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RESUMEN 

Antecedentes. El descubrimiento y desarrollo de un nuevo medicamento es un proceso que 

garantiza la eficacia, la seguridad, y la tolerabilidad de este antes de salir al mercado. Es en 

la fase preclínica de este proceso en la que se realizan los primeros estudios de seguridad a 

nuevos compuestos utilizando células, tejidos, y animales. Estudios preclínicos han 

demostrado que los nuevos α-aminofosfonatos desarrollados en el Centro de Investigaciones 

Químicas de la UAEM tienen actividad antiinflamatoria y analgésica, sin embargo, aún se 

desconoce su perfil toxicológico.  

Objetivo. Comparar la DL50 de los α-aminofosfonatos 1A, 1E Y 1F tras su administración 

aguda por vía intraperitoneal, con su DL50 tras su administración aguda por vía oral, en 

ratones hembra CD1. 

Material y métodos. Se realizará la prueba de toxicidad aguda “up and down” 425 de la 

OECD en ratones hembra de la cepa CD1, administrando vía oral o intraperitoneal nuevos α-

aminofosfonatos con actividad antiinflamatoria y analgésica.  

Resultados. La DL50 del compuesto 1A por vía i.p. fue 1098 mg/kg, la DL50 del compuesto 

1E por vía i.p. fue mayor a 2000 mg/kg y la DL50 por vía i.p. del compuesto 1F fue igual a 

2000 mg/kg; los α-aminofosfonatos 1A, 1E y 1F tienen una DL50 por vía oral mayor a 2000 

mg/kg. El 79.31% de los animales que sobrevivieron presentó cambios conductuales 

reversibles. 

Conclusión. Los α-aminofosfonato 1A, 1E y 1F tiene una DL50 ˃ 2000 mg/kg de peso al ser 

administrados por vía oral lo anterior permite clasificarlos como inofensivos de acuerdo con 

la categorización de la OECD. En contraste los α-aminofosfonatos 1A, 1F y 1E tiene una 

DL50 de 1098, 2000 y, ˃ 2000 mg/kg de peso respectivamente, al ser administrados por vía 

oral. Lo anterior sugiere que la vía de administración es un factor determinante de la toxicidad 

de estos compuestos. 

Palabras clave. α-aminofosfonatos, dosis letal 50, vía intraperitoneal, vía oral. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Actualmente existe un gran número de investigaciones cuyo objetivo es la búsqueda de 

nuevos blancos moleculares que sirvan como dianas terapéuticas para el Descubrimiento y 

Desarrollo de Medicamentos (DDM). Este proceso ha ido acompañado de la búsqueda diseño 

y síntesis de nuevas entidades químicas (NEQs) [1], cuyo fin es diagnosticar, tratar y/o 

prevenir enfermedades [2]. Uno de los puntos más importantes durante el DDM es la 

evaluación de la toxicidad de las NEQs con actividad biológica, con la finalidad de garantizar 

su seguridad para su uso en humanos. La evaluación de la toxicidad se realiza desde etapas 

tempranas del DDM, principalmente en la fase preclínica a través de diversas pruebas de 

toxicidad in vitro e in vivo encaminadas a determinar la letalidad , el perfil de efectos adversos 

agudos y crónicos de las NEQs [3], así como su capacidad de generar efectos genómicos 

negativos tales como mutagenicidad, teratogenicidad y carcinogenicidad [4]. Si los 

resultados de las pruebas toxicológicas indican un riesgo bajo y los beneficios terapéuticos 

superan el riesgo, es posible continuar con los estudios de la fase clínica para finalmente 

lograr la aprobación del fármaco como medicamento. Hoy en día se buscan fármacos eficaces 

para tratar el dolor y/o la inflamación, ocasionados por diversas enfermedades crónico-

degenerativas. Dentro de esta búsqueda los α-aminofosfonatos, considerados los análogos 

más relevantes de los α-aminoácidos, han mostrado ser efectivos. Estudios realizados por 

nuestro grupo de investigación en el Centro de Investigaciones Químicas y en la Facultad de 

Medicina de la UEAM, han demostrado que los nuevos α-aminofosfonatos derivados de 

diversas aminas alifáticas, poseen actividad antiinflamatoria [5] y analgésica [6]. Sin 

embargo, la evaluación de su toxicidad se encuentra en etapas preliminares y aún se 

desconoce si son seguros cuando se administran por vía sistémica. Con base en lo anterior, 

en el presente trabajo, se determinará su toxicidad aguda cuando se administran por vía 

intraperitoneal y se identificarán los efectos adversos más frecuentes. 

1.1. Descubrimiento y desarrollo de medicamentos 

El DDM es un proceso cuyo objetivo es determinar experimentalmente la eficacia, la 

seguridad y la tolerabilidad de un medicamento antes de ser aprobado para su uso en 

humanos, sus etapas y los objetivos de estas se muestran en la Figura 1. El objetivo principal 

de la primera fase o fase de diseño como su nombre lo indica es diseñar una NEQ acorde con 
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la identificación y validación de un blanco terapéutico. Tradicionalmente una enfermedad se 

consideraba un blanco, sin embargo, hoy en día es casi indispensable identificar un blanco a 

nivel molecular. Para esto, es necesario conocer las alteraciones en los procesos bioquímicos, 

vías de señalización, así como las moléculas implicadas en los procesos fisiopatológicos, de 

tal manera que un blanco terapéutico puede ser una molécula o vía de señalización específica 

[7]. Actualmente, los blancos terapéuticos más comunes son receptores, enzimas, 

transportadores, elementos dentro de los sistemas de expresión genética, o bien eventos 

particulares de cascadas de señalización intracelular. Una vez identificado el blanco 

terapéutico el siguiente paso en el DDM es la selección y/o el desarrollo de una prueba de 

bioevaluación que permita determinar e identificar  las NEQs que posean la actividad 

biológica de interés, y que permita descartar aquellas que sean inactivas [2]. Las diferentes 

pruebas de bioevaluación se pueden agrupar en dos tipos: 1) de alto rendimiento, estos 

métodos de alta tecnología (robótica, informática, etc.) permiten realizar millones de pruebas 

químicas, genéticas y farmacológicas en horas o días, logrando evaluar un gran número de 

moléculas y su afinidad con uno o varios blancos terapéuticos y por ende su actividad 

biológica [8]; y 2) de bajo rendimiento, en donde se estudia el efecto terapéutico por semanas 

o meses de las NEQs preseleccionadas, en tejidos, órganos o animales. El segundo objetivo 

es identificar el compuesto HIT (compuesto con mayor eficacia deseada) [2]. Una vez que el 

HIT está definido, se evalúa su efectividad y seguridad mediante diversos bioensayos in vitro, 

in vivo e in sílico seleccionados, implementados y validados previamente. A este proceso se 

le conoce como fase preclínica. Los objetivos de esta fase incluyen caracterizar mediante 

diversos bioensayos in vivo, in vitro e in sílico la afinidad, selectividad y el mecanismo de 

acción de la molécula por el blanco terapéutico seleccionado. Así como los parámetros 

farmacocinéticos, los procesos farmacodinámicos y las vías de administración. 

Adicionalmente se determina si es seguro para los posibles usuarios. Si los resultados de los 

estudios de farmacocinética, farmacodinamia y seguridad realizados en la etapa preclínica 

son favorables, el compuesto HIT, puede denominarse fármaco, y puede ser registrado y 

patentado. Posteriormente se presenta a la agencia regulatoria correspondiente de cada país 

y que en México es la Comisión Federal para la Protección Contra Riesgos Sanitarios 

(COFEPRIS), la solicitud para comenzar la fase clínica. La solicitud está respaldada por la 

evidencia que sustenta la eficacia y seguridad del fármaco para su uso en humanos [9]. La 
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fase clínica comprende una serie de estudios clínicos que se realizan en voluntarios sanos y 

sujetos con la patología de interés (voluntarios no sanos). La fase clínica a su vez se divide 

en cuatro fases. En la fase I se estudia la seguridad, la farmacocinética y la farmacodinamia 

en un pequeño número de voluntarios sanos o en algunos casos de enfermos. La segunda fase 

incluye entre 100 y 400 enfermos, se evalúa la seguridad, la relación dosis-respuesta y la 

eficacia. En la tercera fase la muestra es de gran tamaño, heterogénea y representativa, una 

vez más la seguridad y eficacia son evaluadas, al igual que los beneficios a la salud, siendo 

esta fase el soporte para la autorización de la comercialización del fármaco como un 

medicamento. La fase IV también conocida como farmacovigilancia comienza una vez que 

el medicamento se comercializa, la seguridad continúa siendo evaluada al igual que la 

eficacia, y pueden encontrarse nuevas indicaciones. 

 

Figura 1. Fases del Proceso de Descubrimiento y Desarrollo de un Medicamento.  

1.1.2. Pruebas de seguridad farmacológica en la etapa preclínica 

A principios de los años 60´s, miles de bebes nacieron con defectos congénitos ocasionados 

por el uso de la talidomida. A partir de este suceso todas las agencias regulatorias alrededor 

del mundo establecieron como requisito para la aprobación de una NEQ como medicamento, 

determinar su perfil toxicológico, e hicieron obligatoria la presentación de estos perfiles para 

todas las nuevas moléculas en proceso de DDM. Dos décadas después, la Organización para 

la Cooperación Económica y el Desarrollo (OECD) en conjunto con la Conferencia 
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Internacional de Armonización (ICH), publicó los lineamientos para realizar pruebas de 

toxicidad a posibles nuevos fármacos. En la fase preclínica, a estas pruebas de seguridad se 

les denomina Evaluación de Seguridad No Clínica (ESNC). Su propósito es evaluar in vitro 

e in vivo la toxicidad de un compuesto de prueba. In vitro se utilizan frecuentemente distintas 

líneas celulares en las que se evalúa el efecto citotóxico del compuesto a diferentes 

concentraciones. In vivo, se determina el efecto de la administración aguda del compuesto de 

prueba, en al menos dos especies animales, a dosis variables, y por distintas vías de 

administración [10]. El objetivo es determinar el Nivel Sin Efecto Adverso Observable 

(NOAEL por sus siglas en inglés) y la Dosis Tóxica Mínima (DTM), parámetros que nos 

ayudan a calcular el factor de seguridad. El NOAEL se define como la dosis más elevada de 

una sustancia que no produce efectos tóxicos al ser administrada en un animal, mientras que 

la DTM es la dosis más baja de una sustancia que produce efectos tóxicos al ser administrada 

en un animal [3]. Todas las pruebas toxicológicas se deben llevar a cabo con aprobación de 

un Comité de Ética, en laboratorios certificados y siguiendo los lineamientos de las Buenas 

Prácticas de Laboratorio, para asegurar la calidad e integridad de los resultados. Esto permite 

armonizar protocolos, información y la documentación de los procedimientos mediante los 

cuales se determina si un fármaco es eficaz y seguro [11]. 

1.2. Toxicología 

La toxicología es la ciencia estudia los efectos adversos causados por agentes químicos, 

físicos o biológicos (incluyendo fármacos y medicamentos) en los seres vivos, mediante 

estudios conductuales, histológicos, toxicocinéticos, toxicodinámicos, etcétera [12].  

1.2.1. Toxicocinética 

La toxicocinética estudia cuantitativamente los procesos que experimenta un compuesto 

tóxico en el organismo en función del tiempo y la cantidad administrada. La toxicocinética 

puede dividirse para su estudio en: absorción, distribución, bioacumulación, metabolismo y 

eliminación. Para estudiar estos procesos el organismo se puede considerar como un solo 

compartimento (toxicocinética monocompartimental) cuando el compuesto estudiado no 

presenta afinidad particular por ningún tejido, sino que se distribuye instantánea y 

homogéneamente a todo el organismo. Si el compuesto en estudio se distribuye lentamente 

de forma heterogénea en los tejidos, el organismo debe considerarse como dos o más 
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compartimentos. En este modelo existe un compartimento central (tejidos con mayor 

irrigación: digestivo, pulmonar, renal, cerebral, cardiaco y glandular) y otro periférico 

(tejidos con menor irrigación: adiposo, muscular y cutáneo) [13].  

1.2.1.1. Absorción 

La absorción es el proceso a través del cual el compuesto o xenobiótico pasa desde el medio 

exterior a los fluidos biológicos del organismo, para lo cual tiene que atravesar una serie de 

membranas biológicas [14]. El paso a través de las membranas se lleva a cabo por diversos 

mecanismos que incluyen: filtración, difusión facilitada por transportadores o canales, 

transporte activo y endocitosis. Para que se lleven a cabo estos mecanismos, las membranas 

biológicas cuentan con proteínas transmembranales que se clasifican en dos superfamilias: 

transportadores dependientes de ATP (ABC) y transportadores acarreadores de solutos 

(SLC). Los ABC dependen de la energía del ATP para transportar el compuesto de un lado 

a otro de la membrana celular, mientras que los SLCs facilitan el paso de ciertos solutos (ej.: 

azúcares o aminoácidos) a través de la membrana y activamente transportan otros solutos en 

contra de sus gradientes de concentración emparejando el proceso con otro soluto o ion. 

Conceptualmente, los transportadores de entrada transfieren moléculas del exterior al interior 

de la célula y los transportadores de salida transfieren las moléculas al exterior de la célula 

[15]. El intestino expresa transportadores de entrada y de salida, factor relevante en la 

biodisponibilidad sistémica de los xenobióticos administrados por vía oral. La sobrexpresión 

de transportadores de salida en el lumen intestinal puede llevar a la baja biodisponibilidad 

del xenobiótico en cuestión, mientras que su sobrexpresión en la superficie abluminal puede 

incrementar la biodisponibilidad sistémica. En el intestino los transportadores actúan como 

compuertas que impiden el paso de toxinas hacia la circulación sanguínea favoreciendo su 

eliminación [16]. 

La estructura de las membranas celulares posee un marcado carácter lipofílico, por lo que las 

sustancias apolares o liposolubles logran atravesarlas fácilmente. Sin embargo, esto también 

dependerá de que la sustancia se encuentre o no ionizada, de aquí que la capacidad de 

ionización sea decisiva en la absorción. La capacidad de los compuestos de atravesar las 

membranas biológicas se ve afectada por pH del medio y del pKa del compuesto. El pKa es 
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una constante que indica el pH del medio en el que existe la misma cantidad de sustancia 

ionizada y no ionizada [14].  

La vía de administración es otro factor importante que determina la velocidad de absorción 

del xenobiótico y por lo tanto su biodisponibilidad. La vía de administración que presenta 

una absorción más rápida y completa es la intravascular, seguida de la pulmonar, la 

intraperitoneal, la oral, la intramuscular, la subcutánea y finalmente la percutánea. La vía de 

administración más frecuente de compuestos que serán potencialmente nuevos 

medicamentos es la vía oral. Todo compuesto administrado por vía oral se absorbe por el 

lumen intestinal y a través de los enterocitos pasará a la circulación portal para llegar al 

hígado. Aquí será metabolizado antes de llegar a la circulación sistémica, proceso conocido 

como efecto de primer paso y que resulta en la disminución de la biodisponibilidad de la 

sustancia. Una vez en la circulación sistémica el compuesto será susceptible de distribuirse 

en los tejidos [13]. La vía de administración intraperitoneal evita el paso del compuesto por 

el tracto gastrointestinal y su potencial degradación antes de ser absorbido. La absorción en 

este caso se lleva a cabo a través del peritoneo cuya superficie es similar a la de la piel [17]. 

El peritoneo está conformado por una capa de células mesoteliales escamosas y por una 

membrana basal [18] que soporta a una red vascular sanguínea y linfática compleja pero 

eficiente [19], la cual en su porción visceral es irrigada por las arterias mesentéricas y drenada 

por el sistema venoso hacia la vena porta; la porción parietal en cambio es irrigada por las 

arterias ilíaca, lumbar, intercostal y epigástrica, y drenada hacia la vena cava inferior [20], lo 

que aumenta la biodisponibilidad sistémica del compuesto (F) [21]. Aquí la F es resultado 

del producto de la fracción absorbida (Fab), por la fracción que escapa al metabolismo 

intestinal (Fi), y por la fracción que escapa al metabolismo hepático (Fh) para alcanzar la 

circulación sistémica, F = Fab x F1 x Fh [22]. 

1.2.1.2. Distribución 

Una vez que el compuesto tóxico es absorbido, se distribuye a todo el cuerpo a través de la 

circulación. Así la distribución se define como el paso del compuesto del torrente sanguíneo 

al organismo. El corazón de un adulto bombea 6 litros de sangre por minuto, justo la cantidad 

de sangre que tiene el organismo, por lo que en dicho tiempo la sangre ha recorrido todo el 

sistema vascular. Generalmente los compuestos son transportados unidos a proteínas 
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plasmáticas, siendo las más relevantes la albúmina, la α-glicoproteína ácida y algunas 

lipoproteínas que tienen afinidad con moléculas no polares [13]. Es importante mencionar 

que mientras los compuestos están unidos a las proteínas plasmáticas no pueden atravesar 

membranas y por lo tanto no pueden pasar a los tejidos para ejercer sus efectos deletéreos, es 

decir, se consideran inactivos. Por lo tanto, en procesos patológicos que se caracterizan por 

una disminución de la cantidad de proteínas plasmáticas existe una proporción mayor de 

compuesto libre y por lo tanto con mayor potencial tóxico [13]. La unión de los compuestos 

a las proteínas plasmáticas generalmente es reversible. Al igual que en los otros procesos, 

existen distintos factores que afectan la distribución de los compuestos tóxicos. El principal 

factor que condiciona la distribución es el grado de irrigación entre los distintos órganos. La 

velocidad de entrada de un compuesto en los diferentes tejidos depende de la velocidad 

relativa de entrada de la sangre a través del correspondiente lecho capilar y de la 

permeabilidad de las moléculas del agente tóxico. La entrada a los tejidos se lleva a cabo a 

través de membranas, por lo cual el compuesto utiliza los mismos mecanismos de la 

absorción. Para determinar el grado de distribución se calcula el coeficiente de reparto tisular 

del compuesto entre los tejidos y los fluidos es decir la concentración de compuesto en sangre 

[13]. Conforme aumenta el grado de distribución de un compuesto tóxico aumenta su 

capacidad de ocasionar efectos tóxicos. 

1.2.1.3. Bioacumulación 

Una vez distribuido la toxicidad del compuesto dependerá de su localización tisular. En este 

contexto de puede producir el proceso de bioacumulación, es decir, almacenamiento sucesivo 

que conduce en un determinado momento a un aumento de la concentración de una sustancia, 

ya que la velocidad de captación excede a la de eliminación [13]. Si el compuesto se localiza 

en el tejido diana, el efecto observado será el esperado; mientras que al almacenarse en un 

tejido distinto al tejido diana, el compuesto ejercerá una acción distinta a la esperada, 

favoreciendo su potencial tóxico. La sangre arterial favorece la distribución del compuesto a 

los órganos, y la venosa lo extrae. Sin embargo, son las propiedades fisicoquímicas del 

compuesto tóxico las que determinan la acumulación selectiva del compuesto tóxico en los 

distintos órganos. Por ejemplo, las sustancias altamente liposolubles se almacenan 

principalmente en tejido nervioso y adiposo; las sustancias coloidales en el sistema 
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reticuloendotelial, los metales en los huesos y riñones, mientras que los compuestos con 

grupos fosfonatos suelen acumularse en el tejido óseo. La toxicidad del compuesto tras su 

bioacumulación dependerá de la capacidad del tejido para metabolizarlo [13].  

1.2.1.4. Metabolismo 

El metabolismo es un proceso a través del cual se lleva a cabo la transformación de 

compuestos mediante reacciones enzimáticas, si este proceso transforma un compuesto ajeno 

al organismo (xenobiótico) entonces se denomina biotransformación. El objetivo del 

metabolismo es convertir al xenobiótico en compuestos más hidrofílicos que la molécula 

original para facilitar su eliminación. Los productos del metabolismo se denominan 

metabolitos y estos pueden ser activos o inactivos [23]. En ocasiones los medicamentos son 

administrados en su forma inactiva y su activación depende de las enzimas metabólicas. Un 

ejemplo es el de la ampicilina, la cual se administra como pivampicilina para mejorar su 

biodisponibilidad, una vez en el torrente sanguíneo es transformada mediante hidrólisis a su 

forma activa (ampicilina) [24].  

