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RESUMEN

El etopdsido es un as’éht'e antineoplasico . derivado  de la
epipodophyliotoxina, el  cual .se: ha  utilizado en el tratamiento de
varios tipos de céncer Este compuesto detiene el crecimiento celular
inhibiendo a la enznma toponsomerasa Il del ADN. Por otro'lado,
existen evzdenc:as de': que las “hormonas esteroideas,“ - presentan
interacciones - farmacocmét:cas " cuando son administradas en
combinacion’ “con. agentes anticonvulsivantes y antibidticos.  El
mecanismo,'de acéikén, sey ha atribuido a la induccién de enzimas
hepéticas por los estrégenos. Sin embargo, a la fecha se desconoce si
las hormonas esteroideas pueden también presentar alguna interaccion
farmaéocinética con fdrmacos antineopldsicos.

En este trabajo, se investigd la influencia del estradiol sobre la
farmacocinética de etopdsido en ratas Sprague-Dawley. Primero 'se‘
desarrollé y validé un método por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) para determinar las concentraciones sansufneas de
etopdsido en micro muestras (1 OO ,.LL) de sangre ‘total, obtenléndose
un método sencillo de realizar y que cumple con’ilos parémetros de
'del traba;o ';"’s_e": reahzé, la

validacién. En la segunda’ |
N’ ratas.

farmacocinética de etopdsido
hembras ovariectomizadas sometxdas a. un tratamlento prevro con 17-
ontrol - al cual..se le

p-estradiol y se comparod contra su grupo',
administréd solo el vehiculo (aceite. vesetal .

En ambos grupos, las muestras sangu[neas se recolectaron
durante 8 horas a diferentes intervalos de tiempo y se determind la
concentracion sanguinea de etopdsido con el método propuesto, a
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partir de la realizacidn de las curvas de. concentracién sanguinea de
etopdsido contra tiempo se calchlardn- los sisuientes parémetros
farmacocinéticos: la concentracnén méx:ma (Cm.,),b t:empo ‘méximo

(tmax), drea bajo la curva (AUC) v el tlempo de vuda medla (t ’/9) Los
g bsorcuén de

resultados obtenidos en estevtr ba;o muestran qu

tratado comparado con eA srupo control Nuestros 4d to
que las hormonas estrosémcas modifican " la vfarrh'
etopdsido, y aundue éstos no pueden ser extrapolad
a situaciones clfmcas se suslere investigar dxchas mteracc ones no

sélo a nivel farmacocunétlco sino también a nivel farmacodlnémlco
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| Pa112 7% oemmEw i

g




. CONCEPTOS BASICOS

FARMACOLOGTA

Es la CIenc:a‘q e estudla a interacéién férmaco individuo, se

divide en dos rama la, armacodmamla y la farmacocmétlca.

1.1. FARMACODINAMI

p'ocesos celulares éstbs
debe estxmular

este mecanismo:pdede n: sxstema enznmétlco

- produciendo una cascad ones o asocnadO, a un canal
idnico. Las dos caracterfstuca
son la afinidad (capactdad de u

especificidad, gracias a la cual pueden diferenciar .una molécula de

"de un receptor farmacoléslco
érmaco de. fuarse a un receptor) yla

otra aun cuando sean’ parecndas estructuralmente
’receptor no estéd en la membrana smo‘

En algunas: ocasnone” el

en el c:toplasma o en‘keste caso - los férmacos t|enen que

la membran

atravesar
“un receptor especfflco su accién es

su efecto

TESIT CON
Pe11% DE ORIGEN

PRS-}




La actividad intrinseca, es la capaC|dad del férmaco para iniciar
su accnén tras su unién con el receptor ‘es frecuente que - muchos -
farmacos tengan afinidad por. un mismo?: receptor eneste caso se da
un fendmeno de competencna Los férmacos pueden funcnonar como
agonista (farmaco que ademds de afmldad" tlene actnwdad |ntrfnseca),

antagonista (fdrmaco que se une al recepto pero no posee actlvxdad
ue tlene afmldad por

intrinseca), © como asonlsta parcla _(férmaco
un receptor, pero que posee un’ srado mveno de actlv:dad mtri’nseca
nasonlsta) El férmaco
.t se una al .receptor

este puede actuar como ‘asomsta "l o'

antagonista impide que un farmaco ason st
(antagonismo competitivo), por ejemplo, un férrnaco A (asomsta que
presenta afinidad y actividad intrinseca)’y un férmaco B (antasomsta
competitivo puro que‘presenté aﬁn"id\a'd\y" tlwdad intrinseca nula), |

relacién entre la. presencia del’ férmaco B y el incremento de la

concentracién det férma‘co ‘Ares necesano para mantener el nivel de
respuesta; si disminuye &t canttdad de: férmaco A . que se une al
receptor dlsmlnulré el efecto totalr(Hardman ¥, colsboradores 1996,

Goth y co/aboradores 7984)

1.2. FARMACOCINETICA.

Comprende una sene d procesos denommados LA D, M. E
(Liberacién, Absorcidn, D:stnbucnén Metabohsmo Ellmmacnﬁn) Todos
los férmacos pasan por estos _procesos, las formas farmacéuticas

intravenosas son las unlcas que no ‘tienen proceso de liberacién vy
absorcién ya que van directo’’a lra circulacién sanguinea (G/radwood,

1992, Goth, 7984).




ABSORCION.

Es el proceso mediante el cual, el férmaco pasa del sitio de

aplicacion a la circulacién sanguinea, de aqufi se deriva el térmmo de

biodisponibilidad que se reflere a la cantldad de férmaco que llesa a

circulaciédn sanguinea para eJercer 'su efecto' fabrm olés o;y a que

velocidad ocurre esto.

las relacionadas con el férmaco el

organismo. Para el farmaco: tenemq
ionizacién, peso molecular, estrVLVfc,tL"v_rba
otras. La biodisponibilidad:’ d‘ep‘éhd
en una escala de .mayor"a

aplicado,

Por altimo, las relacronadas con el orsams, o

raza, las condiciones ahmentICIas, etc (Har ma<

DISTRIBUCION.

