en el area radiada
como en la no radiada que sélo recibieron el vehiculo, En las areas tratadas
con 8-MOP con exposicion a la luz ultravigleta se manifestd un intenso ertema

y edema (Figuras 25 y 26).

Los hallazgos histopatoldgicos en las dreas de piel tratadas con la
Peroxisomicina A, al 1y 3%, tanto radiadas como no radiadas, mostraron
cambios similares a los controles negativos, caracterizados por una discreta
espongiosis ¥y edema de la dermis superficial y media (Figuras 27 y 28).
Con la solucién al 9%, tanto radiada como no radiada, se observé un
moderado infiltrado mononuclear perivascular, activacion de fibroblastos y
fibras musculares con disminucidn 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 supetficial de la epidermis, regeneracion en ¢l epitelio
can pseudoestratificacion e infiltrado inflamatorio agudo (Figura 29).
No se observaron alteraciones macroscdpicas ni microscapicas en los organos

blanco.
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Figura 25

Fotografia de la piel de conejo expuesto a la administracién via tépica de las
diferentes soluciones de la Peroxisomicina A4, 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 exposicion a la luz UV y con administracién via tépica

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

Corte de piel con aplicacion 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 tépica de 8-MOP al 1%. Se observa
reactividad del epitelio con espongiosis, infiltrado inflamatorio agudo y edema

de la capa basal. Hy E 20X.

3.6 FOTOPIGMENTACION
A nivel macroscopico, 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 areas control
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tanto en el drea radiada como en la no radiada, que sdlg recibieron el
vehiculo. En las areas tratadas con 8-MQOP (control positivo) con expasicidn 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 escasos y similares
a los contrales, caracterizados por discreta espongiosis y edema de la demmis
(Figura 30). Con la solucion al 9% tanto radiada como no radiada, se manifesto
un moderado infiltrado mononuclear perivascular, activacién de fibroblastos

y fibras musculares con disminucién importante del glucégeno.

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

érganos blanca.
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Figura 30

Corte de piel control con administracion via topica 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 aplicacién 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 aplicacién via tépica de 8-MOP al 1%. Se observa
incremento en la produccién 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 investigacion sistemdtica in vive de la
irritacion en la piel y del potencial téxico de la Peroxisomicina A, administrado

par via topica.

En los ultimos 20 afos, se han empleado diversos agentes
quimioterapeuticos aplicados topicaments en la piel, ya sea sélos g en
combinacion con otras formas de terapia. Por ejemplo, la mostaza niftogenada
se utilizo topicamente en el tratamiento de la micosis fungoide por Haserick y
cols{7). 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 aplicacion
tapica de agentes antineoplasicos como la Lomustina (74, Mecloretamina (75)
y 5-FU 2] han sido empleados satisfactoriamente en el tratamiento de la

psoriasis.
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Por tal razén, nos parecid importante conacer la respuesta toxica cutanea

en piel por aplicacion topica de la Peroxisomicina A; y se utilizé para ello

pPruebas convencionales de toxicidad cutdnea.

En este trabajo se utilizé 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 v la

actividad bioldgica.
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4.1 TOXICIDAD TOPICA

El método modificado de Draize!®S) que se utilizd 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. Asi mismo, la técnica de
dilucién que se empled, resulté adecuada para determinar [a concentracién no
irritante de la Pgroxisomicina A y de esta manera reducir el riesgo de irritacion

de futuros estudios en el humano.

En relacién al valor encontrads del indice de Irritacion Primaria (IIP)
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 considerado no irritante peligroso si su [IP en
ol conejo es menor de 5§ y potencialmente irritante peligroso si su IIP 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 hipoclorito de calcig,
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que podria juzgarse como seguras a los ojos de varios autores 3.4, resultan
coma irritantes severos al observar |os resultados en el hombre. Por ofra parte,
la FHSA define a una substancia como corrosiva si causa una destruccion
visible o irreversible en el tejido en el sitio de contacto. Aunque el significado
del término “destruccién visible” no esté claro, en términos generales,
la destruccidn visible podria significar la muerte de ¢élulas que se traducen en

un esfacelamiento de la superficie de la epidermis.

Una de las diferencias mas importantes en los estudios de irritacion es
que en las pruebas realizadas en animales se utilizan sitios 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
disefado originalmente para evaluar medicamentos de uso topico y

cosmeticos sobre piel daitada.

En este trabajo no se observa irritacion en las areas control de la piel del
conejo con la aplicacidn del vehiculo, lo que nos indica una adecuada técnica
y rotacion de los sitios de aplicacion. A nivel histopatolégico el dafio
epidérmico y démico se clasificd coma leve a las concentraciones de 1 y 3%