El metabolismo de xenobióticos consta de 2 fases. En la fase 1 participan las enzimas de la 

familia de citocromos P450s (CYP450s). Estas enzimas se encuentran principalmente en el 

retículo endoplásmico, en la membrana citoplasmática y en la mitocondria de los hepatocitos 

[25]. Los CYP450s catalizan diversas reacciones incluyendo la sulfoxidación, hidroxilación 

aromática, hidroxilación alifática, N-desalquilación, desaminación y oxidación. Esta última 

es la más relevante, para que esta se lleve a cabo uno o más átomos de oxígeno se adicionan 

al xenobiótico. Algunas isoformas CYP450s catalizan reacciones de hidrólisis para 

metabolizar compuestos que contienen en su estructura química ésteres y amidas. En el 

citosol es donde se lleva a cabo la mayoría de las reacciones catalizadas por los CYP450s, 

para que estas se lleven a cabo se requieren cofactores como la citocromo-NADPH 450 

reductasa, la citocromo-b5 reductasa y/o la citocromo-c reductasa, esenciales para llevar a 

cabo las reacciones metabólicas. El hierro también es importante en la función de las 

CYP450s, ya que este metal se encuentra presente en el centro del sitio de unión entre la 

enzima y el sustrato [24]. Los diferentes estados de todos estos cofactores afectan la actividad 

funcional de los CYP450s, resultando en una variabilidad inter e intraindividual de la 

capacidad metabólica en una población. Así las diferencias en la respuesta toxicológica a la 



  

21 
 

misma dosis de un xenobiótico frecuentemente son resultado de las diferencias en el 

metabolismo y consecuente eliminación [26]. Otra reacción metabólica de la fase 1 es la 

reducción, reacción que es catalizada por los enzimas citocromo-b5 NADH reductasa o 

citocromo-c NADPH reductasa. Otras enzimas que pueden contribuir al metabolismo de 

compuestos en la fase 1 son las: monooxigenasas, la monoamino oxidasas, alcohol 

deshidrogenasas, aldoceto reductasas, NADPH: quinona reductasas y otras enzimas 

hidrolíticas. Es importante mencionar que la expresión y la actividad de los CYP450s puede 

ser inducida por algunos medicamentos, lo que conlleva a un incremento en el metabolismo 

de ciertos sustratos, reduciendo su tiempo de exposición y por lo tanto su toxicidad. Ejemplos 

de algunos compuestos que actúan como inductores son el fenobarbital y los inhibidores de 

la calcineurina como el sirolimus y la rifampicina [27]. Por el contrario, algunos 

medicamentos pueden inhibir la expresión y la actividad de los CYP450s, lo que resulta en 

la disminución del metabolismo de diversos sustratos y en el incremento de los niveles 

plasmáticos de estos, favoreciendo así la toxicidad. Ejemplos de inhibidores de los CYP450s 

son el ketoconazol, ritonavir, y algunos medicamentos para el tratamiento de la hepatitis C 

[28]. 

La fase II del metabolismo conjuga compuestos o metabolitos con compuestos endógenos de 

naturaleza hidrofílica con ayuda de enzimas transferasas. Las enzimas de fase 2 más comunes 

son las uridinas difosfato (UDP) glucoroniltransferasas (UGTs), sulfotranferasas (SULTs), 

N-acetiltransferasas (NATs), glutathione S-transferasas (GSTs), tiopurina S-metiltransferasa 

(TPMTs) y catecol O-metiltransferasa (COMTs). La glucoronidación llevada a cabo por las 

UGTs es la vía predominante de la fase 2 del metabolismo, conjugando aproximadamente 40 

a 70% de los compuestos endógenos y exógenos [29], esto se lleva a cabo en el citoplasma 

cuando la glucosa-1 fosfato reacciona con la uridina trifosfato para formar ácido glucurónico 

uridina difosfato (UDPGA), un cosustrato que es transportado dentro del retículo 

endoplásmico por proteínas transmembranales. Dentro del retículo endoplásmico las UGTs 

unen a los UDPGA con sus respectivos sustratos formando compuestos glucoronizados. Las 

UGTs son miembros de una superfamilia de proteínas expresadas principalmente en el 

intestino y en el hígado cuya actividad es controlada por la cantidad de cosustrato disponible, 

algunos medicamentos como el fenobarbital o la rifampina incrementan su expresión [30]. 

Las SULTs catalizan la reacción entre 3´-fosfoadenosin 5´-fosfosulfato (PAPS) y átomos de 



  

22 
 

nitrógeno, oxígeno o azufre en los compuestos diana. La expresión de las SULTs en humanos 

ocurre en casi todos los órganos, predominando en el hígado, intestino, pulmones, glándulas 

adrenales, riñones, células sanguíneas, cerebro y placenta. De las 13 SULTs identificadas en 

humanos la SULT1A1 es la más estudiada, y se sabe que metaboliza fenoles, alcoholes y 

aminas. Se ha reportado que el jugo de uva, el de naranja, el té verde y el té negro, al igual 

que la curcumina y algunos AINEs inhiben a las SULTs, mientras que el ácido retinoico y el 

metotrexato tienen capacidad de inducirlas [31] [32]. Las NATs son enzimas citosólicas que 

utilizan al acetil coenzima A como cofactor de la reacción metabólica. Se clasifican en 2 

subfamilias: NAT1 y NAT 2, siendo NAT 1 predominante en casi todos los tejidos como una 

ubiquitina. A diferencias de otras enzimas los metabolitos resultantes de la reacción mediada 

por NATs son más lipofílicos, por lo que pueden resultar más tóxicos que el compuesto 

metabolizado. Los principales sustratos de las NAT 1 son el ácido paraaminobenzoico y el 

paraaminoglutamato, mientras que para las NAT 2 los principales sustratos son 

sulfametazina, isoniacida, hidralazina y sulfonamidas. Los compuestos polifenólicos son los 

principales inhibidores de las NATs [33]. Las GSTs son cruciales para la detoxificación de 

radicales libres producidos endógenamente, de tal manera que protegen al cuerpo el estrés 

oxidativo, existe una superfamilia de estas enzimas que se encuentran en el citosol y en la 

mitocondria, son llamadas GSTs solubles, la otra superfamilia se encuentra asociada a 

membranas y se asocia al metabolismo de glutatión y eicosanoides, esta familia de GSTs 

recibe el nombre de transferasas microsomales [34]. Las GSTs se expresan en hígado, riñón, 

corazón, cerebro, pulmón e intestino, los sustratos para estas enzimas son epóxidos, 

sulfóxidos, ésteres y peróxidos. Los inhibidores de las GSTs incluyen a fenoles, quinonas, 

dopamina y ácido retinoico trans; como inductores se han reconocido al brócoli y a la col  

[35]. La TMPT es una enzima importante en el tratamiento del cáncer ya que cataliza la S-

metilación de compuestos que contienen sulfhidrilo heterocíclicos aromáticos, incluyendo 

medicamentos inmunosupresores y oncológicos, un ejemplo es la azatioprina que en primer 

lugar es convertida a su forma activa por la hipoxantina fosforribosil transferasa, sin 

embargo, el metabolito resultante es citotóxico y debe ser metabolizado por la TMPT 

mediante metilación a su forma no tóxica. La TMPT es una enzima citosólica encontrada en 

hígado, riñón, pulmones y eritrocitos. La inhibición de la TMPT ocasiona acumulación de 

metabolitos tóxicos llevando a mielosupresión tras el tratamiento con azatioprina. El 
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naproxeno, el ácido mefenámico y el tolfenámico inhiben a la TMPT de manera competitiva 

[36]. Las COMTs son enzimas responsables de transferir un grupo metilo de una S-

adenosilmetionina al sustrato. Esta metilación es una de las vías principales del metabolismo 

de catecolaminas, incluyendo neurotransmisores como la dopamina, epinefrina y 

norepinefrina. Existen dos tipos de COMTs, las soluble (S-COMT) y las asociadas a 

membranas (MB-COMT), estructuralmente tienen secuencias muy similares, la diferencia 

radica en que las MB-COMT tienen 10 veces más afinidad por la dopamina y noradrenalina 

que las S-COMT. La inhibición de las COMT lleva a la acumulación de sus sustratos, esto 

es aprovechado en el tratamiento de algunas enfermedades, por ejemplo, en la enfermedad 

de Parkinson. Los inhibidores de las COMTs más usados son capone, tolcapone y los 

flavonoides [37].  

Como ya se mencionó el metabolismo de xenobióticos tiene como objetivo transformarlos 

en metabolitos hidrofílicos, lo anterior facilita su transporte a través de las membranas. En el 

hígado los principales transportadores de entrada son el polipéptido cotransportador de NA+ 

taurocholate (NTPC), el transportador de cationes orgánicos 1 (OCT 1), el transportador de 

aniones orgánicos 2 (OAT 2) y los polipéptidos transportadores de aniones orgánicos. Los 

transportadores de salida hepáticos son la glucoproteína-P 1 (Pgp), la bomba exportadora de 

sales biliares (BSEP) y la proteína asociada a resistencia a múltiples fármacos 2 (MRP 2) 

[38]. 

La mayor parte de las enzimas metabólicas se encuentran en el hígado, por lo que es 

considerado el principal órgano responsable del metabolismo. Los transportadores son de 

vital importancia ya que facilitan la entrada de moléculas a lo hepatocitos y su salida hacia 

la bilis. Los compuestos grandes y/o con carga, normalmente son transportados por 

transportadores ABCs o SLCs. Algunos compuestos secretados en la bilis son reabsorbidos 

de vuelta por el intestino, siendo transformados nuevamente en el compuesto original por la 

β-glucoronidasa presente en el intestino y este compuesto puede ser reabsorbido. Este 

fenómeno es conocido como circulación enterohepática, un proceso que prolonga la 

permanencia de un compuesto en el organismo. Además del hígado el intestino juega un 

papel importante en el metabolismo de primer paso de los compuestos administrados por vía 

oral [39]. La función principal del tracto gastrointestinal es absorber nutrientes, electrolitos 
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y moléculas. El intestino también tiene funciones metabólicas que impactan en la 

biodisponibilidad sistémica de ciertos compuestos ya que expresa enzimas de ambas fases 

del metabolismo, siendo el duodeno, yeyuno e íleon las zonas con mayor expresión. Dentro 

de las CYP450 expresadas en el intestino la familia CYP3A representa aproximadamente el 

80% [40]. Las enzimas de la fase 2 del metabolismo de xenobióticos que predominan en el 

intestino son las UGTs, la biodisponibilidad de los xenobióticos es afectada 

significativamente por estas enzimas; el raloxifeno es un modulador de los receptores de 

estrógeno, usado en el tratamiento de la osteoporosis y del cáncer de mama, su 

biodisponibilidad tras su administración oral es de solo el 2%, siendo UGT1A8 y UGT1A10 

las enzimas responsables de reducir su biodisponibilidad sistémica [41]. El metabolizar 

xenobióticos tiene como propósito obtener metabolitos hidrófilos que puedan ser eliminados 

por el cuerpo, detener la actividad farmacológica y disminuir su potencial tóxico. 

1.2.1.5. Eliminación 

Los xenobióticos se eliminan del cuerpo sin modificaciones o transformados en metabolitos. 

Los principales órganos encargados de esta función son los riñones, siendo la nefrona la 

unidad funcional de estos, en esta se lleva a cabo la filtración glomerular. Para que suceda lo 

anterior, los xenobióticos son secretados en los túbulos proximales, y en ocasiones 

reabsorbidos por los túbulos distales. Los transportadores ABC y SLC son indispensables en 

estos procesos, llevando las moléculas a través de las membranas en contra de su gradiente 

de concentración para completar su eliminación [42]. De especial atención en la estructura 

de las membranas biológicas son las glicoproteínas P, formadas por un carbohidrato y una 

molécula de proteína, estás proteínas bombean compuestos al exterior de la célula evitando 

su acumulación y por ende disminuyendo su potencial tóxico. En resumen, la administración 

enteral a diferencia de las parenteral metaboliza y/o elimina al xenobiótico antes de llegar al 

torrente sanguíneo, disminuyendo así su biodisponibilidad y de ser el caso sus efectos 

tóxicos.  

1.2.2. Toxicodinamia 

La toxicodinamia estudia mediante un enfoque mecanístico los procesos tóxicos. Lo anterior 

se estudia a nivel molecular, es decir, probando la unión del compuesto tóxico con una 

biomolécula, en caso de referirnos al ADN o ARN, se denominará genotoxicología quien se 
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encargue de su estudio. Si el interés se dirige a constituyentes subcelulares se empleará la 

toxicología celular, mientras que, en los efectos específicos sobre determinados órganos, la 

toxicología órgano-específica será la rama que nos ayudará a entender los mecanismos que 

ocasionan el daño. El estudio de los efectos nocivos puede alcanzar diferentes niveles de 

profundidad: a) síntomas o daños que se aprecian, b) mecanismos fisiopatológicos, y c) 

mecanismos moleculares. Los efectos nocivos pueden ser reversibles de carácter subletal y 

funcional e irreversibles de carácter letal. Los mecanismos básicos de toxicidad se dividen 

en: a) los que alteran la estructura celular, ocasionando lesiones en la membrana celular o en 

órganos subcelulares; y en b) los que alteran la función celular, incluyendo modificaciones 

de la permeabilidad de la membrana, de las actividades enzimáticas y de la reproducción 

celular [13]. 

Los mecanismos de toxicidad generalmente incluyen más de un acontecimiento bioquímico 

o molecular; suelen consistir en secuencias de pasos o cascadas de reacciones con complejos 

mecanismos de retroalimentación que constituyen una entramada red de reacciones 

moleculares, de las que en nuestros días se trata de llegar a identificar los genes implicados. 

La necrosis, la oncosis y la apoptosis son el punto sin retorno de la lesión celular, al que se 

llega por múltiples mecanismos, que incluye producción de metabolitos reactivos, estrés 

oxidativo, enlaces covalentes, activación de señales desde los receptores, lesión mitocondrial, 

etc. La necrosis es una muerte pasiva accidental caracterizada por inflamación de los 

organelos celulares, con fragmentación, condensación y lisis del núcleo, formación de 

vesículas en la membrana y rotura total. Sus mecanismos son: estrés oxidativo, lesión 

mitocondrial, depleción de ATP, activación de proteasas dependientes de Ca2+, de 

fosfolipasas y de endonucleasas. La insuficiencia de ATP inactiva las bombas de iones de la 

membrana plasmática y del retículo endoplásmico, lo que causa rápida alteración de la 

homeostasis de Na+, K+, Mg2+ y Ca2+. Tiene dos fases: la de iniciación, en que el compuesto 

reacciona con algún componente celular, y la de progresión, en que el daño se propaga por 

el tejido circundante, lo que puede llevar horas o días. La fase de progresión se debe a la 

liberación de enzimas proteolíticas y lipolíticas al espacio extracelular; entre estas enzimas, 

las calpaínas son activadas por proteasas y entonces atacan al citoesqueleto. Estas enzimas 

reciben el nombre de proteínas de muerte. La apoptosis supone un proceso altamente 

organizado que incluye la activación de genes. Comienza por la activación de proteasas 
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específicas, las caspasas, aunque en algunos mecanismos no intervienen las caspasas. Estas 

son de dos clases: una es de activadoras de las segundas, que son las ejecutoras, activan a 

endonucleasas que fragmentan al ADN. La iniciación es realizada por numerosos 

compuestos, entre ellos diversos metales, incluyendo compuestos como dimetil y 

trimetilarsina, capaces de generar ROS. En la apoptosis se describen los siguientes pasos: 1) 

Ciertos receptores de membrana, de las superfamilias TNF (factor de necrosis tumoral), que 

poseen un dominio extracelular rico en cisteína, reciben una señal, la cual experimenta una 

transducción. También participan otras proteínas extracelulares, que por agregación y 

trimerización desencadenan la cascada de caspasas, 2) las mitocondrias liberan factores de 

activación, 3) las caspasas inician, propagan y ejecutan la apoptosis, 4) el proceso puede ser 

controlado por otros factores como las proteínas Bcl-2 [13]. 

Por su parte, el calcio es un mineral que no interviene en los procesos redox y no participa 

en el estrés oxidativo, pero activa numerosas enzimas y proteínas y actúa como segundo 

mensajero. La concentración de iones Ca++ en el citosol y en las mitocondrias es regulado 

por la bomba de calcio y por las vesículas del retículo endoplásmico; cuando algún tóxico, 

como el tetracloruro de carbono o el tributil estaño lesiona a estos elementos, generalmente 

por unión a sus grupos tioles, la concentración citosólica se incrementa y se inicia una 

cascada de activaciones de proteasas, endonucleasas y lipasas con deterioro de la célula. Unas 

de las proteasas más interesantes son las calpaínas (proteínas de cisteína dependientes de 

calcio), que se implican en la destrucción del citoesqueleto. Son enzimas proteolíticas no 

lisosómicas que, en presencia de calcio, se transforman en heterodímeros activos. 

Contribuyen a la apoptosis al colaborar con las caspasas en el proceso proteolítico. La 

activación de endonucleasas dependientes de calcio conduce a la ruptura del ADN y la muerte 

celular, y en la mitocondria, el exceso de calcio disminuye la NAD+ y el ATP y colapsa el 

potencial de membrana mitocondrial, que lleva a la muerte de la célula [13].  

1.2.3. Toxicidad 

La toxicidad es la capacidad inherente en una sustancia química de producir efectos adversos 

en los seres vivo. Esto puede provocar lesiones patológicas que afectan el funcionamiento 

del organismo y reducen su capacidad de respuesta a factores de riesgo o estrés. 

Generalmente, se relaciona con la Dosis Letal media (DL50), que es la dosis, a la cual muere 
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el 50% de los organismos de una población expuesta experimentalmente. La OECD clasifica 

a las sustancias de acuerdo con su potencial tóxico es decir su DL50 y su vía de administración 

(Tabla 1) [43]. 

Tabla 1. Clasificación de la OECD de la toxicidad de una sustancia con base en la DL50 y la vía de 

administración [12]. 

 

1.2.3.1. Factores que afectan la toxicidad de una sustancia 

La toxicidad de una sustancia depende de varios factores que afectan su toxicocinética y su 

toxicodinamia. Estos factores están ambas relacionados con el compuesto, el individuo 

expuesto y con la vía y frecuencia de administración.  

Los factores intrínsecos al compuesto incluyen peso molecular, estructura, solubilidad, 

estado físico y grado de oxidación. Estos modifican la absorción, distribución, metabolismo 

y eliminación del compuesto de prueba, y por lo tanto determinan su concentración en el 

organismo y por ende su toxicidad. Por ejemplo, el ácido zoledrónico es un medicamento 

utilizado en el tratamiento y/o prevención de la osteoporosis, sin embargo, incrementa el 

riesgo de osteonecrosis debido a que su tiempo de eliminación supera los 200 días [44]. El 

tiempo de eliminación tan largo se debe a que el zoledronato es un análogo estructural del 

pirofosfato inorgánico presente en el tejido óseo donde se almacena. También las propiedades 

biológicas y el volumen del vehículo, es decir la sustancia en la que se disuelve el compuesto 

para su administración son factores que contribuyen a la toxicidad del compuesto tras su 

ingesta, inhalación o exposición tópica [14]. 

Por otro lado, es importante destacar que los efectos tóxicos ocasionados por un compuesto 

tras una administración única (exposición aguda) en comparación con los efectos producidos 

tras administraciones repetidas (exposición crónica) son distintos. La exposición aguda a un 

 DL50 mg/kg 

Toxicidad Muy tóxicas Tóxicas Nocivas Inofensivas 

Oral 0-25 25-200 200-2000 ˃ 2000 

Cutánea 0-50 50- 400 400-2000 ˃ 2000 

Por inhalación 0-0.5 0.5-2 2-20 ˃ 20 
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compuesto puede producir únicamente efectos tóxicos inmediatos y en muchos casos visibles 

y/o letales, mientras que la exposición crónica además de producir efectos tóxicos inmediatos 

también puede producir efectos tóxicos por acumulación. Por ejemplo, la principal 

manifestación de la intoxicación aguda al benceno, un solvente ampliamente utilizado en la 

industria química y farmacéutica es la depresión del SNC. Sin embargo, la exposición a dosis 

repetidas produce toxicidad en la médula ósea incrementando el riesgo de desarrollar 

leucemia [43]. Otro factor relevante asociado a la caracterización temporal de un compuesto 

tóxico es la frecuencia de la administración, ya que un compuesto que produce efectos tóxicos 

con una dosis única podría no ocasionar efectos adversos, si la misma dosis total es 

administrada en intervalos de tiempo considerables, debido a que el organismo eliminará 

parte o la totalidad del compuesto entre cada administración. 

De forma similar, la especie del sujeto experimental a la que se le administra el compuesto 

de prueba también es un factor que afecta la toxicidad [45]. Cabe destacar que incluso entre 

sujetos de la misma especie, pueden presentarse diferencias en la respuesta a la exposición a 

un compuesto. Lo anterior se debe en parte, a que al menos en el 1% de la población existen 

diferencias heredadas llamadas polimorfismos genéticos, siendo relevantes cuando estos se 

presentan en las CYP450s [43]. Existe un gran número de evidencias que muestran que 

diferentes especies responden de forma distinta ante los agentes tóxicos. Esto debido a que 

cada especie tiene características propias, tanto anatómicas como fisiológicas, por lo que es 

necesario identificar los mecanismos biológicos que originan las distintas respuestas ante un 

mismo compuesto. 

La edad es otro factor que afecta la toxicidad de un compuesto. Por ejemplo en neonatos, la 

actividad catalítica de las CYP450s es menos de la mitad que en adultos [46]. Conforme los 

neonatos maduran la capacidad metabólica aumenta. Así los niños pequeños (6-8 años) tienen 

una capacidad metabólica incrementada para ciertos xenobióticos en comparación con los 

adultos jóvenes (19-25 años) [45]. Las reacciones de conjugación también pueden ser 

afectadas por la edad. Un ejemplo de esto es el hecho de que en neonatos el aclaramiento de 

la bilirrubina es lento debido a que las UGTs no se expresan por completo a esa edad, lo que 

puede favorecer el desarrollo de ictericia neonatal. Por otro lado, cabe mencionar que en 

edades avanzadas la expresión y función de las enzimas que participan en el metabolismo de 
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xenobióticos no está afectada significativamente. Sin embargo, la combinación de un riego 

sanguíneo hepático disruptivo, la consecuente falta de oxigenación, el incremento de 

depósitos hepáticos de grasa y el uso de diversos medicamentos (polifarmacia) puede 

modificar el metabolismo de los xenobióticos [45, 46]. 

El género es otro factor que debe tomarse en cuenta cuando se habla de toxicidad. Gran 

cantidad de evidencia muestra que, en humanos los efectos adversos son hasta dos veces más 

comunes en mujeres que en hombres [47]. Esto se explica por el impacto de las hormonas 

sexuales, el peso corporal, el porcentaje de grasa corporal, el volumen de distribución de los 

xenobióticos y diferencias en la expresión de las CYP450s. Por ejemplo, se ha reportado que 

la CYP2D6 y la CYP1A2 se expresan más en los hombres que en las mujeres, siendo lo 

contrario para la CYP3A4 [48] resultando en una discrepancia en la biotransformación de 

xenobióticos entre ambos géneros. 