Es el paso del farmaco . de éirculacuén ansurnea a_ otros

compartimentos. La forma de dlstrlbumén de los férmacos depender

de factores fisiolégicos y de clertas propledades—flsucoqurmlcas de
Puede distinguirse una fase mlClal de dlstnbucuén determlnada

éstos.
por el gasto cardiaco y la c:rculacnén sansufnea la segunda fase de
distribucidn de una férmaco, tambllénfesta limitada por el flujo
sanguineo e involucra una fraccién de la masa corporal mucho més
grande «que la primera fase. La difusién en el compartimento
intersticial, se produce rdpidamente debido a la gran permeabilidad

de las membranas endoteliales capilares. Los fdrmacos que no son

- JON
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liposolubles y que :atraviesan poco las membranas tienen una
distribucion restrlnsrda Y. por ende, tamblén son restringidos sus smos
de acc:én La dlstrlbuaén puede estar también limitada por la .unién
del farmaco-a protel‘nas plasmétxcas espec:almente ala albumlna para
lucoprotelna a‘l para Ios férmacos bésucos Un

farmacos écudo y.a:l

farmaco ‘que: s ne totafmente ' con flrmeza no’ tlene acceso a ,Iés
sitios celularé i : : >

férmacos
mayores,‘q :
res on constutuyentes

: y co/aboradores

por.: Ios cuales Ios férmacos'sef conv:erten ‘en formas més fécnlmente'

ellmmables -

conjugan con un sustrato endéseno como;el écndo slucurénldo o el

‘Los sistemas ‘enziméticos. que

suifato 'y son excretados .en
intervienen en la- transformac:én de muchos férmacos estdn ubicados
principalmente ..en el retrculo endoplasmétlco liso hepdético, estas
enzimas también estdn presentes en otros &rganos como el riidn Y
epitelio gastrointestinal. Lds farmacos absorbidos en el intestino son

expuestos al efecto del primer paso, éste presenta la accién

! TESIS CON p
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combinada de enzimas epiteliaies sastrointestinalés v hepaéticas
metabolizadoras que pueden evntar la apancxén de un férmaco en:la
circulacién ‘después ' de ‘- lalr admlmstracxén
microsomales catalizan Ias comusacnones de glucurémdos y casn ‘todas

oral : La's~ ‘enzimas

las oxidaciones de:
hidrolisis  son catallzada‘s

mlcrosomales La llposolubihdad es un requenmlento lmportante pero
que*uni férmaco sea metabohzado por"los,

no el dnico, para

microsomas . hepéticos Hesta, prop:edad favorece la penetrac:én del'
farmaco. en- el retfculo endoplasmétlco Yy su’ umén al cntocromo P450

componente pr:mar:o del s:stema de enzimas oxidatlvas (Hardman %
co/aboradores 7 996 Goth y colaboradores 7984~ G/rdwood Y

colaboradores 7999).

ELIMINACION.

Los farmacos. se’ eliminan. del - organismo sih modmcarse
(excrecidn directa en orina). o.bien como metabohtos (metabollsmo)

Los &rganos excretores ellmman con mayor efncacna compuestos

polares que sustancias de gran hposolubmdad Po esto los; férmacos )

liposolubles  no se ellmman fécnlment E hasta ‘que.se metabohzan: a‘

compuestos mas polares

‘La
luz tubular : por filtracién,

glomerular secrecién bllna - tubular pasiva.

depende de su, unlén fracctonal\ai proternas del plasma y de su tasa
de filtracién slomerular (Ha/dman bd co/aboradores 7996, Glradwood y
colaboradores . 1999)..

TERSGDN |
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9. CANCER.

Es un padecimiento que se origina a parnr de la alteracnén de
una de las rnuchas ‘células del organismo, las cuales emplezan a
dividirse en forma auténoma, dando lugar a millones de células como
ella, capaces’de ;—;Uto fepliéarse e ‘invadir el organismo (Clarysse y

Colabbradores 7 976) .

2.1. TIPOS DE CANCER

Exnsten uno 200 tIpOS ‘de células dlstlntas en nuzstro orsamsmo :
] cualqunera de ellas puede potenCIalmente
) rzahdad el 90% de estos padecumlento‘

: epute[uales (carcinomas). C
esison. -~ derivados de célul

: (ééfcémés), de la sangre (Ie' ce
del !

scstema nerwoso

1. Su morfolosfa. :
Q2. Las modxfrcacnones de su

r que alteran su
comumcactén con el exte ; confleren propiedades
mmunoléslcas espectflcas ) -
3. Su proliferacién auté_rjoma..rv L
4. lLas altérécionés tahto)"de su material gendtico, como la expresién
de la info(méciér_\ contenida en éli.
(Cortinas y co/aboradore.é 7990, Pardo 7988).

] TEssCow
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2.3. CARCINOGENESI!S.

Es el proceso . secuencial a ' través del cual-una’ célula normal,
sometida a un control rrsuroso de su prollferaclén ub:cacnén terrltonal

Y expreslén senétlca
forma madecuad

diferenc:acuén,

2.4. M_ECANiémopE LA

El - desarrollo del cénce P "de comenzar con una breve

exposxctén (unas cuantas bhoras‘ dfas) a una forma activa del
carcindgeno, sin que se requlera “la‘presencia de este como tal. La
breve exposicién al carciné’sje:ncvcyv‘:no produce una célula cancerosa,
sino una célula iniciada que puede ser estimulada diferenc’ialmente' a
dividirse para formar .un ‘foco - proliferativo bajo la accién‘vdel
promotor. La poblacién celylar_' resultante presenta a su vez, erj"rVnéyor
riesgo de sufrir un segundo evento raro, a partir del cual se -genera.una
nueva poblacién dotada de’ un crecimiento . auténomo Y- que puede
considerarse como el com:enzo real de la_neoplasia, fase conocnda
como progresion tumoral (Cort/nas v r:o/aboradores 7990 Bruce

7990).
2.5. TERAPEUTICA.

La etapa en.la que se'detecte el cdncer es importante para saber
el tamano. del tumor, lo extenso de las células cancerosas y si ha
diseminado a otros &érganos. E! tratamiento para el cdncer puede ser a
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partir de cirugla, terapia hormenal, qQuimioterapia Yy/o terapia de
radiacién; el grado kc‘:' la:r‘etapé »V'del cancer determinaré el tipo de
tratamiento. En la cirugia . se: extrae el tumor y/o érganos’ afectados en
caso de que haya dnsemmado La terapla hormonal (en el céncer de
mama), consiste en - dlsmmunr Ia, concentracrén de hormonas
circulantes. La quxmloterapua es un tratarmento a base de férmacos
que detienen el crecnmlento tumoral Y% -por ult:mo, la terap:a con
radiacién detiene el crecimiento de células cancerosas. al reducnr su
capacidad para reproducirse (Gonzd/ezyco/abaradores 7998 Bruce

7990).