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

cols 76 gn monos Cynomolgus (Macaca fascicularis) encontraron deplecion
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del glucdgeno 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 (IIP) de varias substanclas

antineoplisicas y la Peroxisomicina A,

Compueasta Conc. 1P Campuesto Conc. 1P
% 4.1 % at
3% 38 I% 19
Ciclohex/mida 1% 4.3 Vincristina 1% 07
1.1 0.0 b 0.2
X=41:x02 X=19z12
% 15 % Q7
% 1.2 I*% R
Addamicina 1% a9 5 - Fluorouradilo 1% 95
[1.4] a.a [+ ] a1
X=1.2zx03 X=07202
b 0.7 9% 05
3% 02 % 03
Cldolostamida 1% G4 Pgroxisomicing A1 1% 02
-] az Oc 0.9
X=04:02 X=03£01
% a3 I% 090
% 02 I% 0.0
G - Tioguanina 1% 02 § - Mgrcaptopunna 1% Q.0
0d Q.1 Oa 00
X=03 01 X=00
a: Metll colulosa al 2%
b: Agua destilada
g: Etangl 95%

: Walll celuksa al 1% i24)
Philips, L., y cols.,, Toxicol. Appl. Pharmacol. 21, 369-382. (1972).
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Con la Peroxisomicina A, el infiltrado inflamatorio s6lo se observd con la
concentracion del 9% y fue de predominio mononuclear. Murphy y cols (25) han
observado alteraciones macroscopicas y microscopicas en &rganos
potencialmente consideradas como drganos blance como el higado, las que
han sido atribuidas a la presencia de agentes patégenos como Coccidia
hepatica (Ermeria stiedae) y/o a céstodos (Taenia sp.). En este estudio no se

encontrd alteracion de ninguna especie.

4.2 TOXICIDAD SUBCUTANEA

En los ensayos clinicas en el momento actual, se han llevado a cabo con
dosis de 40 mg/m2 por via IV, lo cual nos da una dosis de 4 pg/cm? de
superficie corporal. Sin embargo, en esta prueba se aplicaron dosis desde 5

hasta 100 pg/cm?e y no se observé toxicidad sistémica.

Con la administracién subcutanea el daiio fue proporcional a la dosis.
Con daosis superiores a 50 ug/cm?2, se gbservaron alteraciones en los vasos
sanguineos los que presentaron trombosis Y necrosis de los anexos

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

y anexos. Con las concentraciones de 80 a 100 pg/em? se observd tragmbosis
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vascular en la dermis superficial, media y profunda, con moderado dafo
muscular y necrosis epidérmica de tipo isquémico. Asi pues, los dafios se

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

dosis de 60 a 80 pg/cm2 y como severos con la dosis de 80 a 100 pg/cm 2.

4.3 SENSIBILIZACION

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

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

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

encontraron macrdfagos dérmicas, que comunmente se manifiestan durante la

sensibilizacion tipo retardada (7. 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 s0lo hay algunos donde se menciona la presencia de infiltrado linfocitario

y tagocitos en nervios periféricos y musculo esquelético de cabras (1),

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 resultado
cambios fisioldgicos tanto en la capa dénmica coma la epidérmica. Asi pues,
la radiacién ultravioleta es conocida por ser el agente causal que genera la
mayor parte de los cambios crénicos en la piel, sin embargo, el grado y
naturaleza de tas reacciones fototdxicas que contribuyen en esto proceso no

estan totalmente dilucidadas.
El procedimiento descrito en este trabajo fue empleada

satisfactoriamente para la deteccién de fototoxicidad de la Peroxisomicina A4

en conejos Nueva Zelanda,
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Con la administracidn de la Peroxisomicina Ay a concentraciones al
1, 3 y 9% no se observaron efactos de fototoxicidad ni de fotopigmentacién.
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
reaccign fototoxica 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 reaccién,-como ha sido demostrado por Marzully y Maibach
80), y por Kaidbey y Kligman @1} en el caso del 5-metoxipsoraleno,
Cabe mencionar que el vehlculo que se usd en este trabajo no ocasiond
problemas en la diferenciacion entre un compuesto fototdxico y no fototdxico.
Asi mismo, el metodo que se utilizd para remaover el pelo {rebajar y después
rasurar) de la regidén dorsal de los conejos, no afecté los resultados.
Ademds, ng se emplearon cremas depiladoras o algun otro producto que

pudiera interferir can la evaluacion de estas.

Con ¢l fin de asegurar |la reproducibilidad de este estudio, se toméd en
cuenta las caracteristicas completas de la luz con las que se trabajo, asi como

también las condiciones de irradiacién, entre ellas la duracién de la
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exposicidén, la distancia entre la ldmpara 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 duracién de la irradiacién ultravioleta (@2, 83),

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

de la capa superficial de la epidermis ¢ infiltracion de neutrdfilos.

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 encontraran alteraciones hepaticas,
pulmonares y renales, considerados como drgancs 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 A; 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 se han
ident_ificado los posibles metabolitos ¢ fotoproductos de dicha substancia.
Sin émbargo, la seguridad de que el fotoproducto se encuentre libre de

caracteristicas fototdxicas en la piel, sera 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 problema, pudiera ser la base de estudios

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

CONCLUSIONES

En todas las pruebas realizadas de toxicidad dérmica con la

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

En todas las pruebas realizadas a nivel histoldgico se demostré una

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

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

como higado, pulmdn y rifidn tanto a nivel macroscdpico como microscdpico.

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

dosis administradas.

La Peroxisomicina Ay administrada via topica no produjo efectos de

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

so 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 54 y a la baja toxicidad que mostré en su aplicacion tépica, asi
como su falta de absorcidn 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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