El embarazo es otro factor que está asociado a múltiples cambios fisiológicos que alteran la 

toxicocinética de xenobióticos, en particular el metabolismo y la eliminación [49]. Por 

ejemplo, el aumento de la actividad de la isoforma CYP3A4 disminuye el tiempo de vida 

media de ciertos fármacos como la fenitoína, midazolam, y metoprolol. De forma similar una 

disminución de la actividad de la isoforma CYP1A2 disminuye el aclaramiento de sustancias 

como la cafeína [50]. 

El estado fisiopatológico del individuo es otro factor determinante en la respuesta ante un 

compuesto, por ejemplo, en una persona con insuficiencia renal la capacidad de metabolizar 

y excretar penicilinas se ve comprometida drásticamente por lo que en caso de requerirse, 

debe ajustarse la dosis del medicamento o en su defecto elegir otro grupo de antibióticos para 

evitar efectos adversos [43]. Las enfermedades hepáticas son otro ejemplo de patologías que 

claramente afectan el metabolismo de los xenobióticos lo que favorece su toxicidad. Esto 

debido a que pueden modificar la circulación sanguínea hepática, la expresión de enzimas 

que participan en el metabolismo de xenobióticos, la viabilidad de los cosustratos y/o la unión 

de los xenobióticos a proteínas plasmáticas, lo que resulta en alteraciones en el metabolismo 

hepático [51].  
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Además de los factores ya mencionados, la interacción entre xenobióticos afecta la toxicidad 

de estos. Con base en lo anterior, la FDA solicita que a todos los compuestos en proceso de 

desarrollo se les evalúe su posible actividad como sustrato, inhibidores o inductores de 

enzimas que participan en el metabolismo de xenobióticos [52]. Los inhibidores actúan 

principalmente compitiendo por el sitio activo de la enzima y entonces se les conoce como 

inhibidores competitivos. Sin embargo, también pueden bloquear la actividad catalítica de la 

enzima al unirse a un sitio diferente al sitio activo y entonces se denominan inhibidores no 

competitivos. Usualmente en presencia de inhibidores, el tiempo de eliminación de un 

xenobiótico incrementa. Los inductores actúan incrementando la transcripción genética, lo 

que resulta en un incremento de la expresión de la enzima, lo que se traduce en un aumento 

en el rango metabólico y una disminución en el tiempo de  eliminación de un xenobiótico 

[53]. 

Para estudiar la toxicidad de una sustancia se debe tomar en cuenta que existen efectos 

tóxicos reversibles e irreversibles. Esto depende en gran medida de la habilidad del tejido 

dañado para regenerarse. Otra distinción entre los de efectos adversos que ocasiona una 

sustancia es la extensión y zona en la que se producen. Con base en lo anterior encontramos 

efectos adversos locales que son aquellos que ocurren en el primer sitio de contacto entre el 

compuesto y el sistema biológico; y efectos sistémicos que ocurren después de la absorción 

y distribución del compuesto en un punto distante al sitio de administración [13]. 

Como se ha descrito hasta el momento, existen una gran cantidad de variables que influyen 

en la toxicidad de un compuesto, por lo que se han desarrollado diversas pruebas que nos 

permiten caracterizar el perfil toxicológico de una sustancia con la finalidad de realizar una 

evaluación riesgo beneficio y determinar si dicho compuesto es seguro para ser administrado 

en humanos. 

El DDM requiere que se realicen pruebas de seguridad a todas las nuevas moléculas con 

potencial farmacológico. Lo anterior con la finalidad de garantizar que los usuarios obtengan 

únicamente los efectos deseados, sin presentar efectos adversos que pongan en peligro su 

salud. Para lograr tal objetivo, es importante seleccionar las pruebas de toxicidad preclínicas 

acordes a las características de la nueva molécula tomando en cuenta su(s) actividad(es) 
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biológica(s), su mecanismo de acción (si se conoce) y su(s) posible(s) vía(s) de 

administración. 

1.2.3.2. Pruebas de toxicidad in vitro 

Las pruebas in vitro permiten estudiar los efectos tóxicos de un compuesto de prueba sin 

utilizar un animal completo. Estas pruebas pueden realizarse utilizando rebanadas de tejido, 

órganos aislados, cultivos primarios de células, líneas celulares e incluso fracciones 

subcelulares como las mitocondrias, microsomas e incluso membranas [54]. Si bien los 

resultados de las pruebas in vitro no pueden extrapolarse al animal completo y mucho menos 

al humano, ofrecen una serie de ventajas con los modelos in vivo. Estas incluyen un menor 

costo, la factibilidad de establecer ensayos rápidos, confiables y fácilmente reproducibles, 

aunado al hecho de que se puede manejar un mayor número de muestras en un menor tiempo 

[55]. 

Las metas y las oportunidades de estudiar la toxicología in vitro incluyen la caracterización 

del o los mecanismos de acción toxicológicos. Esto permite estudiar procesos aislados, en 

tiempo relativamente corto, en comparación con los estudios in vivo, permitiendo evaluar 

varios agentes de manera consistentemente rigurosa en forma paralela. Es importante tener 

en cuenta que, a pesar de estas ventajas, los estudios in vitro carecen de las interacciones 

entre las células, el órgano y el cuerpo completo, sin embargo, esta desventaja se puede 

reducir mediante estudios in vitro con dos o más líneas celulares [56]. Al igual que las 

pruebas in vivo, las pruebas in vitro permiten determinar el perfil toxicológico de una 

sustancia en distintos órganos y sistemas, así como diferentes estados del desarrollo. Algunas 

de las pruebas más comunes se describen a continuación. 

1.2.3.2.1. Pruebas in vitro de toxicidad reproductiva y del desarrollo 

Las células madre han surgido como una alternativa para analizar la toxicidad en el 

desarrollo, esto debido a su capacidad para diferenciarse en células endodérmicas, 

mesodérmicas y ectodérmicas, retomando características del desarrollo embrionario 

temprano. La prueba con células madre embrionarias es una prueba in vitro que ha sido 

ampliamente empleada para medir la toxicidad potencial en el desarrollo de un rango amplio 

de compuestos, incluidos aquellos con potencial farmacéutico [56]. 
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1.2.3.2.2. Pruebas in vitro de toxicidad neuronal 

Los cultivos de cortes de cerebro son un modelo de estudio relevante, ya que derivan 

directamente del cerebro y por lo tanto retienen porciones de la organización tridimensional 

del sistema nervioso central. Tal organización y el contacto entre células permiten generar 

estructuras y conexiones sinápticas análogas al tejido original. Generalmente los cortes se 

obtienen de roedores jóvenes (12 días de edad), y pueden cultivarse durante 60 días. Este 

modelo in vitro  es una alternativa a los modelos de toxicidad neuronal in vivo, que permite 

obtener datos asociados a los mecanismos de acción toxicológicos, tales como activación o 

inhibición de sinapsis neuronales, y perdida o mantenimiento de la organización 

neuronal[57]. 

1.2.3.2.3. Pruebas in vitro de toxicidad hepática 

Las lesiones de hígado inducidas por fármacos son la principal causa de disfunción hepática 

aguda. Este efecto adverso, ocasiona la salida del mercado de más de 80 fármacos 

previamente aprobados alrededor del mundo [58]. Lo anterior se debe a que la mayoría de 

los fármacos que ocasionaron lesiones de hígado, no mostraron ser hepatotóxicos al ser 

evaluados en modelos in vivo. Es por esta razón que se han desarrollado diversos modelos in 

vitro, por ejemplo el de mitocondria hepática aislada, líneas celulares de origen hepático, 

cultivo primario de hepatocitos, y hepatocitos derivados de células madre humanas 

pluripotenciales inducidas para mejorar la predicción y elucidar los mecanismos que 

ocasionan lesiones de hígado inducidas por fármacos, como hepatitis colestásica, hepatitis 

lobular (aguda), hepatitis portal (crónica) [59-61]. 

1.2.3.2.4. Pruebas in vitro de toxicidad cardiaca 

La toxicidad cardiovascular fue la razón principal que ocasionó dificultades o suspensiones 

en el proceso de DDM entre el año 2000 y 2010 [62]. Para mejorar la detección de toxicidad 

cardiaca se ha desarrollado un modelo basado en cardiomiocitos derivados de células madre 

humanas pluripotenciales inducidas, con el cual se evalúa de manera temprana, a bajo costo 

y con información relevante, el potencial de toxicidad cardiaca (ej.: miocarditis, fibrosis de 

miocardio de un nuevo compuesto [63] [64]. 
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1.2.3.2.5. Pruebas in vitro de genotoxicidad en líneas germinales 

La espermatogénesis es un proceso complejo, existen compuestos que pueden dañar los 

testículos e inducir mutaciones germinales que de ser transmitidos a la progenie pueden 

resultar en anormalidades físicas, desórdenes neurológicos, cáncer e inclusive la muerte [65]. 

El modelo organoide testicular 3-D (policapa), replica el sistema reproductivo masculino, y 

permite que las secciones del tejido testicular puedan completar la espermatogénesis y 

producir espermatozoides competentes para la fertilización [66], aproximándose bastante a 

la fisiología in vivo del órgano completo en procesos como la respuesta al tratamiento 

farmacológico, mutaciones de ADN, daño celular, renovación de tejido y a las funciones 

celulares de nicho, adicionalmente las células se mantienen genéticamente estables por largos 

periodos de cultivo, característica relevante en las pruebas de genotoxicidad in vitro [67]. 

1.2.3.2.6. Modelo epitelial de vías aéreas in vitro para evaluar toxicidad por inhalación 

El epitelio de las vías aéreas es el primer sitio de contacto para los tóxicos por vía aérea. Este 

tipo de exposición puede resultar en enfermedades específicas del sistema respiratorio, como 

bronquitis, Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC), asma, y cáncer de pulmón, 

además, los compuestos tóxicos que entran al organismo por vías aéreas son capaces de llegar 

fácilmente a la circulación sistémica causando graves efectos adversos a la salud. El estudio 

de la toxicidad por inhalación in vitro utiliza cultivos 2-D de líneas celulares de pulmón 

transformadas, estos cultivos son útiles para entender la toxicodinamia de los compuestos de 

interés. Usualmente estos cultivos se sumergen en medios que contienen el compuesto a dosis 

mayores a las que podría experimentar un humano, con el objetivo de evaluar la 

citotoxicidad, la genotoxicidad, el estrés oxidativo, cambios en la secreción de mucina, y 

respuestas inflamatorias [68]. 

1.2.3.3. Pruebas de toxicidad in vivo 

Las pruebas de toxicidad en animales se pueden realizar utilizando diferentes vías de 

administración (oral, intraperitoneal, tópica, intravenosa, etc.). De acuerdo con el tiempo de 

exposición al compuesto se clasifican en 4 categorías: 

1) Prueba de toxicidad aguda: Se define como la exposición a un compuesto de prueba 

por un máximo de 24 horas. En este tipo de pruebas usualmente se realiza una 
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administración única. Sin embargo, se puede administrar más de una dosis dentro de 

las primeras 24 horas en caso de que exista evidencia que sugiera que el compuesto 

es inofensivo. Usualmente se observa si se produce la muerte del sujeto experimental 

o cambios conductuales gruesos que indiquen posibles efectos adversos. 

2) Prueba toxicidad subaguda: en este tipo de pruebas el compuesto de prueba se 

administra al sujeto experimental cada 24 horas por al menos un mes. El objetivo es 

obtener información tras administraciones repetidas del compuesto. La información 

obtenida también se utiliza para calcular la dosis que se empleará en prueba de 

toxicidad subcrónica. 

3) Pruebas de toxicidad subcrónica: en estas pruebas se realiza la administración del 

compuesto de prueba durante un periodo de 1 a 3 meses. El principal objetivo es 

establecer el NOAEL e identificar el o los órganos afectados tras la administración 

repetida. 

4)  Pruebas de toxicidad crónica: en estas pruebas la administración del compuesto se 

realiza por al menos 3 meses, pero pueden ser hasta de 24 meses, comparte los 

objetivos  de  la prueba subcrónica y además evalúa posibles efectos carcinogénicos 

[43]. 

1.2.3.3.1. Pruebas in vivo de toxicidad aguda 

Las pruebas de toxicidad aguda se llevan a cabo para determinar los efectos adversos de una 

dosis única en una especie animal en particular. Los objetivos de estas pruebas son: 1) 

proveer un estimado de la toxicidad intrínseca de la sustancia, a menudo expresada como la 

DL50; 2) generar información sobre los órganos blanco afectados y otras manifestaciones 

clínicas de toxicidad; 3) identificar diferencias entre especies; 4) establecer si el o los efectos 

tóxicos son reversibles; y 5) proveer información de utilidad para el diseño y selección dosis 

a emplear en estudios subcrónicos y crónicos [43]. Uno de los métodos para llevar a cabo la 

prueba de toxicidad aguda es el desarrollado por J.W. Trevan, en el cual, el compuesto en 

investigación es administrado a diferentes dosis y para detectar posibles efectos adversos los 

animales se observan durante 14 días cuando el animal sobrevive. Se registra tanto la muerte 

como y los efectos tóxicos, que pueden incluir cambios morfológico [69], bioquímicos, y/o 

patológicos, que se detectan mediante estudios de laboratorio e histológicos respectivamente. 
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El registro del número de muertes permite calcular la DL50 del compuesto de prueba. Sin 

embargo, una de sus desventajas es el gran número de animales que requiere y el hecho de 

que la principal respuesta que se observa es la muerte del sujeto experimental, es decir existe 

un alto grado de mortalidad. Con base en lo anterior y con el objetivo de reducir el número 

de animales utilizados se desarrollaron nuevas pruebas como por ejemplo, el método de dosis 

ajustada 420 (FDP por sus siglas en inglés), el método de toxicidad aguda categorizada (ATC 

por sus siglas en inglés) [70], el método de arriba y abajo 425 (UDP por sus siglas en inglés) 

de la OECD [69, 71], y el método de Lorke [72] (Tabla 2). 

En las pruebas de toxicidad in vivo tras la administración del compuesto de prueba, 

regularmente se realiza una observación clínica general al menos una vez al día y se registra 

el peso del animal, preferentemente a la misma hora. Lo anterior teniendo en cuenta que el 

período en el que se observa y detectan con mayor frecuencia los efectos previstos son las 

horas posteriores a la administración. Adicionalmente, los animales se observan al menos 

dos veces el día para detectar si se produce la muerte de los animales o bien para detectar a 

los animales moribundos y/o que padezcan dolor o sufrimiento grave. De ser así, estos se 

sacrifican de forma compasiva y se someten a necropsia. Los signos que se registran 

incluyen, cambios en la piel, ojos, membranas mucosas, presencia de secreciones, 

excreciones y actividad neurovegetativa (por ejemplo, lagrimeo, piloerección, frecuencia 

respiratoria respiración anormal).  Se lleva a cabo el registro de peso y se mide el consumo 

de alimento y agua. 
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Tabla 2. Pruebas para determinar la DL50 de una sustancia química [70, 72] 

 420 FDP 423 ATC 425 UDP Lorke 

Características 

de la especie 
Ratones 6-8 semanas de edad, de un solo sexo. Preferiblemente hembras 

Metodología 
Se administra una dosis única por vía oral con volumen o concentración 

constante 

Observaciones 

clínicas 
Peso corporal y mortalidad durante 14 días. Se realiza necropsia al terminar 

Estudio 

cualitativo 
Si No No No 

Dosis empleadas 

(mg/kg); no. de 

ratones 

empleados por 

dosis 

5, 50, 300, 2000; 

5 ratones 

5, 50, 300, 

2000; 

3 ratones 

Consta de 2 

etapas. 

Etapa 1. 

Prueba límite: se 

administra una 

dosis de 2000 o 

5000; 5 ratones 

Etapa 2. 

Prueba principal: 

sigue el método 

UPD, iniciando 

con dosis de 

175; 1 ratón 

Consta de 2 

fases. 

Fase I: 

10, 100, 1000; 

ratones 

Fase II: 

Las dosis 

dependen de la 

mortalidad 

observada en la 

fase I; 3 ratones 

por dosis 

 

Objetivo 

Determinar: 

La dosis más baja 

que ocasiona 

toxicidad 

evidente 

La dosis más 

baja que 

ocasiona 

mortalidad 

La DL50 

Loa efectos adversos visibles 

 

Además, se recomienda realizar los siguientes exámenes clínicos hematológicos: 

hematocrito, concentración de hemoglobina, recuento de eritrocitos, recuento de leucocitos 

y fórmula leucocitaria, recuento de plaquetas y tiempos de coagulación. Las muestras de 

sangre se toman justo antes del sacrificio de los animales (o como parte del método de 
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sacrificio), y se conservan en condiciones adecuadas. Existen otras determinaciones 

bioquímicas para investigar efectos tóxicos importantes en el riñón y el hígado, incluyendo: 

concentraciones de sodio, potasio, glucosa, colesterol total, urea, creatinina, proteínas totales, 

albúminas, y enzimas indicadoras de los efectos hepatocelulares (alanina aminotransferasa, 

aspartato aminotransferasa, fosfatasa alcalina, gamma-glutamil transpeptidasa, o sorbitol 

deshidrogenasa). Aunado a esto se practica una necropsia macroscópica completa y detallada 

a todos los animales utilizados en el estudio, incluyendo aspectos como un examen atento de 

la superficie corporal externa, todos los orificios, y las cavidades craneana, torácica y 

abdominal con su contenido. El hígado, los riñones, cápsulas suprarrenales, testículos, 

epidídimos, timo, bazo, cerebro y corazón de todos los animales se separan de los tejidos 

adyacentes, según convenga, determinando su peso húmedo lo antes posible tras la disección, 

a fin de evitar su desecación [69]. 

Los tejidos obtenidos se pueden conservar en el medio de fijación adecuado en caso de que 

se realice posteriormente examen histopatológico con la finalidad de identificar efectos 

tóxicos in situ, considerando la vía y el tiempo de exposición. Por ejemplo, el encéfalo (zonas 

representativas, como cerebro, cerebelo y protuberancia anular), médula espinal, estómago, 

intestino delgado y grueso (incluidas las placas de Peyer), hígado, riñones, cápsulas 

suprarrenales, bazo, corazón, timo, tiroides, tráquea y pulmones se pueden conservar 

mediante inflado con fijador, seguido de inmersión en cloroformo. 

1.2.3.3.2. Pruebas in vivo de toxicidad aguda para sustancias volátiles o preparaciones en 

aerosol 

Esta prueba se utiliza principalmente para determinar la concentración de aquellas sustancias 

volátiles o en aerosol que ocasiona la muerte del 50% de los animales expuestos (CL50). Los 

animales se mantienen en una cámara cerrada, con un flujo de aire de 12-15 cambios por hora 

con adecuada oxigenación (19%/h). Los animales son expuestos a la sustancia de prueba por 

un mínimo de 4 horas, privándolos de comida, pero con acceso libre a agua durante ese 

tiempo. La concentración inicial se selecciona de uno de los cuatro niveles fijos 

correspondientes a las categorías del Sistema Globalmente Armonizado de Clasificación y 

Etiquetado de Productos Químicos (GHS por sus siglas en inglés) 1-4 para gases, vapores o 

aerosoles. Posteriormente son monitoreados durante 14 días, prestando atención a la 
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aparición de signos como temblores, convulsiones, salivación, diarrea, letargia, sueño, coma 

o muerte. Al terminar el estudio con el número de muertes se calcula la CL50. A todos los 

animales (muertos por el compuesto  o sacrificados), se les realiza una necropsia y estudios 

histopatológicos [73].  

1.2.3.3.3. Pruebas in vivo de toxicidad aguda para preparaciones tópicas 

La prueba de irritación ocular y la prueba de irritación cutánea agudas son importantes para 

evaluar la toxicidad de compuestos formulados en preparaciones tópicas, como por ejemplo, 

las pomadas: preparaciones en las que los excipientes son grasos; las cremas: preparados tipo 

emulsión compuestas por el principio activo, excipientes, emulgentes y agua; los geles: 

formados por líquidos gelificados por la acción de agentes gelificantes, del tipo de los 

polímeros; las pastas: preparados semisólidos de consistencia blanda y con un alto contenido 

en polvos absorbentes. Estas pruebas suelen realizarse en conejos y cerdos. 

 La prueba de irritación ocular es importante para evaluar las características tóxicas de una 

sustancia, ya que la información obtenida de esta prueba sirve para indicar los posibles daños 

que pueden presentarse tras la exposición a los ojos y a las membranas mucosas asociadas. 

Generalmente se realiza en conejos albinos adultos sanos, sin signos de irritación ocular. Se 

administran 0.5 mL del compuesto de prueba en el saco conjuntival manteniendo los 

párpados cerrados tras la aplicación de la sustancia en un ojo, el otro ojo actúa como control. 

Los ojos no deben lavarse durante 24 horas. La duración de la prueba debe ser suficiente para 

permitir la evaluación completa de la reversibilidad o irreversibilidad de las lesiones, siendo 

como mínimo de 72 horas sino hay signos de irritación y como máximo de 21 días, por lo 

que las observaciones se realizan a 1, 24, 48 y 72 horas tras la exposición, con observación 

prolongada a los 7 y 21 días si existiese afectación corneal u otros signos de irritación ocular, 

para poder determinar la progresión de las lesiones. Si con el animal utilizado inicialmente 

se encontrase efecto irritante intenso (reversible) o corrosivo (irreversible), no deben 

realizarse más pruebas. Se buscan signos como el enrojecimiento, lagrimeo, ulceraciones, 

hemorragias, descargas y ceguera. 