3. ETOPOSIDO.

El . etopésudo ,és un derivado semisintético de la
eplpodophyllotoxma extra[da de la’ planta  de la mandrégora. Se
de

conoce: como VP 16,

aen el tratamiento de céncer

testiculo contra

ADN topousomerasa ll
Las : topoisomerasas . del: .
controlan, mantienen y modlflcan la

ADN durante los procesos de’ rephcacné “traslacién - del:material

ccién’a’ ésté

genético. Los farmacos antlcanceroso ue: ejercen;:su

nivel estimulan y estabilizan los complejos ADN- enzxma prov cando la

escisiéon mantenida de la cadena (Hardman y co/aboradores 7996-
Bruce 7990). ¢ g ’

3.2. FARMACOCINETICA.

La administracién oral de etopdsido resulta-en. una absorcién de
aproximadamente el 50 %. del farmaco. Después de su inyeccidn
intravenosa, se observan concentraciones. plasmdticas mdximas de 30




1g/mL; existe un patrén bifésico de depuracidén, con vidas medias de
3 y 12 horas. Alrededor del 30 al 45 % de una dosis administfada es
excretada por orina, dos tercios en forma de férmacofin'altterado Y Qn
tercio como metabolitos, el principal metabolito detectado es: el
hidroxy acid (4'-demethylepipodophyllic acid-9-(4,6,- o ethyl;dene-
beta-D-glucopyranoside)), existen otros Qque tamblen :

reportado como el cis(picro)lactone asllcone yrlobs

férmaco co

los Que se forman por  conjugacién del
glucurénido y el sulfato. La 'concentracién,dévetopésnd" :

cefalo raquideo (LCR) oscila entre 21 Y
plasmaticos. El etopés:do se metabohza en:, ek hlsado po cntocfomo., .
P450 isoforma 3 A 4,y un 15" %_'es ' Fla v
(Henwood y co/aboradores 7990 Hara’man )co/aboradores 7 996 : Lo

y colaboradores 7999). ) :

En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas farmacocinéticas de
etopdsido administrado por via oral en una dosis de 200 mg/m*® en
ninos (C/ark y colaboradores 71987, Sinkule 7984).

r FARAMETRO VALOR
Biodisponibilidud (%) §2117
t 2 (hrs) 7.2+ 1.9
Volumen de distribucion (L7 m*) 15.2 + 6.3
E liminacion {(min. ml_ .~ m®) 24+ 87
T abls 1. Tarimetrons farmacocméticos de atopasida adminstrade par via oral enuna dosis de

200 myg et (C_—/.n'i'\z/ colrboradores 1987,

TESIS CON ﬁ
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3.3. INTERACCIONES FARMACOLOGICAS.

Se ha comprobadb un éihersismo del VP-16 con'adriamicina,
cisplatino y vinblastina y con la 4- hidroxiperoxiciclofoysfamida En el
tratamiento de la leucemia linfatica aguda se ha observado ‘una accién
sinérgica con ciclosporina A, sin embarso se produce una- gran

toxicidad sobre el SNC y el higado. lnvestlsacuones re entes indican
nhibir su salida

que el verapamilo aumenta la toxicidad del VP‘1
de la célula. Se ha demostrado que el tamox:fén lnhube Ia el:mmac:én
de etopdsido, provocando toxicidad sobre ‘el SNC‘ (Gonzé/ez 3%
colaboracores 7998, Burgio y co/aboradoresr 7993) g

Se sabe que la absorcién de etopésldo e"nerrétlca y por ende
presenta baja biodisponibilidad; en un estudio reallzado"se comprobé

que una dieta rica en flavonoides podria aumentar‘_ a: absorCIon de
c la

etopdsido, esto se atribuye a que los | flavononde .
actividad de una proteina denominada P- sllcoprotema Ps‘p) que de
forma normal se encuentra presente en el tracto gas mal y que
esta relacionada  con 'lar baja absorcl,énk de etopésudo b (lo, §%
colaboradores -7 999) ' ' oo

3.4. EFECTOS SECUNDARIOS Y TOXICOS

La neutropenia es la toxicidad _'mé ~'frec1ﬁente~r y-bva:'la vez: la
limitante de la dosis, tiene un VinterValo de tiempo de 10 y 14 dias,’
con una recupera'cién entre 16 a- 21 dias. Se ha observado, que Iasi
dosis unicas semanales son mdés mielotdxicas que las dosis iguales
fraccionadas durante la semana. Aparece alopecia leve en un 20% de
los casos, que es reversible incluso durante el tratamiento. En un

tercio de los enfermos, y sobre todo tras la administracidon por via

memm‘

-
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oral, aparecen nauseas y vomitos. Menos frecuentes son la diarrea vy la:
anorexia. Aunque raros, también se describen:‘ estrefimiento, _di'sfas‘ia,

dolor célico' ¥y sabor metélico, asl como estomatitis. Se ‘han descrito-
también, . leves disfunciones hepéticas reversibles, consistentes .e'n‘
hiperbilirrubinemia y elevacién: de las fosfotasas 'alcalinas.,,VSi_ las
administraciones intravenosas son rdpidas, pueden aparecer césoS'de
hipotensidn y reacciones de hlpersen5|blhdad con escalofrros flebre

eritema generalizado, prurito, broncozspasmos Y taquicardia.’ Como,
consecuencia de la répida lisis de las: células neopldsicas, - puede

aparecer hiperuricemia. Algunas veces los pac:entes pueden’ quejarse_
de neuropatia periférica, pero es -raro .y de caracter.. leve Se han[['
descrito reacciones anafildcticas en el 1-2% de los casos: Son muy

raros el prurito, dolor en el lugar 'de’la inyeccidén y la flebitis’ (Gonzé/ezi
y colaboradlores 7998; PLM 7999)




4. ESTRADIOL. . .
4.1. HORMONAS ESTROGENICAS

El -“ovario es»gcapa}zv de convertir acetato en colesterol vy
esiila formacién de estrégenos por los

posteriormente ‘a. otros’ este

(FSH). Los efec;osl.de' estaigonadotrofina estdn mediados por la

formacién 3,",5'-monofosfato ciclico de

adenosina (AMP ’CfCliCO). Mientras: qUe la unién de este nucledtido

producto secre orio“del: ovarno, se ox:da féculmente a
‘ratarse y pasar a estriol. "~ Estas.

el principa!l
estrona, que a’ su vez pu
transformaciones tienen: lusa prin <) Imerte en el. h!sado donde- hay

interconversiéon libre entre 1
orina como slucorémdos y sulfe etlmlestradlol es un: derlvado'
estrogénico de 1mpcrtancna" qu

estrégeno después de una inge

e usa como ant:conceptnvo este :
n oral se absorbe en un 40 a 50 %
on una vanacuén interindividual del 10

pasa a la cxrculacnén s:stémlca
al 75 % y el resto es metabohzado por el efecto del primer paso, se
hidroliza y se comusa, con: ‘el &cido . glucurénido a través del
ispforr'\:[afB]A-»# (Hardman y colaboradores 7996,

citocromo P450
Weisberg 7999).
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4.2. HORMONAS ESTROGENICAS Y CANCER

El concepto de hormonodependencna, inicialmente - intuitivo, ha
abierto una via nueva ‘de’ tratamlento para ‘ciertas neoplasnas De este

modo, la hormonoterapla se ha constltundo' comovu'na parte

importante del trata |ent k esténdar de’’ algunos tumores mahsnos

como el carcmoma de mama de préstata 'endometno A,flnales del

premenopéusicas con;céncer de mama avanzado;! 6b'sérvéndose

mejorias clinicas en alsunas de |sua| manera 'en 41, se practlcé la

orquiectomia para tratar el cancer de préstata dando resultados en un
porcentaje elevado (Gonzdlez y,co/aboradores, 7998).-

Evidencias, tanto experimeﬁtales comé tlfnicas han demostrado
que determinadas hormonas desempefian un bapel importante en la
induccién de la proliferacié‘n de algunas neoplasia‘s, tras su unidédn con
un receptor citoplasmatico. La hormonoterapia,  actla interfiriendo esta
accién  inductora del crecimient'o tumoral. . »Ta‘mbién, existen los
tratamientos hormonales: farmacoldgicos, ' que - consisten en  la
administracion de farmacos (hormonas  exdgenas) que modifican la
homeostasis hormonal del tumor y asi inhiben su crecimiento, este tipo
de tratamiento puede ser a su vez, aditivos (estrégenos, andrégenos,
progestadgenos, corticosteroides), competitivos (antiestrégenos,
antiandrégenos, antiprostdgenos) y inhibidores (andlogos de la LHRH,
inhibidores de la aromatasa como la aminoglutetimida y los inhibidores
de la androgénesis como el ketoconazol) (Gonzdlez y colaboradores
1998).
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5. CROMATOGRAFIA. , ,

La cromatografia es un método fisicoquimico de separac‘iévn "en
la que los componentes a separar se dlstrlbuyen entre dos fases~ .una
estacionaria, de gran desarrollo. superficial,. y otra: mév;l que pasa a )

través o a lo largo de la fase estacionaria: Cuando se mtroduc en el‘

para cada componente de la mezcla por Io qu

desplazard con diferente velocndad,a lo larso
7988, ' 5

ma  (Miller

5.1. TECNICAS CROMATOGRAFICAS'L’

Fase Mowl vido ~
Fase Selido
E stacionaria
Tamiz Cargada
molecular ionicamente

I

Configuracion
Columna Columna Columna

Nombre gusliquido  Gas = salido’ 5 Pluide T | Liquido-stid cm!...ws.-,m ntercatbio
. B . SMPer:rlh:a vh de exclusian inico
Liquido-Liquido Cromatografia

de partician
Coapafins, Papel

Figura 1. clasificacion de las diferentes téenicas cromatograficas.
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5.92. CROMATOGRAFIA DE'LI'QUIDOS.

La cromatograﬁ'e de I[quudos de alto rendimiento (high performance
liguid chromatography, HPLC) no esté I|m:tada por la volatilidad o por la
estabilidad térmica de la muestra, es capaz de separar compuestos
idnicos, sustancias polfmeras‘ y'  una .gran variedad de productos
polifuncionales de alto peso molecular. La separacion cromatogréifica en
HPLC es el resultado de las interacciones especificas entre los compuestos
de la muestra, la fases movil y estacionaria. Como ya se menciond
anteriormente la cromatografia de liquidos consta de una fase estacionaria
(contenida en la columna) y una fase movil, esta udltima es suministrada a la
columna mediante un sistema de bombeo, capaz de trabajar en un amplio
intervalo de presiones y flujos. La introduccion de la muestra se realiza por
medico de un simple inyector de muestras liquidas. Se utilizan sistemas de
vélvulas para situar la muestra en el flujo de la fase modvil, justo en la cabeza
de la columna de separaciéon. Si es posible, se disuelven las muestras en
una porcidn de la fase movil para eliminar el innecesario pico del
disolvente. La columna cromatografica consiste en un tubo recto de pared
gruesa encamisado interiormente con vidrio o tubo de acero inoxidable,
para resistir las altas presiones y la accién quimica de la fase movil. La
mayoria de las separaciones en HPLC se realize en columnas con didmetro
interior de 4 a 5 mm y longitudes que oscilan entre 10 y 30 cm. La fase
estacionaria se retiene normalmente en el interior de la columna insertando
discos de acero inoxidable poroso en sus extremos. Entre las distintas
variedades de relleno se pueden citar las silices para cromatografia de
adsorciodn, las fases enlazadas para cromatografia liquido-liquido, ' los
grupos funcionales de intercambio idnico enlazados al soporte estacionario
para cromatografia de intercambio idnico, los geles de porosidad
especifica para cromatografia de exclusidon, o cualquier otro relleno
exclusivo para un método de separacidn en particular. La columna puede
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ser calentada en el interior de un horno. El detector, conectado a la salida
de la columna, se selecciona en base a la sustancia que se quiere analizar
(Mitler 1988; Scott 1994, Zinder 1979). R

En la Figura 2, se pueden ver el diagrama de un equipo HPLC,: el
equipo consta de un controlador, una bomba, un inyector, un‘c‘i‘g’.tec‘:tor, la
fase movil (reservorio), la fase estacionaria (contenida en la 'columna) vy el
equipo puede o noO estar conectado a una computadora, ‘el Vec>|uipo‘
también puede tener un horno por si es necesario mantener 'Ia"colvu'mna a

cierta temperatura.

|r\5cctor . Controlador Reservorio

I

Bomba

Columna

(Graficador

Fisura 2. anuéma de |osj ccméor;cntcs‘ dc' équipd HFLC

5.3. DETE'c_c'IQN'E'LECT"Réd'piMl'CAI '

Las reaccnones electro ufm:cas como las . reacciones quimicas

de oxidacion . — reduccuén on ‘reacciones de intercambio de

electrones, produc:das en a nterfase de disolucién, En efecto una

reaccion qufm:ca redox o de ntercamblo de electrones es la que se
produce entre un reductor de un sistema y un oxidante de otro en el
seno de una d:solucuén dando lugar al equilibrio. Una reaccién
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quimica de oxido reduccién se produce mediante el contacto. de un
oxidante y un reductor de dlferentes sistemas, - suempre que ' la
termodindamica vy la cmétlca de los mismos. sean favorables para la:
reaccién.

En la Flsura 3 se rnuestran los componentes : necesarlos para

llevar a cabo una reaccnén de electrdlisis (Sdnchez 7987)

GENERADOR J

Disolucion

Ref.: 2 nd.
rlqura 3. MontaJc svrnpl-ﬁcado cn el Proccso dc clcctro'nsls (Sénchcz. 198 l)

Los componentes son. :
.- La celda de e!ectrél 5
.- Los glec,tr_rodo_s.
.- Aparatos de médid
- Un senerador eléctnco,

1a fdisollucién ‘a electrbliza r.

'mv ltlmetros mlcroamperrmetros etc.
que onstltuye Ia fuente ‘de intensidad o

AW

de tensioén necesarla para la: reallzacxén de’la electréhsus
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6. VALIDACION.

Es la evidencia documentada mediante la cual se asegura gque un
proceso o método’ cumplejeficient'emente el objetivo para el que fue
creado (USP 23 7995, Gonigle 1998, Taylor 1986, CIPAM 1990).