De manera similar, la prueba de irritación cutánea o prueba de Draize se basa en la aplicación 

de una dosis del producto de ensayo a la piel de varios animales de experimentación, cada 
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uno de los cuales sirve como su propio control. El grado de irritación se lee y determina a 

intervalos específicos y se describe completamente. Generalmente esta prueba se realiza con 

una única dosis, pero puede solicitarse la realización de un ensayo de dosis repetidas tras 

completar el ensayo de una dosis. Consiste en aplicar 0.5 g de la sustancia de prueba en una 

porción de la superficie de la piel del animal. Se compara la apariencia de los lugares de 

contacto con el producto, comparada con los lugares de contacto de los controles. Esto debe 

observarse diariamente durante 3 días, asignándole una valoración cualitativa y cuantitativa 

(0 a 4), para describir y cuantificar el tipo de eritema o edema, que pudieran aparecer y vigilar 

por máximo 14 días [74], [75]. 

En ambas pruebas se debe evitar evaluar sustancias muy ácidas (pH ˂ 2) o alcalinas (pH ˃ 5) 

ya que se predice su naturaleza corrosiva. 

1.2.3.4. Prueba in vivo de toxicidad subaguda 

La toxicidad subaguda incluye los efectos que aparecen en los animales de laboratorio cuando 

reciben repetidamente dosis diarias de una sustancia o cuando están expuestos diariamente a 

la misma durante un periodo de tiempo breve, en comparación con sus expectativas de vida. 

Consisten en administrar el compuesto de prueba por vía oral, por al menos 28 días, 

regularmente en un horario específico. Usualmente se lleva a cabo en roedores de cualquier 

género con una edad de 6-8 semanas, cuyo peso corporal no debe variar más de 20%. Se 

utiliza un grupo control que solo recibe el vehículo y un grupo que recibe una dosis elevada 

del compuesto de prueba. Inicialmente se 

 registran los parámetros bioquímicos y conductuales basales, para dar seguimiento a estos 

durante el estudio e identificar cambios inducidos por la administración del compuesto. Al 

finalizar el estudio se obtienen tejidos de los órganos de interés y se registran los cambios 

histopatológicos. Se pueden realizar estudios de inmunotoxicidad, como hipersensibilidad de 

tipo retardado, respuestas proliferativas de linfocitos estimuladas por mitógenos o antígenos, 

función de macrófagos, y respuesta primaria de anticuerpos al antígeno dependiente de 

células T, para determinar los efectos adversos en el sistema inmune [76]. 
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1.2.3.5. Prueba in vivo de toxicidad subcrónica 

La prueba de toxicidad subcrónica tienen una duración de 30 a 90 días. El estudio de 90 días 

aporta información sobre los peligros que puede presentar para la salud una exposición 

continuada durante un periodo prolongado, que abarque la maduración posterior al destete y 

el crecimiento hasta la edad adulta. La información obtenida se refiere a los efectos tóxicos 

principales, los órganos diana y la posibilidad de acumulación, y puede proporcionar una 

estimación de la dosis de exposición sin efectos adversos observados, que puede emplearse 

para seleccionar la dosis de los estudios de toxicidad crónica y establecer los criterios de 

inocuidad de la exposición humana. En este tipo de pruebas se administra el compuesto de 

prueba todos los días por vía oral, regularmente en un horario específico.  Se puede realizar 

en roedores y no roedores, entre los cuales el peso corporal no debe variar más de 20%. Se 

realiza una comparación con un grupo satélite. Posteriormente se realiza el mismo 

procedimiento que en las pruebas de toxicidad subaguda [77].  

1.2.3.5. Prueba in vivo de toxicidad crónica 

El estudio de toxicidad crónica según la norma OECD 452, proporciona información sobre 

los posibles peligros para la salud que probablemente surjan de la exposición repetida durante 

una parte considerable de la vida útil de la especie utilizada [78]. Los objetivos de este estudio 

son: identificar la toxicidad crónica de un producto; identificar los órganos diana; caracterizar 

la relación dosis-respuesta; identificar el NOAEL, o un punto de partida para el 

establecimiento de una Dosis de referencia (BMD); predecir los efectos de la toxicidad 

crónica en los niveles de exposición humana; y obtener información para aprobar la hipótesis 

sobre el modo de acción. Además, se descarta que el compuesto genere tumores. Se realiza 

generalmente en roedores (preferentemente ratas), aunque pueden emplearse otras especies 

de roedores y no roedores, si se justifica su elección. Se deben usar al menos tres niveles de 

dosis y un control, excepto en los casos en los que se realice una prueba límite. Para roedores, 

normalmente se deben usar al menos 20 animales de cada sexo por grupo en cada nivel de 

dosis, mientras que para no roedores se recomienda un mínimo de 4 de cada sexo por grupo. 

El producto de prueba se administra diariamente a los animales, normalmente por vía oral, o 

bien con la alimentación, el agua de bebida, o por sonda por un periodo de tiempo de más de 

6 meses y el animal se observa periódicamente.  La duración debe ser lo suficientemente 
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larga como para permitir que se manifiesten los efectos de la toxicidad acumulativa, evitando 

los efectos de los cambios por la edad del animal. Los niveles de dosis empleados suelen 

basarse en los resultados de estudios de toxicidad subcrónicos y deben tener en cuenta los 

datos toxicológicos y toxicocinéticos existentes disponibles para el compuesto de prueba. La 

dosis más alta permitirá identificar los principales órganos diana y los efectos tóxicos, pero 

debe evitarse el sufrimiento, la toxicidad grave, la morbilidad o la muerte de los animales. 

La dosis máxima no debe exceder los 1000 mg/kg de peso corporal/día. Tras determinar el 

mayor nivel de dosis, se debe seleccionar una secuencia descendente de niveles de dosis, 

generalmente las reducciones entre 2 a 4 veces son apropiadas para estos ensayos, aunque 

dependería de las características del producto de prueba. Los periodos de evaluación más 

comunes son 6, 9. 12, 18 y 24 meses. Los animales son observados diariamente y deben 

registrarse los cambios en el peso corporal, consumo de agua y alimento. Además, se deben 

realizar análisis hematológicos, de bioquímica clínica y análisis de orina a los 3, 6 y 12 meses, 

en al menos 10 hembras y 10 machos de cada grupo en el caso de los roedores, Al término 

del estudio, los animales son sacrificados y sometidos a una necropsia completa. Se analiza 

el peso de los órganos y se realiza un examen histopatológico de todos los órganos y tejidos 

corporales [79]. 

1.2.3.7. Pruebas in vivo de carcinogenicidad 

Estas pruebas requieren más tiempo y dinero, por lo cual se lleva a cabo cuando el compuesto 

se administrará por periodos prolongados en la práctica terapéutica [43]. Se realiza en una 

especie de roedores y otra de no roedores, además de que debe llevarse a cabo durante gran 

parte de la vida del animal. Durante y después de la exposición a las sustancias a prueba, los 

animales se vigilan en búsqueda de signos de toxicidad y desarrollo de tumores. De no 

encontrarse lo anterior, la prueba debe realizarse por un máximo de 18 meses en ratones y 24 

meses en ratas, con pruebas hematológicas a los 12 y a los 18 meses respectivamente. Los 

animales se sacrifican al terminar la prueba para realizar estudios histopatológicos de todos 

los tejidos [69]. 

1.2.3.8. Pruebas in vivo de toxicología de la reproducción 

Las pruebas toxicológicas de reproducción son experimentos que se llevan a cabo para 

estudiar la ocurrencia de efectos adversos en los sistemas reproductivos masculino y 
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femenino y en la decendencia, como resultado de la exposición a agentes químicos o físicos 

[43]. Este tipo de pruebas incluyen estudios de toxicidad reproductiva en una o dos 

generaciones: 

 Prueba in vivo de toxicidad reproductiva en una generación: aquí el compuesto a 

prueba se administra tanto al macho como a la hembra de la especie seleccionada. En el 

macho se administra durante un ciclo completo de espermatogénesis y en la hembra durante 

dos ciclos menstruales. Después del periodo de administración los animales se aparean. 

Posteriormente las hembras se les continúa administrando el compuesto de prueba durante el 

periodo de embarazo y lactancia. Los espermatozoides de los animales machos se colectan 

para analizar su morfología y movilidad. Durante todo el estudio se debe prestar atención a 

la aparición de signos de toxicidad. Tras el parto se registran el número y sexo de las crías, 

así como el número de crías muertas y vivas. Las últimas son pesadas por la mañana y por la 

tarde los primeros 4 días. Al terminar el estudio, todos los animales son sacrificados y los 

órganos se sujetan a pruebas histopatológicas [80]. 

Prueba in vivo de toxicidad reproductiva en dos generaciones: El compuesto a prueba 

se administra de la misma forma y en la misma temporalidad que el ensayo anterior, 

evaluando los espermatozoides del macho y prestando atención a la aparición de signos de 

toxicidad. Tras el parto se registran los nacimientos, el sexo de las crías, número de crías 

muertas y vivas (generación F1), los últimos son pesados por la mañana y por la tarde los 

primeros 4 días. De la generación F1 se elige un macho y una hembra para repetir el proceso 

de administración del compuesto y obtener la generación F2. Al terminar el estudio, todos 

los animales son sacrificados y se obtienen los órganos para llevar a cabo exámenes 

histopatológicos [80-82]. 

1.2.3.9. Pruebas in vivo de toxicidad en el desarrollo 

Las pruebas toxicológicas del desarrollo estudian los efectos adversos que se presentan en un 

organismo durante cualquier momento de su vida como resultado de la exposición a agentes 

químicos y físicos desde antes de la concepción (es decir, exposición de cualquiera de los 

padres), durante el desarrollo prenatal, el postnatal, o durante la pubertad. Tal es el caso de 

la: 
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Pruebas in vivo de embriotoxicidad en donde al realizar esta prueba el compuesto es 

administrado en roedores entre el día 8 y el 14 del embarazo, en el día 21 se realiza una 

cesárea y se registran malformaciones y mortalidad de las crías [83]. 

1.2.3.10. Prueba in vivo de toxicidad genética 

La mutagenicidad es la capacidad que tiene un compuesto de ocasionar cambios en el 

material genético dentro del núcleo celular de manera que los cambios se transmiten durante 

la división celular, lo cual puede resultar en la muerte celular o en la transmisión de un defecto 

genético a otras células a través de la división mitótica. La prueba se realiza en diversas 

especies incluyendo plantas, microorganismos y animales. Los roedores son el modelo 

preferido. Las pruebas más comunes incluyen el ensayo de cromosoma de roedor, el ensayo 

letal dominante, la prueba de translocación heredable y ensayo de intercambio de cromátides 

hermanas [4]. 

1.2.3.11. Pruebas in vivo de neurotoxicidad en roedores 

La evaluación de los efectos de un nuevo compuesto sobre la conducta, la coordinación y la 

actividad motora es un componente muy importante de los estudios in vivo durante el proceso 

de DDM. Tal evaluación incluye el monitoreo el estado general de salud, las funciones 

sensoriales, y las habilidades motoras, antes de llevar a cabo pruebas conductuales 

específicas. Por lo anterior se debe diseñar una estrategia viable para llevar a cabo los 

experimentos, minimizando el riesgo de resultados falsos (positivos y/o negativos). El diseño 

debe tomar en cuenta que ciertas pruebas deben preceder a otras, por ejemplo, si un 

compuesto induce ceguera en un ratón, su desempeño será negativo en pruebas de 

exploración o de aprendizaje, ya que estas requieren del uso y almacenamiento de 

información visual. Cada conclusión basada en los resultados de un experimento conductual 

debe estar sustentada por las pruebas de que el animal cuenta con las correspondientes 

habilidades sensoriales y motoras. El primer paso para analizar el comportamiento es obtener 

un número suficiente de animales para cada prueba (10-12), cuyo rango de edad no varíe más 

de 10 días, los animales deben ser adultos (en el caso de ratones 10-12 semanas) para obtener 

resultados generales y reproducibles, que no estén influenciados por procesos endocrinos 

[84]. 
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1.2.3.11.1. Evaluación del estado general de salud y de las funciones neurofisiológicas 

Esta evaluación incluye examen físico y varias pruebas conductuales con el objetivo de 

detectar cualquier anormalidad general, tales como déficits sensoriales y motores que puedan 

intervenir con las pruebas conductuales. En primer lugar, se registra el peso y la temperatura 

corporal del animal. Además, se presta atención a los siguientes puntos: mal aseo, ausencia 

de pelaje, alteración en la respiración, y ausencia de bigotes. Un ratón, ciego, sordo o sin 

olfato, no podrá llevar a cabo experimentos que requieran de sus sentidos, por lo cual es 

necesario realizar las siguientes pruebas para detectar disfunciones neurológicas severas [85]: 

1) análisis de conductas espontáneas anormales en entornos nuevos por periodos cortos de 

tiempo (2-5 min); 2) evaluación de la conducta ante objetos extraños; 3) prueba del acantilado 

(visión); 4) prueba de olfato; y 5) medición de diversos reflejos por ejemplo: equilibrio, 

enderezamiento, parpadeo, y contracción de orejas [86]. Una vez realizada la evaluación 

completa evaluadas y comprobadas las funciones sensoriales es posible incluir al animal en 

las pruebas que ayudarán a evaluar las funciones motoras. 

1.2.3.11.2. Evaluación de las funciones motoras 

La actividad locomotora se evalúa en primer lugar, ya que su aumento o disminución afectara 

de manera inespecífica el desempeño de otras pruebas conductuales complejas. Al evaluar 

las funciones motoras se toma en cuenta que estas son sensibles al ritmo circadiano, el cual 

se debe considerar al llevar a cabo los experimentos. La siguiente lista provee un número 

considerable de pruebas que se realizan para obtener información asociada a las funciones 

motoras de los ratones [85]. 

1.2.3.11.3. Evaluación del aprendizaje y de la cognición 

El aprendizaje es un fenómeno complejo que involucra la actividad de diversas regiones 

cerebrales. Algunos aspectos del aprendizaje que pueden ser medidos en ratones incluyen: 

atención, memoria de trabajo (memoria a corto plazo usada cuando se lleva a cabo una 

prueba), consolidación de la memoria, y memoria de referencia (memoria a largo plazo: 24 

h-toda la vida del animal). Se han desarrollado varias pruebas para evaluar uno u otro de 

estos aspectos del aprendizaje [87]. 
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1.2.3.11.4. Evaluación de la actividad exploratoria y de la conducta 

La conducta y la actividad exploratoria se evalúan al menos mediante dos pruebas diferentes. 

Las más común en ratones es la prueba de campo abierto. Este paradigma depende de la 

locomoción, por lo que la actividad del ratón es evaluada. Tomando en cuenta que estos 

experimentos tienen como base la exposición del ratón a un nuevo ambiente, se realiza un 

sola vez, a fin de evitar falsos positivos y/o negativos [84]. 

1.2.3.11.5. Evaluación de la nocicepción 

Para evaluar los efectos de los compuestos que presumen tener efectos analgésicos, los 

ratones deben ser evaluados previamente mediante pruebas estandarizadas de nocicepción 

[88]. Las dos pruebas más comunes son: 

 

La prueba de retiro de cola la cual consiste en aplicar una estimulación térmica nociva 

en la cola del roedor evaluando su respuesta [89], la cual depende de un reflejo que depende 

de 4 variables: el tiempo de activación de los nociceptores cutáneos por el estímulo térmico; 

el tiempo de la conducción aferente del impulso a través de las astas dorsales de la médula 

espinal; la conducción dentro del sistema nervioso central o retraso central; y el tiempo de 

conducción aferente del impulso por las astas ventrales y la subsecuente activación de los 

músculos de la cola. Para aplicar el estímulo térmico (calor), se utiliza un haz de fotones 

dirigido a la cola. Se cuenta el tiempo que tarda en retirar la cola el animal, repitiendo el 

procedimiento en 3 ocasiones con un intervalo de 5 minutos, a fin de obtener un promedio 

del tiempo de latencia. Si en algún procedimiento el ratón no retira la cola en un tiempo de 

15 minutos, se da por concluido el procedimiento para evitar daños permanentes en el animal. 

Cada procedimiento se realiza en una zona distinta de la cola para minimizar el posible daño 

a los tejidos [90] [91]. 

La prueba de superficie caliente es una de las más utilizadas para determinar la 

eficacia analgésica de nuevos compuestos en roedores [92]. Para realizar esta prueba el ratón 

se coloca en una superficie que se mantiene a 52.5 ̊ C [93]. Una estructura de plástico rodea 

la superficie para que el ratón no pueda salir. Se registra la latencia de lamidas y/o sacudidas 
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de pata, además se registran brincos. Si el ratón no responde en 15 minutos la prueba se da 

por concluida para evitar daños innecesarios al ratón [94]. 

1.2.3.11.6. Evaluación de la agresividad 

Para evaluar este comportamiento un macho adulto es aislado durante 14 días. Después de 

este periodo el ratón es colocado en una caja neutral junto con un ratón naїve, macho, adulto, 

de peso similar y de la misma cepa. A continuación, se registra la frecuencia y la latencia de 

los comportamientos agresivos (mordidas, amenazas, erguimientos, etc.) al igual que el de 

los comportamientos sociopositivos (olfateo, aseo, etc.), durante 10 min. 

1.2.3.12. Toxicidad gastrointestinal 

Los efectos adversos gastrointestinales (GI) son los signos de toxicidad más comunes 

asociados a los fármacos que se administran por vía oral. Entre estos fármacos destaca el 

grupo de los Antiinflamatorios No esteroideos (AINEs), por la alta incidencia de toxicidad 

gastrointestinal que producen [14]. Los efectos adversos GI generados por los AINEs se 

pueden categorizar en tres grupos: 1) “molestias” (reflujo, náuseas, dispepsia, vómito, y dolor 

abdominal); 2) lesiones en la mucosa observadas mediante endoscopía o rayos X; y 3) 

complicaciones GI serias (úlceras, perforaciones, y sangrado que requieran hospitalización). 

El uso de este grupo de fármacos se asocia principalmente a eventos GI en porciones 

superiores y úlceras gástricas, y en menor frecuencia a eventos GI en porciones inferiores: 1) 

inflamación y cambios en la permeabilidad del tubo digestivo bajo; 2) hemorragia del íleon, 

duodeno, y colon; 3) perforación; y 4) formación de constricciones [95]. Estos son el 

resultado de la inhibición de la síntesis de prostaglandinas (PG´S) por parte de los AINEs, 

mediadores lipídicos que juegan un factor clave en el mantenimiento de la mucosa gástrica. 

La PGE2 y la PGI2 incrementan la secreción de moco encargado de proteger la mucosa 

gástrica, reducen la secreción de ácido gástrico y regulan la liberación de pepsina.  

1.2.3.12.1. Pruebas de toxicidad gastrointestinal 

Para estudiar la toxicidad gastrointestinal de un compuesto usualmente se determina si este 

es capaz de ocasionar lesiones o alteraciones en la mucosa gástrica tras su administración 

oral aguda, subaguda o crónica en roedores. Si la inducción de lesiones gástricas es aguda, 

los animales se dejan en ayuno con acceso libre a agua, generalmente entre 18 y 24 horas 
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previo a la administración del compuesto. Otra opción es dejar un periodo de ayuno de 4 

horas, previo a cada administración con acceso libre a agua. Posteriormente, 4-6 horas 

después de la única o última administración, se sacrifica a los animales por un método 

aprobado y enseguida se abre el abdomen mediante una incisión en la línea media para 

remover el estómago se lava gentilmente utilizando solución salina, posteriormente con una 

cánula o jeringa se llena con una solución fijadora (formaldehído al 4%) y se coloca en un 

recipiente que contiene la misma solución. Después de 15 minutos, se abre el estómago a lo 

largo de la curvatura mayor, y se extiende sobre una superficie de contraste para obtener, 

fotografías que permitirán posteriormente cuantificar el número de lesiones y el porcentaje 

del área lesionada. Las lesiones pueden identificarse y cuantificarse en distintas modalidades 

con ayuda de un software de análisis de imagen (ImageJ), y que incluye: 1) cuantificar el 

área lesionada , con lo que se obtiene el porcentaje de estas últimas, expresando el resultado 

en términos de índice de ulceración (IU, en % de área); 2) determinando la severidad de las 

lesiones a través de escalas mediante las cuales se asignan puntajes a los siguientes signos: 

coloración roja (puntaje = 0.5), úlceras puntuales (puntaje =1), manchas hemorrágicas 

(puntaje =1.5). Si se encuentran tres o cuatro úlceras se añaden dos puntos más, si se 

encuentran 5 o más úlceras se añaden 3 puntos más, al finalizar se suman los puntos y el 

valor final indicará la severidad del daño GI producido por la administración del compuesto; 

3) evaluando la severidad de la hiperemia de acuerdo al siguiente puntaje: 0, ausencia de 

lesiones; 0.25, petequia; 0.50, hiperemia ligera; 0.75, hiperemia severa; y 1, lesión vascular; 

4) evaluando la presencia de hemorragia de acuerdo al siguiente puntaje: 0, ausente; 1, 

hemorragia ligera; y 2, hemorragia severa. Finalmente, también se puede realizar otras 

pruebas para evidenciar el daño como por ejemplo la prueba de sangrado de la mucosa 

gástrica mediante citometría de flujo con láser-Doppler o bien evaluando la permeabilidad 

microvascular de la mucosa gástrica con la tinción de azul de Evans y/o cuantificando la 

actividad de la mieloperoxidasa gástrica para determinar la acumulación de neutrófilos en la 

mucosa gástrica [95-100]. 
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2. ANTECEDENTES ESPECÍFICOS 

2.1. α-aminofosfonatos 

Los α-aminofosfonatos son ésteres de los ácidos α-aminofosfónicos, moléculas de la familia 

de los organofosforados, que son considerados los análogos más relevantes de los α-

aminoácidos naturales. Se obtienen mediante sustitución isostérica del ácido carboxílico 

(CO2H), el cual es estructuralmente plano, por un ácido fosfónico (PO3H2) cuya 

conformación es tetraédrica. El andamiaje resultante consiste en un grupo amino unido a un 

carbono que a su vez está unido a un grupo fosfato (N-C-P). Este andamiaje versátil permite 

realizar diversas modificaciones estructurales y así obtener nuevos compuestos, Por otro 

lado, el grupo fosfonato confiere a la molécula mayor estabilidad, ya que es menos 

susceptible a la hidrólisis catalizada por enzimas fosfatasas [101]. 