6.1. VALIDACIéN DEMETanofs ANALITICOS.

Es' el” proceso : mednante : 'e'lw c"uél se . asegura en forma
documentada- que. un’ método‘ analft:co cumple con el fin para el que
én de un método analitico debe cumplir con

fue creado. La’ val
los parémetros que a contmuacuén se descnben

6.1.1. LINEALIDAD.’ I8

"Es 1a’ habllldad p asesurar que Ios resultados analltlcos o Ios

que “‘se: . obtlenen }por' ,‘una-.' transformacnén matemét:ca son
proporcnonales a Ia cantldad de sustancua L

6.1 .2. PRECISION.'

Es” el grado de concordancié entre’: 'r'esultados anal[ti‘cos

individuales y se divide ‘en: .

a) Repztlbmdad Es la precnsnén de un método analftlco expresada

como . la concordancia . - obtenida: “entre determmacuones
independientes realizada bajo las mismas condiciones.

b) Reproducibilidad. Es 'la  precisiébn de un método analitico,

expresacdla como la concordancia entre determinaciones

independientes realizada bajo condiciones diferentes.
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6.1.3. EXACTITUD.

Es'la concordancua entre un valor obtenndo experimentalmente y

el valor de referencxa

6.1.4. ESPECIFICIDAD

Es*la bapacndad de un método analmco para obtener’ una

respuesta deblda unlc mente a Ia susta c:a de mterés

6.1.5. ESTABILIDAD'JDE'LA" u VTRA.'

muestra preparada para su

Es - la ~pro}'3i‘e.dédV "
cuantificacién, de: conser ar:s tegrldad f|$|coqufm|ca, después de

empo determmado bajo. condiciones

almacenarse durante un

especificas.
6.1.6. LIMITE DE CUANTI'FlchVCIoN.‘,v

Es la mfnlma cantldad de: ustancna que puede ser cuantificada

s condlc:ones esta blecidas.

con prectsnén Y exactltud bajo

6.1.7. LIMITE: DE DET cod

Es'la mrrurna cantldad de sustancia que puede ser detectada (y

no necesarlam‘ente cuantxflcada) bajo las condiciones establecidas.




I, ANTECEDENTES

Se ha reportado, que las concentraciones plasmaticas de
hormonas esteroideas, administradas . como- terapia de reemplazo
disminuyen cuando se administran ev‘n* combinacién ~ con ' -agentes
antibidticos; el mecanismo . se hya" avtrVibuido' principalmente a una
competencia por la mxsma via: metabéllce del cntocromo P450 isoforma
3 A 4 (CYP 3 A 4). En mujeres embarazadas (6 de cada 18) que toman
ampicilina por tres dias, la concentraCIén de estradio! urinario decrece
en més de un 35% (Gonzdlez. y colaboradores 7998). Estudios en
animales indican que la cohéentracién‘sansufnea de etinilestradiol
disminuye significativamente “por ' la - influencia de la ' ampiciling,
neomicina Yy tetraciclina (Weisbers, '7999), Por el contrario el
cotrimoxazole (trimetoprin-sulfametoxazol) produce un aumento
significativo en la concentracién plasmética de etinilestrédiol, por
inhibicion de la oxidacién del estrégeno ( Weisberg, 799?)., o

También, se ha demostrado una:: - int'eracci‘én 1 ~ehtre'

anticonvulsivantes vy anticonceptivos . orales, por nnduccnén de }Ias

enzimas hepéticas y alteracion en la umén a protelnas plasmétlcas la‘~
vfa_ metabéllca

mayoria de los antlconvulsaonantes se- ellmma ‘PO
reacciones ' catalizadas por: el ST
glucotransferasa. Estos medicamentos lnducen < mna.
(CYP 3 A 4) acelerando la hldroxuaoén del estréseno. ’a‘ metabolltos,

inactivos; esto causa disminucidén eh la concentracnén plasmétlca de
los anticonceptivos orales. Asi por ejemplo en un estudto reahzado a
31 mujeres caucdasicas de 20-27 afios a las cuales se les administrd
felobamate (anticonvulsivante de seguhda generacién que se
metaboliza por CYP 3 A 4) por via oral, bajo la influencia de
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anticonceptivos orales. (etinilestradiol /sestodene) se demostraron
cambios en las concentraciones plasmaticas y érza baJo la curva de
sestadone en. un--16% y -42% respzctnvamente tamblén para- el
etinilestradiol se obtuvieron valores |nfer|ores en AUC ¢- 30%) (W//bury
colaboradores 2000). . : ‘

En otro estudio realizado en.. mUJeres dei19-26: anos a las que

se les administrd oxcarbazepina, que se metaboliza: por CYP 3 A 4, en

combinacién con antrconceptlvos Y
levonorgestrel) se observd: que; nohubo dlferencua sngnlflcatlva en
concentracion de estos  udltimos;; . la

cual disminuye en un 32%'y 48 -respecti\/amente También se

9: ‘afios:a ’as cuales se les administréd

evaluaron 12 mujeres de’ 20

topiromato junto con~~ant|concept|vo orales (etinilestradiol vy

norentindrone) se observaron‘camblos ‘5|sn|flcat|vos en la eliminacién

del norentindrone la cual aumenta en: un 20% y la concentracién en
plasma del etinilestradiol: dlsmlnuye en “un- 18-25% (Witbur y
colaboradlores £000). . R

Por otro lado, recizﬁnqtérmérhf 5
la P-glicoproteina (Psp)'en :;l,_é n c riéé farmaco-férmaco. y se ha

‘ba ,de‘s\cy:rito la_ participacién. de

propuesto que ésta puede!
cantidad de farmacos .qu
antineoplasicos, hormoﬁ?s _ o
VI, 7999). La Pgp es iuf\a : ‘ ' :
ampliamente tanto -en. . |

se - encuentra distribuida

ales”  (gastrointestinal, renal,

hepéatico y sistema nervioso ﬁtf ) como’ en células tumorales. La
funcién principal que kdeserﬁpéﬁa esta proteina en la excrecién de

xenobidticos (Tanigawafa x 2000, Burgio y colaboradores,; 7998).
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(AVAN PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha demostrado que alsun >
antlconvulswantes
farmacocméﬁxca

isoforma 3 A 4).
También, se ha >
involucrada en la detoxificacion: d

“(Pp- 'slicc':brdtein‘a

élul as) puede |nteraCC|onar
con el etopdsido. .y estrosémcas modmcando su
absorcién, distribucién y'eliminacién

la administracién snstémtca de Vasentes antlneoplésncos y hormonas

Sin embargo, se desconoce si

estrogénicas pueden presentar mteraccuén farmacocinética.

]
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M OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL i

Evaluar Ia,_lr\ stradlol en ‘la farmacocmétlca de

etopdsidoen’rata ov nectomxzadas

2. OBJETIVO
lmple[ne A cromatosraflco para determinar
etopdsido.en”

Determinar:la:farmacocinética fdef;etop'é,?)idd “en‘ratas

ovariectdmizadas*de‘s”bué,s kdé:,la'édhinistraéié_h' de 17-B-estradiol.

TESIE CON
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VI. HIPOTESIS

Si el etopdsido y el 17-B-estradiol s,ev‘me.tabolizan a través de la
misma via metabdlica del citocromo P450. lsqfofma 3 ‘A 4, entonces
los pardmetros farmacocinéticos del 'ert.épévsvid,o' deteri’ninados‘a.partir
de una administracién oral en 4ratas\,,L'ovari‘ectomizakdas ‘se veran
alterados. PR ' ’
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EQUIPO, MATERIAL ¥ REACTIVOS.

EQUIPO.
HPLC marce Waters, con detector elect_rloqif[micoi marca BAS.
Millipore Simplicity 185. c c

Centrifuga marca HETTICH ZENTRIFUGUEN Unlversal 32.

Balanza SCIENTECH SA-210. .

Bomba de vacid® GAST mod. DOA- PIO4 AA

Potencidmetro CORNING pngter,430.¢ .

Refrigerador REVCO mod. . REF-161 7AT4.

Bano de agua.

REACTIVOS.

Etopdsido Lemery.

17-B Estradiol Sigma Lot. 71K1101.

Agua biodestilada Técnica Quimica Lot. 113.

Metanol grado HPLC EM Science Lot. MX0488-1.

Acetonitrilo grado HPLC EM Science Lot. AX0142-1.

Acetato de sodio JT BAKER Lot. GO1456. '

Cloruro de Metileno EM Science Lot. DX0831-1.

Eter etllico Reactivos y productos quimicos finos Lot. 4419-C.
Acido acético JT BAKER Lot. K10480. -
Hidréxido de sodio JT BAKER T27C52.
2-acetaminofenol SIGMA. ‘
Nitrégeno gaseoso AGA UNO .1066.
Heparina SIGMA Lot. 120K1138.

Ketamina Sector salud Lot 2A54i m CO
Xilacina Bayer Lot AE72292. FALLA Dg ORIGEN
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Yodo al 5%.
Soluciones amortisuadoréé marca PGC SCIENTIFICS.
PH 10 Lot. 3008. ’
pH 7 Lot. 1049.

pPH 4 Lot 1069.

MATERI_AL.

Material para diseccion.

Jaula.

Tabla de diseccién.

Cénula de polietileno calibre PEQO y PE10.
Jeringa de insulina.

Guantes.

Gasas.

Cinta adhesiva.

Lédmpara.

Cubre bocas.

Cofia.

Bata.

Cronémetro.

Bitécora.

Pape! destraza.

Tubos eppendorf de 1.5 mL.
Micropipetas de 100, 200, 25 y 1000 puL.
Espéatula.

Matraz ErlenMeyer.

Matraz Kitazato.

Filtro para fase movil.
Papel! filtro de 0.45 micras.

29



Matraz aforado de 5,10, 50, 100 mL.
Pipetas sraduadas de 5 mL.
Vaso de precipitados.

Termémetro.

TESIS CON
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Vlll ETODOLOGIA

1. DISENO EXPERIMENTAL

En Ia pnmera_parte del estudlo se i plementé un - método por'

HPLC para cua “If far etopésldo en 100 p.L d : sangrz total de rata'y
postenormente ‘el método fue validado: ’ : L :

En: Ia sesunda parte, se trabajé con ratas "'h‘embras Spraguz -

Dawley con‘un peso de 200-300 g, de 8a 10 semanas

A las 12 ratas, se les realizd una ovanectomla bnlateral
dividieron ‘en 2 grupos (n = 6). Al grupo 1 ‘se’le admmxstré una: dosns

diaria de.17- B-estradiol (10 ug/kg de peso) dlsuelto en. acel
por via subcutédnea durante 7 dias. El grupo 2 se utilizd como _controlk

y solo se le administré el vehiculo (aceite vegetal), bajo las: mlsmas
condiciones que el grupo tratado. Después de trascurrido este: tlempol
se procedid® a realizar la farmacocinética de etopdsido administrado

por via oral a una dosis de 20 mg/ks de peso.

TES1S CON X
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2. DIAGRAMA DE FLUJO.
A. Implementacion y. validacidn del método analitico.
o lmp[cmcntacién del método analitico

Validacicon del método analitico

+ | +

Validacion dé! sl'stcmf" Yalidacién del método
[incalidad » ' Precision Linealidadl Frccisiénl E_xactitud
) . Espcciﬁcidad E.stabilidad
oY I_imite de cuantificacion Limite de deteccion

B. Estudio de . la interaccién farmacocinéticas de etopdsido en ratas

tratadas y no tratadas con:17-B-estradiol.

12 ratas SPrasuc—Dawlc5

(ovaricctomizadas)

4 N

é ratas control & ratas tratadas
(vehiculo por 7 dias via (1 7-B-estradiol (10 yg/Kg)
subcutanea) apll’cacl’én por7 dias via subeutanea)
diaria apll'cacfén diaria

2

Farmacocinética de etopé&l’do
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C. Farmacocinética de etopdsido.

Ratas Sprague-Dawley

(canuladas)

“Toma de muestra (100 pl_ de sangre total)

(tiempo cero)

Administracidn de ctopésido (anica dosis de 20 mg/kg)

porvia oral

T oma de muestras (100 pl_de sangre total) alos 5, 10, 15, 20, 25, 30,45, 60,
90, 120, 180, 240, 560 y 480 min.

Extraccién

Cuantl’ﬁcacién por ﬁFLC
D. Andlisis. de resultados:.
C onstruccion de curvas (concentracidn sanguinca contra tiempo)
Analisis farmacocinético

Determinacion de los parametros farmacocinéticos

i

Anilisis estadistico
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3. PROCEDIMIENTOS GENERALES.

Anestesia. s S

Para el procedlmlen

e/ ovariectomia, se ‘aplica una dosis i.m.
de una mezcla de ket ma/kg de S0y xilacina |
mg/kg de peso) :

Para la canulacﬁ
muestras de sai‘nsi"e

necesario para que se

ntes de adm:mstrar el etopésldo
el férmaco se admmlstré med:ante

una cénula oroséstr;ca.
Toma de:muestras:‘sahgur‘néas.‘

El ammal se colocé en decubito dorsal y se canuld la arteria
caudal con una cénula de polietileno aproximadamente a 3 cm de la
base de la cola con fin de facilitar la toma de muestras sanguineas.

=7els CON |
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Determinacion de Ias concentraciones sansulneas de etopésido.