Ya que su tamaño y propiedades fisicoquímicas les permite competir por el sitio activo de 

diversas clases de enzimas, los α-aminofosfonatos son capaces de, a) actuar como 

antimetabolitos, b) sustituir aminoácidos en estructuras peptídicas [102], o c) funcionar como 

sustratos alternos, lo que les confiere un gran potencial biológico ya que les permite participar 

en una gran variedad de actividades biológicas. Este potencial biológico ha despertado el 

interés en la búsqueda de nuevas moléculas con actividad biológica, por lo que se han 

diseñado y sintetizado diversas clases de análogos de los α-aminofosfonatos [103].  

2.1.1. Potencial bioactivo de los α-aminofosfonatos 

Las actividades biológicas de los α-aminofosfonatos se deben en parte a su capacidad de 

inhibir la actividad de diversas enzimas ya que pueden actuar como falsos sustratos o bien, 

bloquear el sitio activo de la enzima. [102].Todo lo anterior se debe a su tamaño, y a las 

características estructurales y electrónicas del andamiaje N-C-P. En concordancia con lo 

anterior diversos estudios han evidenciado diferentes actividades de interés en medicina 

como por ejemplo actividad  antiviral [104], antitumoral  [105], antimicrobianas [106], 

antioxidantes [107], antibiótica [108], [109],  [110], antifúngicas [111], anticonvulsivas 

[112], y neuroprotectora [113] de diversos tipos de α-aminofosfonatos (Tabla 3). 
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Tabla 3. α-aminofosfonatos reportados con actividad biológica 

C
la

v
e 

Estructura química Actividad Ensayo 

R
ef

. 

4
h
 

 

Antiviral 

Contra virus Coxsackie B4 
In vitro: Células Vero 

[1
0

4
] 

4
b

, 
4

c 

 

Antiviral contra virus 

sincitial respiratorio (RSV) 
In vitro: Células HeLa 

[1
0

4
] 

5
i,

 5
l 

 

Antitumoral contra células 

de carcinoma colorrectal 

HCT116 

In vitro: Células 

HCT116 [1
1

4
] 

L
-I

Ik
, 

D
-I

Ia
, 

D
-I

Ie
 

 

Antitumoral contra células 

PC3, Bcap37 y BGC823 
In vitro 

[1
1

5
] 

9
m

 

 

Antitumoral HepG-2, A375, 

K562, NCI-H460, HL-7702 
In vitro 

[1
1

6
] 

4
f–

h
 

 

Antimicrobiana contra E. 

coli, S. aureus, A. niger y C. 

albicans. 

In vitro 

[1
0

6
] 

4
h
 

 

Antioxidante In vitro 

[1
0

7
] 
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(Continuación tabla 3). 

C
la

v
e 

Estructura química Actividad Ensayo 

R
ef

. 

4
ah

, 
4
b

h
 

 

Actividad anticolinesterasa 

Neuroprotectora 
In vitro 

[1
1

3
] 

4
ª,

 4
g
, 
4
j 

 

Antibacteriana contra 

Escherichia coli NCIM2645 

Salmonella typhi NCIM2501 

In vitro 

[1
0
8
] 

 

 

2.1.2. Efecto antiinflamatorio y analgésico de los α-aminofosfonatos de interés 

De particular relevancia para nuestro grupo de investigación son las propiedades 

antiinflamatorias y analgésicas de una nueva serie de 10 α-aminofosfonatos, específicamente 

un conjunto de fosfoserinas alfa-metiladas que han mostrado actividad antiinflamatoria [5] y 

analgésica [6]en diversos modelos de dolor, en relación con este punto, algunos grupos de 

investigación han sintetizado previamente aminofosfonatos que poseen estas actividades 

(Tabla 4). 
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Tabla 4. α-aminofosfonatos con actividad antinflamatoria y/o analgésica 
C

la
v

e 
/ 

co
n

tr
o

l 

Estructura química 
%Efecto 

Encontrado 
Modelo 

R
ef

. 

1
a 

in
d

o
m

et
ac

in
a 

 

97.6 ± 1.4 

Edema de oído inducido por 

TPA (12-O-tetradecanoilforbol 

13-acetato) en ratones 

[5
] 

4
h

 y
 4

i 

 

78 ± 2 

Inflamación inducida por LPS 

en líneas celulares de 

macrófagos RAW 264.7 [1
1

7
] 

2
b
 

d
ic

lo
fe

n
ac

o
 

 

86.41 
Técnica de inhibición de la 

desnaturalización de la albúmina [1
1

8
] 

1
1

a 

in
d

o
m

et
ac

in
a 

 

60.4 

Edema agudo de la pata 

inducido por carragenina (CPE) 

en ratones 20–25 g [1
1

0
] 

5
d
 

D
ic

lo
fe

n
ac

o
 

 

91.01 

Método de edema de la pata 

inducido por carragenina en 

ratas 150–200 g [1
1

9
] 
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Con base en estos antecedentes nuestro grupo de investigación diseñó y sintetizó una nueva 

serie de 10 α-aminofosfonatos (1a-f, 2a-c), específicamente un conjunto de fosfoserinas α-

metiladas. La síntesis se realizó mediante una reacción tricomponente utilizando: 1) 

acetoxiacetona o hidroxiacetona, 2) diversas aminas alifáticas, y 3) dimetilfosfito en 

presencia de ácido fenilfofónico en condiciones libres de disolventes (figura 2). 

 

Figura 2. Síntesis de las fosfoserinas a-metiladas A= 1a-f, B= 2a-c). Modificada de Romero-Estudillo et al., 

2018 [3] 

Después de realizar la caracterización química, se llevó a cabo la evaluación de su potencial 

efecto antiinflamatorio. Para esto se utilizó el modelo de edema auricular inducida por 

activador tisular de plasminógeno (TPA) en ratón, en donde se utilizó indometacina 

(1mg/oreja) como control positivo. Los resultados mostraron que la aplicación tópica de los 

compuestos 1a, 1c-f y, 2a-c en un rango de dosis de 0.1 a 10 mg/oreja disminuyó 

significativamente el edema auricular inducido por TPA de manera dependiente de la dosis. 

En contraste, los compuestos 1b y 3 mostraron actividad antiinflamatoria moderada. Sin 

embargo, esta no fue dependiente de la dosis. Además, se observó que los compuestos 1a, 

1c, 1f, 2c, 2b y 1d mostraron eficacias máximas cercanas al 100 % y estadísticamente iguales 

a la eficacia de indometacina (1 mg/oreja).  La dosis a la cual se observó el efecto 50% del 

efecto antiinflamatorio en los animales en experimentación o Dosis Efectiva 50 (DE50), se 

presentó un rango de 0.49 y 1.73 mg/oreja. El orden de la potencia de estos compuestos de 

mayor a menor fue el siguiente 1f, 1d, 2b = 2c, 1c, 1a, 1e, 1b, 2a, y 3. Para determinar al 

A

B
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menos en parte como estos α-aminofosfonatos producen su efecto antiinflamatorio, se evaluó 

también si estos eran capaces de modular la cantidad de neutrófilos y monocitos presentes en 

sangre obtenida del seno retro orbital. Este lecho vascular es el más cercano a la zona de 

inflamación por lo que se considera representativo de los cambios que estén sucediendo en 

el sitio de la inflamación. Se observó que el tratamiento con la dosis más efectiva en disminuir 

el edema auricular de los compuestos 1a. 1c, 1d, y 1f disminuyó de forma estadísticamente 

significativa el número de monocitos y neutrófilos en comparación del grupo que fue tratado 

con TPA [5]. En conjunto estos resultados sugieren que los α-aminofosfonatos suprimen en 

gran medida la inflamación aguda inducida por TPA, al modular la afluencia de monocitos y 

neutrófilos al sitio de la lesión. 

En un estudio subsecuente se evalúo si los α-aminofosfonatos producen efecto 

antinociceptivo, es decir si son capaces de disminuir el dolor. Para esto se utilizó el modelo 

de estiramiento abdominal inducido con ácido acético en ratón el cual es considerado un 

modelo de dolor visceral; y el modelo de formalina el cual es considerado un modelo de dolor 

inflamatorio. En el modelo de dolor visceral se encontró que todas las fosfoserinas α-metiladas 

evaluadas tienen efecto antinociceptivo moderado con un rango de eficacia entre 35.7 ± 7.5% y 

67.8 ± 3.5%, siendo los compuestos 1e y 2b los más efectivos. En el modelo de la formalina se 

encontró que las fosfoserinas 1a, 1d, 1d y 1f produjeron un efecto antinociceptivo dependiente 

de la dosis con un rango de eficacia entre 33.7 ± 9.1% y 59.7 ± 7.9%, siendo los compuesto 1f y 

1d más eficaces y potentes que el control positivo Diclofenaco. Por otro lado, en el modelo de 

dolor neuropático, se encontró que las fosfoserinas 1d, 1e y 1e, pero no 1a, mostraron un efecto 

antialodínico con un rango de eficacia entre 15.4 ± 2.2% a 60.1 ± 5.2%, siendo 1e y 1f más 

potentes que el control positivo Gabapentina [6]. Todos estos resultados en conjunto muestran 

que las a-aminofosfonatos evaluados poseen efecto analgésico, además del afecto 

antinflamatorio. Estas características los convierten en candidatos interesantes para seguirse 

estudiando como potenciales fármacos con propiedades analgésicas y antinflamatorias. Con base 

en lo anterior es necesario caracterizar su perfil farmacológico con la finalidad de determinar si 

son seguros. 
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2.1.3. Toxicidad de los α-aminofosfonatos 

Los α-aminofosfonatos son compuestos químicos que producen un gran número de 

actividades biológicas de interés en medicina y por lo tanto tienen el potencial de convertirse 

en nuevos fármacos. Debido a su potencial terapéutico algunos grupos de investigación se 

han dado a la tarea de estudiar la toxicidad de los α-aminofosfonatos con base en la hipótesis 

de que si tienen la capacidad de inhibir la función de enzimas involucradas en el metabolismo 

celular entonces también es posible que generen efectos tóxicos. Por otro lado, cabe 

mencionar que estos compuestos se encuentran bien establecidos como potentes pesticidas 

[120]. Debido a esto los primeros estudios relacionados con su toxicidad son aquellos 

destinados a determinar su toxicidad hemolítica. En este aspecto un grupo de investigación 

polaco, diseño y sintetizo dos series de alfa aminofosfonatos (compuestos 1-5 y compuestos 

1-10) y evaluó su efecto hemolítico en eritrocitos de cerdo (Tabla 5=. Encontraron que la 

mayoría de los compuestos produjo hemolisis en concentraciones milimolares (C50=0.17-1.5 

μM y C100=0.25-2.8 μM, respectivamente). Mientras que los compuestos 1,2, 4, 7-9 de la 

serie 2 no produjo hemolisis importante (C100=10 μM). Los autores sugieren que la toxicidad 

hemolítica correlaciona con la lipofilicidad de los compuestos estudiados [120, 121]. Otro 

estudio en donde se realizó una aproximación preliminar de la toxicidad de estos compuestos 

fue el de Abdel-Megeed y colaboradores en el 2012 (Tabla 5). Estos autores buscaban 

desarrollar compuestos con actividad antimicrobiana. Para ello sintetizaron una serie de α-

aminofosfonatos que contienen en su estructura el andamiaje de quinazolin-4(3H)-ona (3-5) 

y pirimidina (6-8) y evaluaron su posible actividad antibacteriana y antifúngica. Encontraron 

que los compuestos producen actividad antibacteriana moderada contra E. coli, B. subtilis y 

S. aureus con una concentración mínima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) entre 10 

y 1000 μg/mL. De forma similar se encontró que producen actividad antifúngica moderada 

contra C. albicans y S. cerevisiae (MIC=10-1000 μg/mL). El compuesto más activo fue el 6 

con una MIC de 10 μg/mL para bacterias y hongos. Además, se realizó una primera 

aproximación para determinar su toxicidad utilizando el ensayo de artemia salina. Se 

encontró que la concentración letal media (CL50) estuvo en un rango entre 100 y7841 μg/mL. 

Los compuestos más tóxicos fueron el compuesto 4 y 5 que no son los más activos. Es 

importante destacar que la CL50 del compuesto 6 fue 843 μg/mL [122]. 
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Tabla 5. Toxicidad hemolítica y artemia salina de α-aminofosfonatos 

C
la

v
e
 

Estructura química 

Tipo de ensayo 

(Concentraciones); 

tiempo de exposición 

(Texp) 

Resultado-conclusión 

R
ef

. 

1
-5

 

 

Hemolisis en eritrocitos 

de cerdo 

 

(0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 

mM) 

 

Texp:4 h 

Todos los compuestos presentaron el 

efecto hemolítico  

C50=0.17-1.5 mM 

2>3>1>5>4 

 

C100=0.25-2.5 mM 

2,3>1>5>4 

[1
2

0
] 

1
-1

0
 

 

Cuatro de los compuestos 

presentaron el efecto hemolítico 

significativo.  

 

C100= 0.5-2.8 

Potencia del efecto hemolítico: 

3>10>6>5 

 

Los compuestos 1, 2, 4, 7-9 no 

presentaron toxicidad hemolítica 

significativa (C100> 10 mM), 

[1
2

1
] 

3
-8

 

 

Actividad antibacteriana 

de los compuestos 
contra: 

E. coli, 

B. subtilis, y 

S. aureus 

(10–1000 μg/mL) 

 

 

Todos los compuestos mostraron 

actividad antibacteriana contra: 

E. coli MIC=10 y 1000 μg/mL 

3>6> 4, 5, 7, 8 

 

B. subtilis MIC= 10-1000 μg/mL 

6>8 >3, 4, 5, 7 

 

S. aureus MIC=10-1000 μg/mL 

6>8>3, 4, 5, 7 

 

Ciprofloxacino (MIC50 5 mg/mL). 

[1
2

3
] 

Actividad antifúngica 

contra: 

C. albicans y 

S. cerevisiae 

(10–1000 μg/mL) 

 

C. albicans MIC=10, 100 y1000 

μg/mL 

3, 6 ,8 >4, 5, 7 

 

S. cerevisiae MIC=10-1000 μg/mL 

4, 6 ,8 >3, 7, 5 

Amphotericin B (MIC50 15 mg/mL). 

Toxicidad aguda en 

artemia salina 

 

CL50=100-7841 μg/mL 

5>4 >6 >3 >8>7 
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Por otro lado, es importante mencionar que una de las actividades de mayor interés en 

medicina de los α-aminofosfonatos es la antitumoral y se ha buscado desde la década de los 

90s. Para dar origen a potenciales agentes antitumoral el grupo α-aminofosfonato ha sido 

introducido en diferentes entidades o grupos funcionales tales como el ácido dehidroabiético 

[124], condensados con alizarina [125], fusionados con tiazolpiridina [126] o en complejos 

con platino [127], por mencionar algunos. En concordancia, estudios in vitro han mostrado 

que este tipo de compuestos produce citotoxicidad importante, en una gran variedad de líneas 

celulares cancerosas humanas que incluyen: cáncer de mama (MCF-7, MDA-MB-231), de 

hígado (Hep-G2), de próstata (DU-145), neuroblastoma (IMR-32), melanoma (SKMEL-2), 

leucemia (K-562, U-973, HL-60), osteosarcoma (U2OS, MG-63), carcinoma de colon (HT-

29, HCT116), carcinoma de vejiga (647-V, T-24, MB-49), cáncer de ovario (SK-OV-3), 

cervicouterino (HeLa). Asimismo, se han evaluado en líneas cancerosas resistentes a 

fármacos como es el caso de la línea SK-OV-3/CDDP derivada de cáncer de ovario y que es 

resistente a cisplatino (Tabla 6). Sin embargo, inicialmente pocos estudios evaluaron los 

posibles efectos tóxicos de los compuestos sintetizados, ya sea en células no cancerosas o 

utilizando otras aproximaciones. A continuación, se describen algunos estudios en donde 

además de estudiar el efecto citotóxico de los aminofosfonatos, se realizó una aproximación 

preliminar para conocer la toxicidad de los compuestos ya sea in vitro o in vivo. En 1991 

Pierre y colaboradores publicaron un estudio en donde reportan el efecto citotóxico de un 

compuesto derivado de la vinca fusionado con el grupo α-aminofosfonato al que se le 

denomino S12363 (Tabla 6). Dicho compuesto resulto ser altamente citotóxico en 37 líneas 

cancerosas humanas y 2 de ratón. Entre estas, la mejor efectividad se observó contra líneas 

cancerosas de leucemia, pulmón, mama, ovario y melanoma. Además, el compuesto fue de 

35 a 72 veces más potente en el efecto citotóxico que los controles positivos vincristina y 

vinblastina. Debido a estos prometedores resultados, se evaluó en roedores el efecto 

antitumoral. Se encontró que S12363 mostro efecto antitumoral en modelos de Leucemia, 

melanoma, adenocarcinoma de colon y sarcoma cuando se administran en un esquema de 

uno dos o tres dosis por vía intravenosa (i.v.) o intraperitoneal (i.p.) a las dosis de 0.075-0.3 

mg/Kg/día. El mejor efecto se observó cuando el compuesto se administró por vía i.p. y no 

se observaron diferencias en la eficacia del efecto antitumoral entre los esquemas de una, dos 

o tres dosis. Cabe destacar que la dosis óptima fue de 20 a 40 veces menor que la utilizada 
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con vinblastina. Adicionalmente, se realizó un estudio de toxicidad aguda en ratón en donde 

se obtuvo una dosis letal 10 (DL10) de 0.20 mg/kg (i.p.) lo que indica que S12363 es 22 veces 

más toxico que vincristina y vinblastina [128]. Este compuesto tan prometedor se siguió 

estudiando y paso a la fase clínica, es decir estudios en humanos, en donde se le asignó el 

nombre de Vinfosiltina. En un estudio de fase I, se determinó el perfil farmacocinético de 

Vinfosiltina en pacientes con cáncer a las dosis de 0.04 a 0.84 mg/m2 administradas por bolo 

intravenoso. Se encontró que posee un tiempo de vida media (t1/2) largo de 50 horas. Sin 

embargo, produjo como efectos adversos neutropenia y leucopenia, evidenciado su toxicidad 

en humanos [129]. Además, este efecto adverso es congruente con el efecto hemolítico 

presente en otros compuestos que contienen el andamiaje α-aminofosfonato. Posteriormente, 

en un estudio de Fase II realizado en pacientes con cáncer de mama avanzado, que no 

obtuvieron respuesta al tratamiento de primera línea, se observó que la monoterapia con este 

fármaco no produjo mejoría en los pacientes, pero si se observaron diversos efectos adversos. 

Los más frecuentes fueron nuevamente neutropenia y leucopenia. Además, se observó 

anemia, diarrea, constipación y fatiga [130]. Estos resultados en conjunto evidencian que los 

aminofosfonatos no son inocuos por lo que es importante caracterizar su toxicidad desde 

etapas tempranas.  
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Tabla 6. Estudios de antitumorales y toxicológicos de S12363 

C
la

v
e 

d
el

 

co
m

p
u

es
to

 

Estructura química Tipo de ensayo (Conc./ Dosis) Resultado-conclusión 

R
ef

. 

S
1

2
3

6
3

  

 

Citotoxicidad en 37 líneas 

cancerosas humanas y 2 de 

ratón que incluyen líneas 

cancerosas de: 

Leucemia, Colon, Pulmón 

Riñón, Ovario 

Seno, Melanoma 

Texp:1 h 

S12363 fue citotóxico en todas 

las líneas cancerosas, con mayor 

actividad en las líneas de 

leucemia, pulmón, mama, 

ovario y melanoma. La CI50 

media fue 35 nM, lo que indica 

que S12363 fue 35 a 72 veces 

más citotóxico que vincristina y 

vinblastina. 

[1
2
8

] 

Efecto antitumoral in vivo en 

ratón: modelos de 

Leucemia (L1210, P388) 

Melanoma b16, 

Carcinoma de pulmón de 

Lewis, 

Adenocarcinoma de colon y 

Sarcoma (M5076) 

Tratamiento 0.075 - 0.3 

mg/Kg/día; i.p. o i.v. 

Esquemas de una dosis, dos o 

tres dosis. 

La dosis óptima fue de 20 a 40 

veces menor que la de 

vinblastina. Se encontró efecto 

antitumoral en todos los 

modelos excepto en el 

Carcinoma de pulmón de Lewis. 

 

La vía de administración óptima 

fue la i.p. Los esquemas de 2 0 

tres dosis no mejoran la 

actividad antitumoral en 

comparación con el tratamiento 

con una dosis única. 

Toxicidad aguda en ratón (i.p.) 