Para la obtencu‘)n de muestras sansufnea de‘ztopésu:lo, la
primera muzstra ‘se tomé mmedlatamente antes,de admmlstrar el
férmacoya Ios 5 10"-15 20 25, 30 45 60 20, 120 V'80’2 ‘0,:360y
480 mnnutos EI volumzn de cada muestra fue ' ang

total. EI etopésndo se: determlné con el mét‘ d d
1 del trabajo) Se expllca brevemente a con
de 100 p.L de sansre total se le ad:cloné 10
(STD interno) a una concentracion de‘O.2

Las ',muestr‘as se extrajeron co"n_:‘“
(éter:cloruro  de metileno 2:1), la. fa
transfiri a8 un tubo cénico de: vidri'

el la concentracnén

maxima (tmay), €l drea bajo la curva (AUC) y el tsempo de vnda medla (t

méxima (CLax), tiempo requendo para alcanzar

%), utilizando el programa \X/mnohn profeslonal versuén 2:1

Andlisis estadlstico.

Para calcular la diferencié F:Vesta‘dfys‘ticarﬁeknvté sisnifiéativa de los
pardmetros farmacocinéticos. entre el srupo tratado Y el grupo control,
se utilizé una prueba t-student Una P menor o igual a 0.05 se
considera estadisticamente susmfrcatnva Esto se realizéd con ayuda del
programa SigmaStat para Windows (version 2.03).
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IX. RESULTADOS
1. IMPLEMENTACION Y VALIDACION DEL  METODO

ANALITICO. S T
1.1. lMPLEMENTAClON DE ETODO.
1.1.1. PROCEDIMIENTO D’ EXTRAC ON,

A 100 uL de sansre t' le. adlcloné 100 HL de STD interno

¢ 2- acetaminofenol a; una co
se agresé 1 mL de soluc:én

Una bomba de lio 'rac16n_

waters,
un AppE de 0900 v Ia fase maovil consnst:
acetato de sodio “75mM pH 4.6 y Acetonitrilo” (7 25

23 un. flujo de
0.8 mL/min. y una columna symetry C18 3.9x150 mm. LA




1.2. VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

1.2.1. CRITERIOS DE ACEPTACION.

En lé Tébla i“l b, se pueden obsérvér los criterios de aceptacién
la validacién del- método analitico (Dwncen  y colaboradores

para
71086, Fleming y colaboradores 71997, CIPAM 7990).

Criterio de aceptacién
Lincalidad del sistema I = 0.98
m =1
b=20
Precision del sistema C.V, <3%
Linealidad del método ¥ = 0.98
m = 1
] b =0
Repetibilidad C.V. < 11%
chroducibilidad C.V. < 11 %
E_xactitud 85al 115 %
E_spccificidnd NinglJHa otra sustancia debe interferir en
la determinacion de ctopésido y estandar
interno
E_stabilidad C.V. < 11%
Limite de cuantificacion 0.2 ug/mL
M
Limite de detecccion 0.05 pg/mL

Tabla 1b. Criterios de aceptacion para la validacien del método analitico.
1.2.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA.
Procedimiento.
Se realizéd una curva con concentraciones conocidas de

etopdsido (0.2, 0.5, 2, 4 y 10 ug/mL), preparadas a partir de una
solucion stock 100 (ug/mL), cada determinacidn se realizd por

triplicado.
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Resultados.
En la Figura 4, se muestran los cromatosramas tipicos obtenidos

al inyectar estdndar interno (2 acetamlnofenol) (A) etopésndo (B) Yy

fase maovil (C), al sistema crcmalosréflco Obtenlendose un tlempo de

retencién para el estdndar mterno “de 95 mmutos’ v para ‘el
etopdsido de 7.25 minutos. .

En la Gréfica 1, se muestra la Imeahdad del sistema,..se sraflca la
plco del STD

interno contra la concentracién ‘de etopéstdo en.un:rango: de O 2 a 10

relacién de alturas del pico de: etopésudo

ug/mL, cada punto representa el peredlo_ dg tres determmacnones,
+ el error estandar (e.e). La Tabla 2 muestra’ Ibs valores tedricos y los
obtenidos experimentalmente del " coeficiente de determinacion r?),
la pendiente (M) Y la ordenada al origen (b). El sistema es lineal ya
que los valores obtenidos experimentalmente cumplien con los valores

tedricos.

[Fimura + Cromatagramas obtenidos al ingectar Z-acetammafenal (AN, ctopdsido (™ u fase

manal (.

&
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Altwra Jeb pico de
CfQPﬂ‘H-{ﬂ (t'n‘

s 4 a 1o 12
s

[

x o E
Cancentrascn Jde etoprosido Yugomi

, me wafica la relacion de alturas del

Caraficn 1. curva de calibricion para el sistem

ctopasda/STD aterne contra concentraciones crecientes Je etopasida.

“ada punto

represents el promedio de tres determinacines 2 el e,

Parametro Valor tearico Valor obtenido
- >0.98 0.9997
m =1 1.2249
b =0 0.0585

Tabla 2. Valores teoricos & los obtenidas :-.\Perimnnknlmentc para el coeficiente de

determinacion. pendiente g ordenadn al ongen.

1.2.3. PRECISION DEL SISTEMA.

Procedimiento.

Se realizaron determinaciones independientes de muestras con
concentraciones conocidas. .(los valores .. obtenidos deben ser
semejantes entre si con un-coeficiente de variacién menor o—~i3uél al
3%). ' I
Resultados.

En la Tabla 3, se muestran los resultados obtenidos para c¢ada

determinacion individual de etopdsido, se utilizaron 5 niveles de
concentracion y la respuesta se manejo en relacion de alturas (altura

del pico de etopdsido entre la altura del pico del STD interno) en cm.
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Concentracion (pg/mL) C. V. (%)
10 (1]
4 1.7699
2 1.0561
0.5 1]
0.2 o

T abla 3. Cocficiente de variacion obtenidos para cada nivel de concentraciédn de ctopésido

conunan=>5%.

1.2.4. ESPECIFICIDAD DEL METODO.

Procedimiento.

Se prepeararon dos muestras, la primera con las sustancias de
interés (etopdsido y STD interno), la segunda sin las sustancias de
interés, el andlisis se realizé por triplicado y nlnguna otra senal ‘se
detectd en el tiempo de retencidn del etopés:do Y STD |nterno

Resultados.

En la Figura 5, se muestra el cromatosréma_ ph 'Vakfl'a"r‘neyzcrlka
de etopdsido Yy estadndar interno (2- acetamomf 'nol ’ l r
de una extraccidn en sangre total con un’ tlemp i

minutos para el estdndar interno. vy 7. 25 rmr\uto ara el etopésndo

(Figura 5A); y un blanco, también obtemdo de una. extraccnén de'
sangre total, sin la adicién de sustancias’ de mterés (Figura 5B). Se
puede observar que ninguna sefal interfiere en la determinacion.
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1.2.5. LINEALIDAD DEL METODO. .

Procedimiento.
Se determind construyendo  una
de etopdsido. Utilizando el meétodo a validar, las

curva con concentraciones
conocidas
determinaciones se realizaron pok duplicado y se graficd la cantidad
adicionada contra la cantidad recupekada.