DL10= 0.20 mg/kg por vía i.p. 

fue 22 veces más tóxico que 

vincristina y vinblastina 

Estudios de fase 1: Pacientes 

con cáncer 

Bolo i.v 0.04 to 0.84 mg/m2 

(0.12 and 1.35 mg/dosis) 

Se observó el desarrollo de 

leucopenia y neutropenia [1
2
9

] 

Estudio de Fase II 

 

Bolo i.v 0.3 mg/m2 una 

vez/semana (2-8 ciclos) 

0.6 mg/m2 una vez/c 2 meses 

(3-8 ciclos) 

En 16 pacientes con cáncer de 

mama avanzado que no 

obtuvieron respuesta con el 

tratamiento de primera línea.  

Vinfosiltina no produjo ningún 

efecto terapéutico como 

monoterapia.  

Los efectos adversos 

observados fueron: neutropenia 

grado 3 y 4 (15/22), leucopenia 

grado 3 (n=9), anemia (n=1), 

diarrea (n=1), constipación 

(n=1) y fatiga n=1. 

[1
3
0

] 

 

Posteriormente Kraicheva y colaboradores fusionaron el grupo aminofosfonato con 

antraceno y obtuvieron tres compuestos de los cuales se evaluó su efecto citotóxico en siete 

líneas cancerosas. Se encontró que los tres fueron citotóxicos en las 7 líneas cancerosas 

después de 24 h de exposición con cuna CI50 entre 0.02 y 0.88 mg/mL. El compuesto 5 fue 

el más activo en la mayoría de los casos, mientras que el 4 fue el menos activo. Estos autores 
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también evaluaron la citotoxicidad de los compuestos en linfocitos de humanos y se encontró 

una CI50 entre 0.29->2 mg/mL, siendo el compuesto 5 el más citotóxico en células no 

cancerosas. Es decir, el compuesto 5 fue de 2.6 a 4 veces más citotóxico en células cancerosas 

que en linfocitos. Adicionalmente se evaluó la toxicidad en cromosomas. Para esto se realizó 

un estudio de clastogénesis en células de médula ósea de ratón. Se encontró que después de 

24 horas de la administración de una dosis de 10 o 100 mg/kg por vía i.p. un 4 a 8% de 

aberraciones cromosómicas. Las alteraciones que se observaron más frecuentemente fueron 

roturas, fragmentos y fusiones centrómero/centroméricas en un porcentaje mucho menor que 

el observado con el control positivo mitomicina C. Es decir se observó un efecto clastogénico 

moderado[131]. De forma similar, en el 2016, Lewkowski y colaboradores evaluaron el 

efecto citotóxico de una serie de seis α-aminofosfonatos derivados del pireno (3Aa-3Ad, 3Ai) 

en dos líneas celulares derivadas de carcinoma de colon, así como en linfocitos humanos. Se 

encontró que todos los compuestos evaluados produjeron citotoxicidad tanto en células 

cancerosas como en células no cancerosas. Sin embargo, mientras los compuestos mostraron 

una CI50 entre 12.8 y 105 μM en células cancerosas, la CI50 en linfocitos estuvo entre 17.5-

334.2 μM. Esto indica que algunos compuestos presentan efecto citotóxico en células 

cancerosas en el mismo rango de concentraciones en donde producen citotoxicidad en 

linfocitos. Ejemplo de esto fue el compuesto 3Ac que el más activo en células cancerosas 

(CI50 =15.8±3.44 y 15.9±4.85 μM, respectivamente), sin embargo, este mostró citotoxicidad 

en la misma concentración que en linfocitos (CI50 =17.5±4.15 μM). Este resultado indica que 

3Ac no es adecuado para su uso en humanos. Otro ejemplo fue el compuesto el 3Ad quien 

fue el segundo compuesto más activo con una CI50 =105.8 ± 3.37 y 70.8 ± 2.99 μM, 

respectivamente, mientras que en linfocitos la CI50 fue de 334.2±2.59 μM Esto indica que 

3Ab tiene un índice de selectividad de 9.5 y 11 respectivamente. Es decir, la CI50 en linfocitos 

es 9 y 11 veces mayor que la de las células cancerosas. Esto lo convierte en una opción 

interesante para seguirse estudiando [132]. De forma similar, el grupo de Tiwari sintetizo una 

serie de catorce 2-Oxoindolin aminofosfonatos que fueron evaluados en 5 líneas cancerosas 

y en fibroblastos murinos (NIH3T3). Se encontró que todos los compuestos fueron 

citotóxicos en las líneas de SK-MEL-2, MG-63, HT-29 y Hep-G2. La CI50 reportada para 

estas líneas estuvo entre <0.1 y 93.9 μM. Mientras que en las líneas de MCF-7 e IMR-32 solo 

5 compuestos fueron activos, con una GI50 entre <0.1 y 89.8 μM. Cabe destacar que estos 
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compuestos no se consideraron citotóxicos en fibroblastos ya que se obtuvo una GI50 =>250 

μM. Los compuestos más activos están muy alejados de este valor por lo que al menos in 

vitro paren ser seguros. Entre los compuestos más activos se encuentran 4b y 4h. A estos 

compuestos se les determino su toxicidad aguda en ratón. Se encontró que ambos compuestos 

se consideran seguros cuando se administran por vía oral hasta la dosis de 2000 mg/kg (DL50 

oral >2000 mg/kg) [133]. Por otro lado, Huang y colaboradores (2019) sinterizaron doce α-

aminofosfonatos que contienen en su estructura complejos con platino (Pt-1, 1-11) y 

evaluaron su efecto en líneas cancerosas de carcinoma de vejiga urinaria, osteosarcoma, 

carcinoma hepatocelular y cáncer de ovario, así como en células hepáticas humanas. Después 

de 48 horas de exposición encontraron que todos los compuestos mostraron citotoxicidad en 

las cuatro líneas cancerosas con una CI50 entre 0.46 y 88.7 μM. Mientras que en hepatocitos 

se obtuvo una CI50 de 24.8- >100 μM. De igual forma estos resultados muestran que los 

compuestos evaluados ejercen su efecto citotóxico en líneas cancerosas al mismo tiempo que 

causan toxicidad en células no cancerosas. En este estudio el compuesto más activo fue el 

Pt-1, que mostro una CI50 entre 0.16 y 1.2 μM, mientras que su CI50 en hepatocitos fue de 

24.8. Esto quiere decir que Pt-1es entre 50 y 20 veces más toxico para células cancerosas que 

para células no cancerosas. En este aspecto cabe resaltar que Pt-1 fue más activo en células 

derivadas de osteosarcoma [127]. Estos resultados muestras que este compuesto es 

prometedor para seguirse estudiando para su uso en humanos. Con base en lo anterior, los 

autores evaluaron su efecto antitumoral in vivo. Para ello emplearon un modelo de 

xenotrasplante inducido con células MB-49 derivadas de cáncer urotelial o cáncer de células 

transicionales, la forma más común de cáncer de vejiga en humanos. Se encontró que la 

administración de Pt-1 en un esquema múltiple por vía intravenosa durante 18 días disminuyó 

el volumen del tumor en un 56%, lo cual confirmo su potencial efecto antitumoral. Es 

importante mencionar que durante este tiempo no se observó muerte ni pérdida de peso, lo 

que indica que, al menos en este esquema de tratamiento, el compuesto es seguro. 

Adicionalmente, se realizó un estudio de toxicidad aguda, en donde Pt-1 se administró por 

vía intravenosa a grupos de tres ratones a las dosis de 10, 20 y 30 mg/kg. No se observaron 

muertes en ninguna de las dosis evaluadas. Esto sugiere que la administración de una sola 

dosis de Pt-1 no es letal y no afecta de forma macroscópica la salud del animal de 

experimentación. Por otro lado, en el 2019 Ewies y colaboradores sintetizaron una serie de 
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oxidiazoles α-aminofosfonatos (5a-m) y evaluaron su citotoxicidad en tres líneas cancerosas. 

Encontraron que todos los compuestos mostraron efectos citotóxicos de forma dependiente 

de la concentración siendo más efectivos en las células derivadas de cáncer de colon (CI50= 

9.6-24.2 μM). En esta línea los compuestos más citotóxicos fueron 5i y 5l. Por lo que 

posteriormente se verifico la citotoxicidad de estos compuestos en células fetales de colon. 

En donde mostraron una CI50 de 23.4 y 35.9 μM, respectivamente. Es decir, muestran un 

índice de selectividad de 2.49 y 3.9, respetivamente indicando que se requiere incrementar la 

CI50 de 5i y 5l 2.5 y 3.9 veces para producir citotoxicidad en células no cancerosas [134]. En 

el 2020 nuevamente el grupo de Huang reporto dos series de α-aminofosfonatos conjugados 

con irinotecan (8a-8j y 9a-9j), un agente antitumoral que actúa como inhibidor de la 

Topoisomerasa I y que se utiliza como monoterapia para el tratamiento de cáncer colorrectal 

[103]. Se evaluó el efecto citotóxico de ambas series de compuestos en 5 líneas tumorales, 

así como en una línea cancerosa resistente a cisplatino. Todos los compuestos mostraron 

actividad citotóxica en las seis líneas cancerosas con una CI50 entre 0.75 y 16.8 μM. Los 

compuestos fueron más activos en la línea SK-OV-3. De todos los compuestos el compuesto 

más activo fue el compuesto 9b. Debido a lo anterior se evaluó el efecto antitumoral de 9B 

en un modelo de xenotransplante en ratón inducido por células SK-0V-3 resistentes a 

cisplatino. Se encontró que el tratamiento a las dosis de 10 o 20 mg/kg (i.v.) una vez a la 

semana por tres semanas redujo en 47.7% y 56.8%, respectivamente, el volumen del tumor. 

Un análisis histopatológico de órganos como hígado, riñón y corazón al finalizar el 

tratamiento no mostro cambios histopatológicos relevantes, además de que no se observó 

pérdida de peso en los animales tratados con 9b. Indicando que este esquema de tratamiento 

parece ser seguro para los roedores[103]. En el 2021 un grupo de la india sintetizo un grupo 

de compuestos conjugados con imatinib un compuesto antitumoral que actúa como inhibidor 

de la tirosina cinasa que fue aprobado en el 2001 por la FDA para el tratamiento de diferentes 

tipos de cáncer en especial la leucemia mieloide crónica. Los conjugados de imatinib con 

aminofosfonatos fueron evaluados en 5 líneas celulares y se encontró que todos los 

compuestos mostraron citotoxicidad significativa con una CI50 entre 1.08 y 53.9 μM. Los 

compuestos fueron más efectivos en la línea celular deDu145 que derivada de cáncer.  Los 

compuestos que mostraron mayor citotoxicidad en todas las líneas celulares fueron el 4f y el 

4h con una CI50 promedio de 1.34 y 1.62 μM. El efecto citotóxico de estos compuestos 
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también se evaluó en células mononucleares de sangre periférica (leucocitos). Los 

compuestos produjeron citotoxicidad en leucocitos con una CI50= 32.3-42.37 μM. Al igual 

que en otros casos, esto significa que algunos compuestos presentan su efecto citotóxico en 

células cancerosas en el mismo rango de concentración en que lo hacen en leucocitos. En el 

caso del compuesto 4f la CI50 3n PBMC fue de 34.23 mientras que en células cancerosas fue 

de 1.34 μM. Lo que indica que es 25 veces más citotóxico en células cancerosas que en 

leucocitos[135].  Más recientemente, se sintetizó una serie de 29 α-aminofosfonatos 

conjugados con camptotecina. Estos compuestos mostraron citotoxicidad en contra de 6 

líneas tumorales. La CI50 se encontró entre 0.026 y 3.33 μM.  Posteriormente se evaluó la 

toxicidad aguda del compuesto B07 en ratón a las dosis de 10, 50 y 100 mg/kg por vía 

intravenosa y no se reportaron muertes en todas las dosis evaluadas, sugiriendo que a estas 

dosis y después de una sola administración el compuesto es seguro. Después del periodo de 

observación de 14 días se sacrificaron a los animales para obtener diversos tejidos y realizar 

un análisis histopatológico y de parámetros bioquímicos en sangre. No se encontraron 

alteraciones significativas en ambos casos [136]. Sin embargo, cabe destacar que las muestras 

se tomaron 14 días después de la administración por lo que no se pueden descartar efectos 

agudos. 
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Tabla 7. Estudios de citotoxicidad y toxicidad de diferentes tipos de α-aminofosfonatos 

C
la

v
e 

d
el

 

co
m

p
u

es
to

 

Estructura química 
Tipo de ensayo (Conc. / 

Dosis) 
Resultado-conclusión 

R
ef

. 

3
-5

 

 

Citotoxicidad en 7 líneas 

cancerosas 

MCF-7 

MDA-MB-231 

HBL-100 

Hepg2 

HT29 

647-V 

Hela 

 

0.0681-2 mg/mL 

Texp: 24 h 

 

Todos los compuestos 

mostraron efecto citotóxico en 

las 7 líneas cancerosas. 

MCF-7 CI50 =0.1, 0.45, >2 

mg/mL 

MDA-MB-231 CI50= 0.07, 

0.88, >2 mg/mL 

Hepg2 CI50= 0.11, 0.83 >2 

mg/mL 

647-V CI50= 0.07, 0.6, >2 

mg/mL; 5>3>4 

 

HT29 CI50= 0.11, >2 mg/mL; 

5>3, 4 

HBL-100 CI50= 0.02, 0.07, 

0.73 mg/mL; 3>5>4 

Hela CI50= 0.12, 1.94, >2 

mg/mL; 5 >4 >3. 

[1
3
1

] 

Citotoxicidad en fibroblastos 

de embrión de ratón 

CI50≈ 0.29->2 mg/mL; 

5>3>4 

Clastogénesis en células de 

medula ósea de ratón 

(10 y 100 mg/kg, i.p) 

 

Texp: 24 h 

 

4-8% de aberraciones 

cromosómicas. 

Efecto clastogénico moderado 

no dependiente de la dosis. 

3>4. Sin resultados de C5. 

Los principales tipos de 

alteraciones cromosómicas 

fueron: roturas y fragmentos: 

35.6% y fusiones 

centrómero/centromérica: 

62.17%. 
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(Continuación tabla 7). 

C
la

v
e 

d
el

 

co
m

p
u

es
to

 

Estructura química 
Tipo de ensayo (Conc. / 

Dosis) 
Resultado-conclusión 

R
ef

. 

7
a-

7
q
 

 

Citotoxicidad en cuatro 

líneas tumorales: 

NCI-H460, 

HepG2, 

A549, 

SKOV3 

Todos los compuestos 

fueron citotóxicos. 

NCI-H460 CI50=3.33-6.37 

μM 

7c>7g>7o>7d>7f,7h 

 

HepG2 CI50= 7.7- >50 μM 

7c>7g>7h>7o>7d 

 

A549 CI50= 12.66-45.77 μM 

7j>7h>7b>7c>7f 

 

SKOV3 CI50=9.96-21.35 

μM 

7d>7h>7a>7g>7i 

 

[1
2

4
] 

3
A

a-
3

A
d

, 
3

A
i 

 

Citotoxicidad en dos líneas 

celulares: 

HT29, HCT116 

 

 

Todos muestran actividad 

citotóxica en líneas 

cancerosas 

HT29 CI50= 12.8-105.8 μM 
3Ac>3Ad>3Aa>3Ai>3Ab 

 

HCT CI50: 15.9-70.8 μM 
3Ac>3Ad=3Ai>3Aa>3Ab [1

3
2

] 

Citotoxicidad en linfocitos 
Citotoxicidad en linfocitos: 

CI50=17.5-334.2 μM 
3Ac>3Ai>3Aa>3Ad>3Ab 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

65 
 

(Continuación tabla 7). 

C
la

v
e 

d
el

 

co
m

p
u

es
to

 

Estructura química 
Tipo de ensayo (Conc. / 

Dosis) 
Resultado-conclusión 

R
ef

. 

4
a-

n
 

 

 

Citotoxicidad en seis líneas 

cancerosas humanas 

MCF-7, 

IMR-32, 

SK-MEL-2, 

MG-63, HT-29 y 

Hep-G2 

 

10 μL 

 
Texp:48 h 

SK-MEL-2 GI50=24-93.9 

μM (todos los compuestos 

fueron activos) 

4g>4n>4b>4m>4f=4h 

 

MG-63 GI50=<0.1μM (todos 

los compuestos fueron 

activos) 

HT-29 GI50= <0.1-56.9 μM 

(Todos los compuestos 

fueron activos) 

4d-f=4i-j=4l-m 

 

Hep-G2 GI50= <0.1-56.9 

μM (Todos los compuestos 

fueron activos) 

4i=4l>4k>4e=4f>4m 

 

MCF-7 GI50=58.2-78.4 μM 

(5 compuestos activos) 

4n>4b>4h>4m>4l 

IMR-32 GI50=<0.1-89.8 μM 

(5 compuestos activos) 

4f>4k>4m>4n>4l 

 

[1
3

3
] 

Citotoxicidad en 

fibroblastos murinos 

(NIH3T3) 

Los compuestos no fueron 

citotóxicos GI50=>250 μM 

Toxicidad aguda en ratón 

método 425 de la OECD 

Compuestos 4b y 4h 

En realidad, no usaron ese 

método. 

DL50 oral >2000 mg/kg 
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(Continuación tabla 7). 

C
la

v
e 

d
el

 

co
m

p
u

es
to

 

Estructura química 
Tipo de ensayo (Conc. / 

Dosis) 
Resultado-conclusión 

R
ef

. 

P
t-

1
, 

1
-1

1
 

 

 
 

 
 

 
 

Citotoxicidad en 4 líneas 

celulares cancerosas 

 

T-24 

MG-63 

HepG-2 

SK-OV-3 
Texp:48 h 

Todos muestran actividad 

citotóxica en líneas 

cancerosas: 

T-24 CI50= 0.46-35.2 Μm 

Pt-1>1>4>8>11 

 

MG-63 CI50=0.25-68.5 Μm 

Pt-1>1>4>5>7=8 

 

HepG-2 CI50= 0.73-78.5 

Μm 

Pt-1>1>8>4>3 

 

SK-OV-3 CI50= 1.2-88.7 

Μm 

Pt-1>1>8>11>4 

[1
2

7
] 

Citotoxicidad en células 

hepáticas humanas (HL-

7702) 

HL-7702 CI50= 24.8- >100 

Μm 

Pt-1>4>8>5>1 

Pt-1 fue el más potente y el 

más seguro. 

Efecto antitumoral in vivo 

(ratón). Modelo de 

xenotrasplante inducido 

por inyección de células 

MB-49 derivadas de 

carcinoma urotelial. 

9.8 mg/kg, i.v./c2 días por 

18 días 

Inhibición del 59.6% del 

crecimiento del tumor. 

 

No se observaron muertes ni 

pérdida de peso durante el 

experimento. 

Toxicidad aguda en ratón 

de Pt-1 

10, 20 y30 μmol/kg (20 

mg/kg, i.v., 1 día por 12 

días). 

Periodo de observación. 

No se observó mortalidad o 

pérdida de peso en ninguna 

de las dosis evaluadas. 
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(Continuación tabla 7). 

C
la

v
e 

d
el

 

co
m

p
u

es
to

 

Estructura química 
Tipo de ensayo (Conc. / 

Dosis) 
Resultado-conclusión 

R
ef

. 

5
ª-

m
 

 

Citotoxicidad en tres líneas 

celulares cancerosas: 

HCT116, HepG2 

y MCF7 

 

Doxorrubicina (CI50= 9.4, 

26.9, 10.4 μM) 

Todos los compuestos 

mostraron efectos 

citotóxicos de forma 

dependiente de la 

concentración 

HCT116 CI50= 9.6-24.2 μM 

5l, 5i>5d>5g>5j 

 

MCF7 CI50= 13.6-53.9 μM 

5d, 5c>5g> 5j> 5l>5b 

 

HepG2 CI50= 41.7-99.1 μM 

5d>5c>5g, 5f>5i, 5j 

[1
3

4
] 

Citotoxicidad de los 

compuestos 5i y 5l en 

células fetales de colon 

humano. 

FHC 5i CI50=23.4 μM 

5l CI50=35.9 μM 

Índice de selectividad 2.49 y 

3.9, respectivamente. 

8
ª-

8
j,

 9
a-

9
ª 

 

Citotoxicidad en 6 líneas 

celulares cancerosas: 

A549, 

MCF-7, 

MG-63, 

U2S2 

SK-OV-3 

SK-OV-3/CDDP 

 

 
Texp: no especificado 

 

Stock: 2 mM 

Ir=16.53 µM 

CDDP8.35 µM 

Todos los compuestos 

mostraron actividad 

citotóxica en las seis líneas 

celulares. 9b fue el más 

activo. 

A549 CI50= 3.05-15.2 μM 

9b>9g>9e>8e, 8b,8g>9c 

MCF-7 CI50= 2.2-16.8 μM 

9b>9e>9g>8g>9c, 8b. 8f 

MG-63 CI50= 3.23-10.36 

μM 

9b>9e>8f>8b>8gc 

U2S2 CI50= 1.75-9.74 μM 

9b>9e>8b>9f>9h 

SK-OV-3 

CI50= 0.92-13.82 μM 

9b>9e>9f>9g>9c 

SK-OV-3/CDDP 

CI50= 1.39-15.82 μM 

9b>9e>8b>9f>9g 

[1
0

3
] 

Efecto antitumoral in vivo 

de 9b en modelo de 

xenotrasplante de SK-0V-

3/CDDP 

10 o 20 mg/kg, i.v.; 1 vez 

c/semana x 3 semanas. 

9b redujo en un 47.7% y 

56.8% el volumen del tumor 

a las dosis de 10 y 20 

mg/kg, respectivamente. 

Análisis histopatológico de 

riñones, hígado, corazón, 

pulmón etc. De los 

animales con tumor 

Menor pérdida de peso en 

los ratones tratados con 9b 

en comparación con 

irinotecan. No se observaron 

cambios histopatológicos. 
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(Continuación Tabla 7). 
C

la
v

e 
d

el
 

co
m

p
u

es
to

 

Estructura química 
Tipo de ensayo (Conc. / 

Dosis) 
Resultado-conclusión 

R
ef

. 

4
ª-

4
j 

4
ª-

4
j 

 

Citotoxicidad en 5 líneas 

tumorales: 

K-562, 

U-973, 

HL-60, 

MCF-7 

DU145 

 

0.1–100 mg/mL 

 

Texp:24 h 

Todos los compuestos 

mostraron actividad citotóxica 

en las cinco líneas. Los 

compuestos con mayor 

actividad fueron aquellos con 

sustituyentes nitro y alógenos. 

K-562 CI50= 1.2-28.9 μM 

4f>4h>4g4i>4j 

U-973 CI50= 1.3-16.4 μM 

4f>4h>4g>4i>4j 

HL-60 CI50= 1.08-20.5 μM 

4f>4h>4g4i>4j 

MCF7 CI50= 13.6-53.9 μM 

4f>4h>4g>4i>4j 

DU145 CI50= 1.08-14.15 μM 

4f>4h>4g>4i>4j 

[1
3

5
] 

Citotoxicidad en PBMC 

4f-4j 
PBMC CI50= 32.3-42.37 μM 

A
0

1
-0

8
, 

B
0

1
-1

6
, 

y
 C

0
1

-0
5
 

 
 

 

Citotoxicidad en 6 líneas 

celulares cancerosas 

 

 

0.001 a 10 μM 

Hep3B CI50 0.026-6.65 μM 

C03>C02>C01>B05>A03 

MCF-7 CI500.121-1.68 μM 

C03>C01>C02>B10=B11>

B05 

[1
3

6
] 

Toxicidad aguda en ratón 

FVB/N del compuesto B07 

 

10, 50, o 100 mg/kg. i.v 

No se registraron muertes 

Análisis histológico y de 

parámetros bioquímicos en 

sangre 14 días después de 

la administración i.v. 

No se observaron 

alteraciones en los 

parámetros bioquímicos 

medidos o en el análisis 

histológico del hígado 15 

días después de la 

administración. 
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(Continuación tabla 7). 

C
la

v
e 

d
el

 

co
m

p
u

es
to

 

Estructura química 
Tipo de ensayo (Conc. / 

Dosis) 
Resultado-conclusión 

R
ef

. 

4
aa

-4
ah

, 
4

ab
-4

ab
 

 

Inhibición de la 

Acetilcolinesterasa 

Todos los compuestos 

inhiben a la AChE 

CI50= 0.17-3.018 μM 

[1
3

7
] 

Citotoxicidad en células 

HEK 293 (neuronas 

inmaduras 

No dice 

Los compuestos no son 

citotóxicos 

CI50= 59.6-78.4 μM y >80 

μM 

Efecto de los Compuestos 

4aa, 4ae, 4ah, 4bd, 4be y 

4bh en la degradación de 

ADN (20 μM/4μL) 

Solo el compuesto 4aa 

indujo fragmentación de 

ADN. 

Efecto de los compuestos 

4ah y 4bh en la viabilidad 

de células de N2a 

(20 y 40 μM) 

Los compuestos no tuvieron 

efectos negativos en la 

viabilidad celular. 

 

2.1.4. Toxicidad de los α-aminofosfonatos de interés 

En un estudio previo los α-aminofosfonatos 1 a-e, 2a-c produjeron un efecto antinflamatorio 

y analgésico importante, lo que los hace buenos candidatos para seguirse estudiando como 

potenciales nuevos fármacos para el tratamiento de enfermedades que cursan con dolor e 

inflamación. Sin embargo, para ello es necesario caracterizar también su perfil toxicológico. 

Esta información en conjunto permitirá realizar un análisis riesgo beneficio para seleccionar 

aquellos con mayor potencial terapéutico o bien para hacer modificaciones a aquellos que 

resulten eficaces pero tóxicos.  

Debido a esto en un estudio previo realizado en nuestro laboratorio se determinó la toxicidad 

oral aguda de los compuestos 1a-e con la finalidad de determinar la DL50, así como los 

adversos que ocurren inmediatamente después de una administración única. Para este fin se 

utilizó el método 425 de la OECD denominado método “up and down”. Se encontró que 

todos los compuestos evaluados mostraron tener una DL50 oral mayor a 2000 mg/kg. De 
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acuerdo con los criterios de clasificación de la OECD para sustancias tóxicas, este resultado 

permite categorizar a estos compuestos como inofensivo [5]. Sin embargo, es importante 

mencionar que durante las primeras 4 después de la administración se observaron varios 

efectos adversos no letales. Por ejemplo, en todos los ratones tratados con cualquiera de los 

α-aminofosfonatos a la dosis de 200 mg/kg se observó estrés, caracterizado por piloerección 

(levantamiento del pelo sobre la piel), aislamiento (separación del grupo social) y una 

respuesta de alarma exagerada.  Además, los compuestos 1a y 1f ocasionaron parálisis 

flácida. Esta consiste en una pérdida completa de la coordinación motora, sin perder la 

respuesta a estímulos y sin caer en la inconciencia; este efecto tuvo una duración de 

aproximadamente una hora post administración. Después de este tiempo los animales 

recuperaron completamente la movilidad sin otros síntomas aparentes de toxicidad [6]. 

Además, es importante mencionar, que durante los estudios para evaluar el efecto 

antinociceptivo de los compuestos, en donde estos fueron administrados por vía 

intraperitoneal y a dosis menores que las utilizadas en el estudio de toxicidad, se observaron 

cambios conductuales indicativos de efectos tóxicos. Los cambios conductuales más 

frecuentemente observados fueron sedación, pérdida de la coordinación motora, erguimiento 

de la cola y convulsiones tónico-clónicas. Estos cambios se observaron principalmente con 

las dosis de 300 y 600 mg/kg de los compuestos 1f y 1e [6]. Con base en lo antes expuesto 

resalta la importancia de determinar la toxicidad aguda de estos compuestos por otra vía de 

administración, así como identificar los cambios conductuales más frecuentes que pudieran 

ser indicativos de toxicidad. Todo esto con la finalidad de seleccionar aquellos compuestos 

más seguros para seguirse estudiando o bien identificar otros efectos farmacológicos de 

interés.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

El diseño y desarrollo de nuevos medicamentos es un proceso que garantiza la eficacia, 

tolerabilidad y seguridad de una NEQ antes de ser aprobada para el tratamiento de una 

patología determinada. La ley exige que los nuevos medicamentos se evalúen para garantizar 

que su administración es segura en humanos, y es en la etapa preclínica de este proceso en 

donde se realizan las primeras aproximaciones experimentales encaminadas a identificar su 

letalidad y efectos adversos. Las pruebas de toxicidad aguda son la primera aproximación 

para caracterizar el perfil toxicológico de una sustancia y su objetivo principal es determinar 

la DL50 debido a que este parámetro permite categorizar que tan tóxicos son los compuestos.  

Los α-aminofosfonatos son compuestos bioactivos con potencial de convertirse en nuevos 

fármacos y por lo tanto son de interés en medicina. Sin embargo, se conoce poco acerca de 

su toxicidad. Esto se debe a que inicialmente se asumió que eran inocuos por su analogía 

estructural con los aminoácidos naturales. Sin embargo, existen estudios in vitro que 

muestran que diferentes tipos de α-aminofosfonatos producen hemolisis, así como 

citotoxicidad tanto en líneas tumorales, como en células no cancerosas. Adicionalmente, en 

algunos estudios se evaluó la toxicidad aguda in vivo de α-aminofosfonatos con potencial 

antitumoral por lo que su toxicidad aguda fue evaluado a dosis bajas (1-10 mg/kg, i.v.) En 

estas condiciones, se encontraron diversos valores de DL50 que categorizan a los diferentes 

compuestos como muy tóxicos o inocuos. Esto sugiere que no se puede generalizar y es 

necesario estudiar la toxicidad de los diferentes tipos de α-aminofosfonatos.  

En nuestro grupo de investigación estamos trabajando en el diseño, síntesis y evaluación de 

α-aminofosfonatos con potencial anti-artrítico. Derivado de esto inicialmente se sintetizaron 

10 α-aminoserinatos (1a-f, 2a-c) que mostraron actividad antiinflamatoria in vivo, mostrando 

que tienen potencial para convertirse en nuevos fármacos antiinflamatorios. Sin embargo, es 

necesario estudiar su perfil toxicológico. En este sentido, se realizó un estudio preliminar de 

toxicidad aguda en donde se encontró que los compuestos 1a-f tienen una DL50 por vía oral 

mayor a 2000 mg/kg clasificándolos como inofensivos. También se observó que en las 

primeras 4 h post-administración producen efectos adversos como piloerección, aislamiento, 

pérdida de la coordinación motora, respuesta exagerada de alarma y sedación. 

Adicionalmente, en un estudio en donde se evaluó su actividad analgésica, se observaron los 
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mismos efectos adversos, además de erguimiento de la cola, convulsiones y sedación tras la 

administración intraperitoneal de una dosis de 600 mg/kg. Estos resultados en conjunto 

muestran que es necesario estudiar con detalle el perfil toxicológico de estos compuestos. 

Con base en lo anterior en el presente proyecto se estudió la toxicidad aguda por vía 

intraperitoneal de los compuestos 1a, 1e y 1f. Los resultados obtenidos permitirán comparar 

la toxicidad de los compuestos por distintas vías de administración para seleccionar aquellos 

que se continuarán estudiando en etapas posteriores. 
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Pregunta de investigación. 

¿Existirá diferencia entre la DL50 de los α-aminofosfonatos 1A, 1E Y 1F al ser administrados 

por vía oral, y su DL50 al ser administrados por vía intraperitoneal en ratones hembra CD1? 

4. HIPÓTESIS 

La DL50 de los α-aminofosfonato (1A, 1E Y 1F) al ser administrados por vía intraperitoneal 

será menor que su DL50 al ser administrados por vía oral, en ratones hembra CD1.  
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5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

Comparar la DL50 de los α-aminofosfonatos 1A, 1E Y 1F tras su administración aguda por 

vía intraperitoneal, con su DL50 tras su administración aguda por vía oral, en ratones hembra 

CD1. 

5.2. Objetivos específicos 

1. Determinar a través del método de “up and down” 425 de la OECD, la dosis letal 

50 de los α-aminofosfonatos 1A, 1E y 1F tras su administración aguda por vía 

intraperitoneal, en ratones hembra CD1. 

2. Identificar los principales signos de toxicidad aguda tras la administración vía 

intraperitoneal de los α-aminofosfonatos 1A, 1E y 1F, en ratones hembra CD1. 

3. Contrastar la ganancia del peso corporal tras la administración aguda por vía 

intraperitoneal de los α-aminofosfonatos 1A, 1E y 1F, con la ganancia del peso 

corporal tras la administración aguda por vía intraperitoneal del vehículo en 

ratones hembra CD1. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1. Animales 

Los experimentos se realizaron en ratones hembra de la cepa CD1 de 8 semanas de edad (25-

30 g al inicio del experimento), no embarazadas y nulíparas, provenientes del bioterio de la 

Facultad de Medicina de la UAEM. Los animales se mantuvieron en un ciclo de 12/12 horas 

de luz/oscuridad a una temperatura de 24°C, con agua y alimento ad libitum durante el 

estudio. Todos los protocolos experimentales se realizaron de acuerdo con los lineamientos 

de la NOM-062-ZOO-1999 para el cuidado y manejo de animales de laboratorio [138]. El 

protocolo fue aprobado por el comité de ética de la Facultad de Medicina de la UAEM. 

6.2. Compuestos 

En el presente trabajo se determinó la toxicidad aguda de los α-aminofosfonatos 1A, 1E, y 

1F, tres nuevos compuestos derivados del dimetil 2,4-dimetil-5H-1,3-oxazol-4-ilfosfonato. 

Estos compuestos fueron, sintetizados caracterizados químicamente (Tabla 3) y 

proporcionados para este estudio por el grupo del Dr. José Mario Ordoñez Palacios del Centro 

de Investigaciones Químicas de la UAEM. Para realizar la administración intraperitoneal, los 

compuestos se disolvieron en una solución de carboximetilcelulosa al 0.5% (CMC 0.5%) en 

solución salina a un volumen constante de 0.1 Ml por cada 10 g de peso corporal. La CMC 

0.5% se utilizó como control negativo. Todas las soluciones de los compuestos se prepararon 

el día del experimento. 
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Tabla 8. Estructura y nombre química de los α-aminofosfonatos estudiados. 

Compuesto Estructura química Nombre químico 

1A 

 

2-(Benzilamino)-2-

(dimetoxifosforil)propil 

acetato 

1E 

 

2-(Alilamino)-2-

(dimetoxifosforil)propil 

acetato 

1F 

 

2-(Dimetoxifosforil)-2-(((S)-1-

feniletil)amino)propil 

acetato 

  

6.3. Prueba de toxicidad aguda 425 de la OECD para determinar la DL50 

Para determinar la toxicidad aguda de los α-aminofosfonatos 1A, 1E, y 1F se realizó la prueba 

425 de la OECD. Esta es la prueba más recomendada por las agencias regulatorias debido a 

que para determinar la DL50 emplea un número de animales experimentales muy reducido en 

comparación con otras pruebas. La prueba se divide en dos etapas: la prueba límite y la 

prueba principal, las cuales se explican más adelante. 

Para realizar cualquiera de las dos etapas los animales de experimentación se colocaron 

individualmente en cajas de acrílico con agua y alimento ad libitum, para permitir un periodo 

de aclimatación de al menos 5 días al nuevo ambiente. El día del experimento, los ratones se 

mantuvieron en ayuno diurno de 4 horas previo a la administración del compuesto. 

Transcurrido el periodo de ayuno los ratones fueron pesados para determinar el volumen a 

administrar de la dosis del compuesto correspondiente e inmediatamente se realizó la 

administración por vía intraperitoneal. Después de la administración los animales fueron 

observados individualmente por un periodo de 2 horas, y periódicamente durante las primeras 

48 horas, con la finalidad de identificar cambios conductuales indicativos de efectos adversos 

agudos o bien la muerte del animal. Además, el peso corporal del ratón se registró en los 

mismos puntos de tiempo. Loa animales que sobrevivieron más de 48 horas fueron 
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monitoreados durante 12 días más. Los animales que permanecieron vivos 14 días después 

de la administración fueron sacrificados y se realizó una autopsia con la finalidad de 

identificar cambios macroscópicos gruesos en los órganos de los animales.  

 

Figura 3. Método de "Arriba y Abajo" 425 de la OECD En primer lugar, el ratón se aclimató durante 5 

días al nuevo ambiente. 4 horas antes de comenzar el experimento comenzó el ayuno del ratón, justo antes de la 

administración se pesó al ratón para obtener el volumen en el que se administró la dosis correspondiente del compuesto, 

momento a partir del cual, se observó al ratón sin interrupciones durante las primeras dos horas, transcurrido este tiempo 

terminó el ayuno del animal. El ratón fue pesado nuevamente el primer, segundo y catorceavo día, para finalmente ser 

sacrificado. Los desenlaces principales (supervivencia o muerte) se registraron en el programa proporcionado por la OECD 

para calcula la DL50. 

6.3.1. Prueba límite: 2000 mg/kg de peso corporal 

Para determinar la DL50 de cada α-aminofosfonato se inició el experimento con la prueba 

límite (2000 mg/kg). Si el ratón No. 1 murió en menos de 48 horas se dio por terminada esta 

prueba y se continuó el experimento mediante la prueba principal. Si el ratón No. 1 sobrevivió 

48 horas, se administró a 4 ratones más de manera consecutiva, los cuales se mantuvieron en 

observación durante 14 días en total. Si terminado el plazo de 14 días, 3 animales murieron, 

la DL50 fue menor a 2000 mg/kg y fue necesario llevar a cabo la prueba principal, si 3 
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animales o más sobrevivieron la DL50 fue mayor a 2000 mg/kg y el estudio concluyó sin 

necesidad de realizar la prueba principal (Figura 4). 

 

Figura 4. Prueba límite (2000 mg/kg). Lo fundamental en esta prueba es el primer ratón, ya que si este muere 

durante las primeras 48 horas automáticamente se debe continuar el experimento con la prueba principal, de lo contrario se 

continua con la prueba límite, la cual esencialmente se convierte en un 3 de 5, es decir, si 3 ratones sobreviven la DL50 es 

mayor a 2000 mg/kg, en cambio si 3 ratones mueren se debe calcular la DL50 mediante la prueba principal. 

6.3.2. Prueba principal 

Cuando los criterios de terminación de la prueba límite así lo indicaron se realizó la prueba 

principal para determinar las DL50. En esta prueba después del periodo de ayuno se 

administró a los animales secuencial y seriadamente en intervalos de 48 horas. El primer 

ratón fue inyectado intraperitonealmente recibiendo una dosis de 175 mg/kg, si el animal 

sobrevivió 48 horas, al segundo ratón se administró una dosis mayor (550 mg/kg), en caso 

contrario, se administró una dosis menor (550 mg/kg); este procedimiento se realizó a lo 

largo de todo el estudio. El factor de progresión de dosis empleado fue el antilogaritmo de 1 

(3.2) y se mantuvo constante durante todo el estudio. La prueba principal se detuvo si, de 

manera consecutiva en 4 animales se continuó con el aumento o disminución progresivo de 

la dosis de la primera reversa (supervivencia de un ratón tras la muerte del ratón anterior o 
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muerte de un ratón tras la supervivencia del ratón anterior) (Figura 5a), si tres animales 

consecutivos sobrevivieron al aumento progresivo de la dosis (Figura 5b) o si se presentaron 

cinco reversas en 6 animales consecutivos (Figura 5c). 

Los animales moribundos se sacrificaron para evitar su sufrimiento y se consideraron como 

animales que murieron durante la prueba. Si un animal murió 48 horas después de la 

administración, las administraciones de ratones subsecuentes se detuvieron, y los animales 

que ya habían sido administrados fueron observados fueron observados con mayor detalle, si 

posteriormente otro animal murió, esa prueba se dio por terminada y se comenzó una nueva 

prueba al menos dos niveles por debajo de la dosis más baja que ocasionó muerte [71].  

6.3.3. Cálculo de la DL50 

Con los resultados obtenidos de la prueba principal del método de UDP 425 de la OECD se 

calculó la DL50 utilizando el software estadístico (AOT425StatPgm). 

6.6. Presentación y análisis de resultados 

Los datos se presentan como la DL50 ± IC (Intervalo de confianza). Los principales signos 

de toxicidad se presentan de forma descriptiva utilizando frecuencia. 
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Figura 5. Prueba principal UPD 425 OECD. El primer ratón recibió una dosis de 175 mg/kg, si el animal 

sobrevivió 48 horas, se administró una dosis mayor al segundo animal, si murió, se administró una dosis menor; esta lógica 

se adoptó a lo largo de todo el estudio. La prueba se detuvo si 4 animales consecutivos siguieron la primera reversa (Figura 

5a), si tres animales sobrevivieron de manera consecutiva al aumento progresivo de la dosis (Figura 5b) o si se presentaron 

cinco reversas consecutivas en 6 animales (Figura 5c). Una vez que se logró uno de estos criterios se calculó la DL50 

ingresando los datos en el programa proporcionado por la OECD.  
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7. RESULTADOS 

El objetivo del presente trabajo fue determinar la toxicidad aguda que producen los α-

aminofosfonatos 1A, 1E y 1F tras su administración aguda por vía intraperitoneal en ratones 

hembra CD1. Para cumplir con este objetivo se utilizó el método 425 de la OECD cuyos 

resultados permiten calcular la DL50, de cada compuesto evaluado, utilizando el menor 

número de animales posible. Dicho método consiste en dos fases de experimentación: la 

prueba límite y la prueba principal. Se inicia con la prueba límite, en donde se administra un 

primer ratón a una dosis de 2000 mg/kg, si este ratón muere, entonces la prueba se detiene y 

se realiza la prueba principal. En esta segunda prueba, se administra al ratón número 1 a una 

dosis de 175 mg/kg, si el ratón vive después de 48 horas, se administra un segundo ratón a 

una dosis más alta y así sucesivamente. Siguiendo este protocolo en el presente proyecto se 

utilizaron sólo 25 animales para determinar la DL50 de tres nuevos compuestos con potencial 

terapéutico (Tabla 9). 

Tabla 9. Número de ratones utilizados para determinar la toxicidad aguda por vía i.p. de los α-

aminofosfonatos 1A, 1E y 1F 

Compuesto 

No. total de  

ratones 

utilizados por 

compuesto 

Prueba límite Prueba principal 

No. de ratones 

evaluados 

No. de ratones 

muertos 

No. de 

ratones 

evaluados 

No. de ratones 

muertos 

CMC 0.5% 3 3 0 NA NA 

1A 8 1 1 7 3 

1E 5 5 1 NA NA 

1F 9 1 1 8 3 

 

7.1 Determinación de la DL50 i.p. de los α-aminofosfonatos 1A, 1E y 1F por el 

método 425 de la OECD 

En el presente proyecto se utilizó como vehículo para administrar a los diferentes compuestos 

una solución de carboximetilcelulosa (CMC) al 0.5% en solución salina fisiológica debido a 

esto se utilizó también como control negativo. La CMC al 0.5% se administró a una razón de 

0.1 mL/10g de peso corporal del ratón y se siguió el protocolo de la prueba limite, es decir, 

se administró al ratón no. 1 por vía i.p., se observó durante 48 horas y una vez transcurrido 
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este tiempo si el ratón sobrevivía se administró el segundo ratón, y así sucesivamente hasta 

completar el mínimo de ratones, es decir 3. Siguiendo este protocolo, se observó que la 

administración de CMC al 0.5% por vía i.p, no produjo la muerte de ninguno de los animales 

administrados durante las primeras 48 horas, o en los 12 días restantes (Tabla 10).  

Tabla 10. Resultados de la evaluación de la toxicidad aguda de CMC al 0.5% por vía i.p. 

No. de ratón Volumen administrado (mL) 
Desenlace a 

Observaciones 
48 horas 14 días 

1 0.31 Vive Vive Sin datos relevantes 

2 0.28 Vive Vive Sin datos relevantes 

3 0.30 Vive Vive Sin datos relevantes 

 

En cuanto a los compuestos, durante la prueba limite el compuesto 1A produjo la muerte del 

ratón número uno cuando se administró por vía intraperitoneal con la dosis de 2000 mg/kg. 

Por lo tanto, se realizó la prueba principal. En esta prueba los ratones administrados con 175 

y 550 mg/kg sobrevivieron las primeras 48 horas después de la administración. Sin embargo, 

el ratón no. 3 que fue administrado con 2000 mg/kg murió. En consecuencia, el ratón no. 4 

se administró con la dosis de 550 mg/kg. Éste sobrevivió los 14 días del experimento, por lo 

tanto, el ratón 5 se administró nuevamente con 2000 mg/kg y murió antes de 2 horas. Los 

resultados observados con los ratones 4 y 5 fueron iguales en los ratones 6 y 7, 

respectivamente. Con este patrón de muerte se calculó que la DL50 del compuesto 1A por vía 

intraperitoneal fue 1098 mg/kg (Tabla 11). 

Tabla 11. Desenlace de los ratones administrados por vía i.p. con el compuesto 1A durante la prueba 

principal 

Estructura 
No. 

ratón 

Dosis 

mg/kg 

Desenlace a 
DL50 i.p 

 (95% IC) 

48 horas 14 días 

1098 mg/kg 

(550 a 2000)  

 

 1 175 Vive Vive 

2 550 Vive Vive 

3 2000 Muere -- 

4 550 Vive Vive 

5 2000 Muere -- 

6 550 Vive Vive 

7 2000 Muere -- 
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Por otro lado, con el compuesto 1E en la prueba límite se observó que de los 5 ratones que 

fueron administrados con la dosis de 2000 mg/kg, i.p., cuatro sobrevivieron las primeras 48 

horas post-administración y posteriormente los 12 días restantes. Estos resultados 

permitieron determinar que la DL50 del compuesto 1E por vía i.p. es mayor a 2000 mg/kg 

(Tabla 12).  

Tabla 12. Desenlace de los ratones administrados por vía i.p. con el compuesto 1E durante la prueba límite 

Estructura No. 

ratón 

Dosis 

mg/kg 

Desenlace a DL50 i.p. 

48 horas 14 días 

>2000 

mg/kg 

 

1 2000 Vive Vive 

2 2000 Muere -- 

3 2000 Vive Vive 

4 2000 Vive Vive 

5 2000 Vive Vive 

 

Finalmente, al realizar la prueba límite como parte de la prueba 425 de la OECD con el 

compuesto 1F, el primer ratón administrado i.p con la dosis de 2000 mg/kg murió, por lo que 

a continuación se realizó la prueba principal. En esta última se observó que los ratones 1, 2 

y 3 administrados con las dosis de 175, 550 y 2000 mg/kg, respectivamente, sobrevivieron 

las primeras 48 horas post-administración. Con base en estos resultados, el ratón 4 fue 

administrado con la dosis de 2000 mg/kg, pero en esta ocasión murió. En consecuencia, al 

ratón 5 se le administro la dosis de 550 mg/kg y esta ocasión sobrevivió las primeras 48 horas 

post-administración, en consecuencia, al ratón 6 se le administro la dosis de 2000 mg/kg y 

sobrevivió. Los resultados de los ratones 7 y 8 fueron los mismos que los de los ratones 5 y 

6, respectivamente. Estos resultados determinaron que la DL50 por vía intraperitoneal del 

compuesto 1F fue igual a 2000 mg/kg (Tabla 13). 
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Tabla 13. Desenlace de los ratones administrados por vía i.p. con el compuesto 1F durante la prueba principal 

Estructura del compuesto 1F 
No. 

ratón 

Dosis 

mg/kg 

Desenlace a 
DL50 i.p 

 (95% IC) 

48 horas 14 días 

2000 mg/kg 

(665.7 a 4540)  

 1 175 Vive Vive 

2 550 Vive Vive 

3 2000 Vive Vive 

4 2000 Muere Muere 

5 550 Vive Vive 

6 2000 Muere Muere 

7 550 Vive Vive 

8 2000 Muere Muere 

 

Es importante mencionar que la muerte de los animales que se produjo como resultado de la 

administración intraperitoneal de los diferentes compuestos en todos los casos ocurrió entre 

5 y 10 min después de la administración. En la mayoría de estos se observó convulsiones y 

depresión respiratoria previa a la muerte del sujeto experimental. En conclusión y con base 

en la DL50 se puede decir que el compuesto más seguro es el 1E seguido del 1F, mientras que 

el compuesto 1A fue el menos seguro de los tres compuestos. 

7.2 Efectos conductuales observados después de la administración i.p. de los 

α-aminofosfonatos 1A, 1E y 1F 

El protocolo 425 de toxicidad aguda de la OECD establece que después de la administración 

del ratón con cada dosis de los diferentes compuestos, estos se observen de cerca por un 

periodo inicial de 2h y hasta completar 48h. Lo anterior con la finalidad de identificar si se 

producen cambios conductuales agudos que pudieran indicar signos de toxicidad en los 

animales. Además, si el animal sobrevivió las primeras 48 horas post-administración, se 

observó regularmente por 12 días más. Durante este periodo se realizó también el monitoreo 

de peso corporal. Los resultados mostraron que la inyección i.p. de CMC al 0.5 % no produjo 

cambios conductuales significativos en ninguno de los animales administrados. En contraste 

la administración i.p. de los compuestos produjo una serie de cambios conductuales en los 

animales que sobrevivieron. Cabe destacar que estos cambios se observaron en los primeros 

30 minutos después de la administración de los compuestos y se revirtieron dentro de las dos 

horas post-administración. Los cambios conductuales más frecuentemente observados fueron 
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disminución de la coordinación motora, parálisis flácida, arqueo de la cola y convulsiones y 

se produjeron con las dosis más altas evaluadas es decir 550 y 2000 mg/kg, respectivamente 

(Tabla 14). Todos estos signos sugieren toxicidad de los compuestos a nivel del sistema 

nervioso. Además, cabe destacar que el perfil de cambios conductuales del compuesto 1E y 

1F es muy similar en términos de frecuencia y dosis. 

Tabla 14. Cambios conductuales observados después de la administración i.p. de los α-aminofosfonatos en 

los ratones sobrevivientes. 

Conducta observada 

COMPUESTOS 

CMC 0.5% 1A 1E 1F 

Frecuencia (dosis en mg/kg) 

Estiramiento abdominal 0/3 0/4 0/4 0/5 

Piloerección 0/3 3/4 (550) 3/4 (2000) 2/5 (550) 

Lagrimeo 0/3 1/4 (175) 0/4 0/5 

Salivación 0/3 1/4 (175) 0/4 0/5 

Diarrea 0/3 1/4 (175) 0/4 3/5 (550) 

Incoordinación motora 0/3 3/4 (550) 4/4 (2000) 
3 (550) 

1 (2000) 

Sedación 0/3 1/4 (550) 4/4 (2000) 
3 (550) 

1 (2000) 

Parálisis flácida 0/3 2/4 (550) ¾ (2000) 
1 (550) 

1 (2000) 

Arqueo de la cola 0/3 1/4 (550) 2/4 (2000) 1/5 (550) 

Convulsiones 0/3 0/4 2/4 (2000) 1/5 (550) 

 

En relación con el peso corporal se observó que la CMC al 0.5% no produjo cambios en este 

parámetro 24 horas después de la administración, mientras que 14 días después de la 

administración se observó una ganancia de peso del 10.8% (Figura 6A). Por su parte el 

compuesto 1A no disminuyo el peso de los animales 24 h post-administración. Sin embargo, 

14 días después de la administración se observó un aumento de peso de tan solo el 4.2±0.9% 

con respecto al peso inicial el cual no es estadísticamente significativo (Figura 6B). En este 

mismo sentido, se observó que el compuesto 1E y 1F produjeron una tendencia a disminuir 

el peso corporal de los roedores 24 horas después de la administración aproximadamente en 

un 8.1 ±1%. En contraste, 14 días después de la administración se observó tan solo un 

incremento de peso del 1% con respecto al peso inicial (Figura 6C, D). Lo anterior muestra 

que los ratones solo recuperaron el peso corporal perdido, sin embargo, ya no crecieron, como 

fue el caso de los ratones administrados con CMC al 0.5%.  
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Figura 6. Peso corporal de los ratones hembra CD1 antes y después de ser administrados con los α-

aminofosfonatos 1a, 1E y 1F. Cada barra representa el promedio ± SEM. 

7.3 Toxicidad oral aguda de los α-aminofosfonatos 1A, 1E y 1F  

Por otro lado, se determinó la toxicidad oral aguda de los compuestos siguiendo la misma 

metodología. En contraste con la administración i.p., se observó que para determinar la DL50 

a través de la administración oral, dos de los compuestos (1A y 1F) se evaluaron únicamente 

en la prueba límite, es decir todos los ratones fueron administrados con la dosis de 2000 

mg/kg, de forma consecutiva, si cada ratón sobrevivía las primeras 48 horas. En todos los 

casos los ratones sobrevivieron el periodo de observación de 14 días (Tablas 15 y 16).  
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Tabla 15.Desenlace de los ratones administrados por vía oral con el compuesto 1A durante la prueba limite 

Estructura del compuesto 1A No. 

ratón 

Dosis 

mg/kg 

Desenlace a DL50 i.p. 

48 horas 14 días 

>2000 

mg/kg 

 

1 2000 Vive Vive 

2 2000 Vive Vive 

3 2000 Vive Vive 

4 2000 Vive Vive 

5 2000 Vive Vive 

 

Tabla 16. Desenlace de los ratones administrados por vía oral con el compuesto 1F durante la prueba limite. 

Estructura del compuesto 1F No. 

ratón 

Dosis 

mg/kg 

Desenlace a DL50 i.p. 

48 horas 14 días 

>2000 

mg/kg 

 

1 2000 Vive Vive 

2 2000 Vive Vive 

3 2000 Vive Vive 

4 2000 Vive Vive 

5 2000 Vive Vive 

 

El compuesto 1E mato al primer ratón en la prueba límite por lo que se realizó la prueba 

principal en donde solo un ratón de siete murió. De esta manera se calculó que los α-

aminofosfonatos 1A, 1E y 1F tienen una DL50 por vía oral mayor a 2000 mg/kg (Tablas 15, 

16 y 17). Con base en este resultado se puede clasificar a los compuestos como inocuos de 

acuerdo con los criterios de la OECD. Es importante hacer notar que solo un ratón murió 

cuando los compuestos se administraron por esta vía, en comparación de los 9 ratones 

muertos cuando se administraron por vía i.p.    

Tabla 17. Desenlace de los ratones administrados por vía oral con el compuesto 1E durante la prueba 

principal. 

Estructura No. 

ratón 

Dosis 

mg/kg 

Desenlace a DL50 i.p. 

48 horas 14 días 

>2000 

mg/kg 

 

1 175 Vive Vive 

2 550 Vive Muere 

3 175 Vive Vive 

4 550 Vive Vive 

5 2000 Vive Vive 

6 2000 Vive Vive 

7 2000 Vive Vive 
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En cuanto a las observaciones conductuales, por esta vía se observó casi el mismo patrón 

conductual que por vía intraperitoneal, es decir, incoordinación motora, sedación, parálisis 

flácida, arqueo de la cola y convulsiones. Sin embargo, estos efectos se observaron con menor 

frecuencia y una dosis mucho mayor es decir 2000 mg/kg. De igual forma estos cambios se 

observaron durante los primeros 30 minutos y se revirtieron antes de las 2 horas post-

administración (Tabla 18).  

Tabla 18. Cambios conductuales observados después de la administración oral con los α-aminofosfonatos 

1A, 1E y 1F. 

Conducta observada 

COMPUESTOS 

CMC 1A 1F 1E 

Frecuencia (dosis en mg/kg) 

Estiramiento abdominal 0/3 0/5 0/5 0/7 

Piloerección 3/3 5/5 (2000) 4/5 (2000) 2/7 (550) 

2/7 (2000) 

Lagrimeo 0/3 0/5 0/5 0/7 

Salivación 0/3 0/5 0/5 0/7 

Diarrea 0/3 0/5 0/5 0/7 

Incoordinación motora 0/3 5/5 (2000) 5/5 (2000) 0/7 

Marcha en círculos 0/3 4/5 (2000) 3/5 (2000) 0/7 

Sedación 0/3 5/5 (2000) 5/5 (2000) 2/7 (2000) 

Parálisis flácida 0/3 4/5 (2000) 2/5 (2000) 2/7 (2000) 

Arqueo de la cola 0/3 1/5 (2000) 4/5 (2000) 0/7 

Convulsiones 0/3 0/5 3/5 (2000) 0/7 
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8. DISCUSIÓN 

Los α-aminofosfonatos son compuestos que producen un gran número de actividades 

biológicas de interés en medicina y por lo tanto tienen el potencial de convertirse en nuevos 

fármacos [102]. Por lo tanto, además de realizar estudios de sus efectos farmacológicos, 

también es necesario realizar estudios toxicológicos que nos permitan determinar su 

seguridad para ser administrados en un futuro en humanos, de acuerdo con los lineamientos 

de las agencias regulatorias. Los primeros estudios toxicológicos de este tipo de compuestos 

surgen debido al hecho de algunas clases de estos compuestos inicialmente fueron diseñadas 

como potentes pesticidas [120]. Por lo anterior se determinó su toxicidad en sangre, en donde 

se encontró que producen efecto hemolítico en eritrocitos de cerdo [120, 121]. Otro efecto 

tóxico frecuentemente estudiado es su actividad citotóxica tanto en células cancerígenas 

[128] como en no cancerígenas [131].  En cuanto a toxicidad in vivo, la mayoría de los 

estudios están relacionados en evaluar el efecto toxicológico de diferentes tipos de α-

aminofosfonatos con actividad antitumoral [127, 133].  Este es el primer estudio en donde se 

evaluó la toxicidad aguda in vivo de α-aminofosfonatos con actividad antinflamatoria y 

analgésica para lo cual se calculó la DL50 por dos diferentes vías de administración utilizando 

el método 425 de la OECD [71]. Adicionalmente, se identificaron de forma cualitativa los 

cambios conductuales más relevantes que se observaron en los ratones sobrevivientes.  

La DL50 se define como la cantidad en miligramos por kilogramo de peso de un compuesto, 

requerida para matar al 50% de los animales de experimentación, de acuerdo con la OECD 

[42] este parámetro permite clasificar a un compuesto por su toxicidad intrínseca 

dependiendo de su vía de administración. En el presente proyecto se determinó la DL50 de 

los. Se encontró que por vía oral los tres compuestos tienen una DL50 mayor a 2000 mg/kg 

por lo que se consideran inocuos. En contraste por vía intraperitoneal, el compuesto 1A tiene 

una DL50 de 1098 mg/kg, el compuesto 1E tiene una DL50 mayor a 2000 mg/kg como por vía 

oral, y el compuesto 1F tiene una DL50 igual a 2000 mg/kg. Estos resultados muestran que 

en el caso de los compuestos 1A y 1F la DL50 obtenida por vía intraperitoneal fue menor que 

por vía oral. Estos resultados muestran que la vía de administración es un factor que 

determina la toxicidad de un compuesto químico. Conociendo la toxicocinética sabemos que 

al administrar un compuesto por vía oral, depositándolo directamente en el estómago del 
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animal mediante una cánula, no existe proceso de liberación [14], ya en el estómago, el 

compuesto es alterado por el pH (ácido), disminuyendo la fracción total de este que llega al 

lumen intestinal, donde gracias a los enterocitos comienza el proceso de absorción y el de 

biotransformación[13]. El proceso de absorción depende de la liposolubilidad del compuesto 

que en este caso es favorable y de la saturación de la superficie de las membranas 

involucradas, las cuales a dosis elevadas (2000 mg/kg) suelen saturarse retardando dicho 

proceso[13]. Una vez absorbido por el intestino, el compuesto pasa a la circulación 

enterohepática mediante la cual es depositado en el hígado, órgano en el cual la mayoría de 

los xenobióticos son biotransformados, disminuyendo la fracción del compuesto 

nuevamente, dando lugar a metabolitos. La fracción del compuesto que es metabolizada en 

el hígado posteriormente, facilitando de esta manera su excreción vía renal o en su defecto, 

si los metabolitos resultantes son apolares o de elevado peso molecular se excretan  por vía 

biliar[42]; así la fracción del compuesto que no es metabolizada ni en el intestino, ni en el 

hígado y que alcanzó la circulación sistémica (biodisponibilidad)[22] se distribuye a los 

órganos y tejidos donde ejerce efectos que se manifiestan como las reacciones observadas, 

las características fisicoquímicas del compuesto determinan si este se acumula o no en ciertos 

tejidos. En resumen, la fracción del compuesto que representa la biodisponibilidad al ser 

administrado por vía oral no fue suficiente para generar el efecto adverso estudiado, en este 

caso la muerte. En cambio al administrar un compuesto por vía intraperitoneal se evita el 

paso del compuesto por el tracto gastrointestinal y por el hígado, y así su potencial 

degradación antes de ser absorbido, lo que aumenta la biodisponibilidad sistémica del 

compuesto y con esto su potencial tóxico [21], lo anterior explicaría por que para los 

compuestos 1A y 1F la DL50 obtenida por vía intraperitoneal es menor que por vía oral. 

El protocolo 425 de toxicidad aguda de la OECD establece que después de la administración 

del ratón con cada dosis de los diferentes compuestos, estos se observen de cerca por un 

periodo inicial de 2h y hasta completar 48h. Lo anterior con la finalidad de identificar si se 

producen cambios conductuales agudos que pudieran indicar signos de toxicidad en los 

animales. Tras realizar los estudios de toxicidad aguda por ambas vías de administración el 

79.31% de los animales que sobrevivieron presentó cambios conductuales reversibles en 

menos de 2 horas que podrían ser indicativos de toxicidad aguda. Los cambios conductuales 

más frecuentemente observados fueron incoordinación motora, sedación, parálisis flácida, 
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arqueo de la cola y convulsiones. El mecanismo de acción neurotoxicológico de los 

compuestos aún no se puede explicar, pero existen antecedentes de estudios enfocados en la 

toxicodinamia de esta familia de compuestos. El primer estudio demostró que debido a su 

hidrofobicidad estos compuestos se integran a las membranas de las neuronas, alterando su 

conformación y aumentando su conductividad, [120]; en segundo lugar existe evidencia de 

que ciertos análogos fosfónicos y sus derivados son moduladores del receptor de glutamato 

[139],  el glutamato es un aminoácido que actúa como el principal neurotransmisor 

excitatorio del SNC [140], por último un estudio demostró que los organofosforados tienen 

la capacidad de bloquear la transmisión del sistema colinérgico ocasionando efectos 

neurotóxicos [141]. Será indispensable realizar estudios toxicodinámicos a los α-

aminofosfonatos 1A, 1E y 1F por vía oral y por vía intraperitoneal para entender la causa de 

los cambios conductuales que fueron observados en los animales. 
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9. CONCLUSIONES 

Los α-aminofosfonato 1A, 1E y 1F tiene una DL50 ˃ 2000 mg/kg de peso al ser administrado 

por vía oral lo anterior permite clasificarlos como inofensivos de acuerdo con la 

categorización de la OECD. En contraste los α-aminofosfonato 1A, 1F y 1E tiene una DL50 

de 1098, 2000 y, ˃ 2000 mg/kg de peso respectivamente, al ser administrado por vía oral. Lo 

anterior sugiere que la vía de administración es un factor determinante de la toxicidad de 

estos compuestos. 

El 79.31% de los animales que sobrevivieron presentó cambios conductuales reversibles en 

menos de 2 horas tras la administración intraperitoneal u oral que podrían ser indicativos de 

toxicidad aguda. Los cambios conductuales más frecuentemente observados fueron 

incoordinación motora, sedación, parálisis flácida, arqueo de la cola y convulsiones. Estos 

efectos sugieren que los compuestos podrían estar actuando en el SNC. 

De manera general, nuestros resultados indican que los α-aminofosfonatos estudiados son 

inofensivos por vía oral, pero su toxicidad aguda incrementa por vía intraperitoneal. Estos 

compuestos ejercen efectos adversos agudos que podrían indicar otras su acción a nivel del 

SNC. Estudiar con mayor detalle los cambios conductuales observados podría ayudarnos a 

identificar otras actividades biológicas de interés médico de estos compuestos. 
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10. PERSPECTIVAS 

• Determinar si los α-aminofosfonatos de interés tienen efecto antiinflamatorio y/o 

analgésico al ser administrados por vía oral y obtener su DE50 

• Obtener el índice terapéutico de los α-aminofosfonatos de interés para la vía de 

administración oral. 

• Evaluar si los α-aminofosfonatos de interés producen toxicidad gastrointestinal 

cuando se administran de forma aguda y crónica por vía oral o intraperitoneal en 

ratones hembra CD1. 

• Caracterizar a través de pruebas conductuales, los efectos adversos que se producen 

en el SNC tras la administración aguda oral o intraperitoneal de los α-

aminofosfonatos de interés en ratones hembra CD1. 

• Realizar estudios de toxicidad crónicos de los α-aminofosfonatos de interés en ratones 

hembra CD1. 
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