Resultados. S e

En la Grafica 2, se -oObserva ‘la curva promedio de 2
determinaciones = el e.e. se buede observar que la recta pasa por
los puntos. En la Tabla 4, se pueden observar los valores
coeficiente de determinacién, la pendiente vy la

todos
obtenidos para el
ordenada al origen.

dup’w«la \ g \

C.ml rrmfvcrm{l de

o Do o0 DO D08 o,

Caant adimian de ctopoosida g

Ciralica 2. cona promedio{cantidad adiconada ve cantidad recaperadad n = 2 t el e, e.
[ N Farametro - Valor tedrico o anor obtenido
= =0.98 G.5998
m =1 1.4329
i ) b T =0 B oee7sa
TR Valores tedricos 4 lom obtenidos esprrimentalmente pora el coelioente de
determnaciin, by pendiente g s ardenada al angen.
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1.2.6. PRECISION DEL"METODO.
1.2.6.1. Repetibilidad.

Procedimiento. R R

Se - realizé . la : determinacidn. de. 5 - niveles concentracién de
etopdsido pof sextup?ic’éc}b} bajo las’ mi"smas condiciones  -de
operacién y con el mismo, n'élisga'; o k
Resultados. o i LT : .

En la Tabla 5, se m(;éstran lbs«‘resultados obténidos para la
repetibilidad del meétodo, 'se rﬁanejaron c‘onéentraéiones en un
intervalo de 0.2 ug/mL — 10 ug/mL dye‘etopésido v el coeficiente de
variacion se obtuvo a partir de la relacién de alturas (altura del pico

del etopdsido entre altura del STD interno) en cm.

Concentracidn (p.s/ml_) C. V. (%)
10 10.6874
4 10.0367
2 3.6195
0.5 9.3438
0.2 5.69342

Tabla 5. Cocficiente de variacion obtenidos para cada nivel de concentraciaon de ctopésido,

conunan= §.

1.2.6.2. Reproducibilidad.

Procedimiento.

Se realizd la determinacidn por cuadriplicado de una muestra

con concentracidn = conocida

etopdsido, bajo diferentes

condiciones de operacién y con diferente analista.
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Resuitados.
En la Tabla 6, se muestran los resultados obtenidos para la

reproducibilidad del método, se manejaron concentraciones tedricas
de 2 pg/mL de etopdsido y el coeficiente de variacién se obtuvo a
partir de 1a relaciédn de alturas (altura del pico del etopdsido entre
altura del STD interno) en cm.

l Concentraciéon (}.lg/mL) C. V. (%) I
0.2110 0.7882 1
T abla é. Resultados obtenidos para rcproduci:ilidad del metado, n =4

1.2.7. EXACTITUD.

Procedimiento.

Se realizd la determinacidn de cinco concentraciones de
etoposido por sextuplicado, el promedio se considerd como ,el‘1OO
%. Por ultimo, se calculd el intervalo de exactitud en % para‘éada
concentracion de etopdsido, a partir del promedio obtenido al inicio.y
Resultados. ' ‘

En la Tabla 7, se muestran  los resultados obtenidos para la
exactitud del meétodo, manejando un intervalo de concentraciéon de

0.2 — 10 pg/mL.

Concentracion (ug/ml ) E xactitud (26)
10 94.9 — 107.6
3 88.9 — 109.0
2 96.8 — 106.0
0.5 85.0—-103.3
0.2 92.6 —113.5

Tabla 7. Intervalo de concentracion obtenida para las diferentes concentraciones de

etopasido conunan = 5.
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1.2.8. ESTABILIDAD.

Procedimiento. . o

Se determind por comparécién de la relacién de alturas (altura del pico del
etopdsido entre altura del plco del STD mtemo) de cuatro niveles de
concentracion almacenados a —5 °C por una semana, contra el promedio de

cuatro niveles que se determlnaron el mlsmo dua

Resultados. :
En la Tabla 8, se:.: pued"n‘,, observar los resultados para
e alturas en ¢m de cuatro niveles

estabilidad, se compara_-la relacién:

de concentracion sometiép' ‘condiciones de almacenamiento
(relacidén 2) contra el promvédio'de‘la»relacién de otros cuatro niveles
de concentracién que no estén sometldos a dicho almacenamiento
(relaciédn 1), En la Gréflca 3, _también se observan las. curvas
(concentracién contra relaycién de alturas) de los niveles de
concentracién sometidos a estabilidad y el promedio de los no

sometidos; Se puede ver que las curvas no presentan variacion.

Conec. (pg,/m[_) Relacion 1 (cm) Relacion 2 (em) C. V. (%)
10 1.7934 1.9667 6.5153
4 0.7967 0.8252 2.4917
2 0.3841 0.3700 2.6474
0.5 0.0779 0.0708 6.7567
0.2 0.0381 0.0354 5.3326

Tab'.‘.\ 8. 5-: muestran los resultados del cocficiente de variacion para los niveles de

concentracidn sometidos a estabilidad (relacion Z) yno sometidos a estabilidad (rc[acién ).
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C e entraosion guy ml 2

Cirafica 5. Resultados de estabidad de Las concantraciones sometudas n =59 durante una

semana (A), comparadas o mucstras tratadas sin condiciones de almacenamiento (@).

1.2.9. LIMITE DE DETECCION.

Procedimiento.
Se realizaron diluciones a la mitad de una muestra determinada,

hasta obtener la minima cantidad detectable.
Resultados. ’
La minima cantldad que se puede detectar. es de O. 05 npg/mt.

1.2.10. LIMITE DE CUANTIFICACION

Procedimiento. :
Se comprobd:  si Ia minima cantndad detectable es cuantlhcable

con precision y exactitud. Corno no fue: asn se “incrementaron- las
concentraciones al doble, ‘,vhast,a . obtener la. minima cantidad
cuantificable con precision y exactimd;
Resultados. U

La minima cantidad cuantificable con precision y exactitud es de

0.9 nag/mL.
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Q. FARMACOCINETICA DE ETOPOSIDO DESPUES "DE LA
ADMINISTRACION DE 17-B- ESTRADIOL :

En . la Gréafica 4, se muestran el'promedi ’é;urvas de

concentracién sanguinea de etopésido 'éonira

tratado previamente con 17- B-Estradlol

grupo control. En la Tabla. 9, ksé

farmacocinéticos (drea bajo la curva (AUC)
concentracién maxima (Cha) Y. t:empo de v:da
a partir de la gréfica 4 para. el srupo contro

gl dlsmlnuyen'

acuerdo con estos valores el AUC .
significativamente en el srupo tratado con 17 B estradlol y no’ hubo

cambios en tqhax.
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Concentracién (ug/m{)

T —1 N ¥

100 200 300 400

°

Tiempo (minutos)

Tarofica 4. Concentraciones sanguincas de ctopdsido vs tiempo después de una administracion
p-o.de 20 mg kg en ratas ovariectomizadas control ( @ ) y ratas sometidas a tratamiento con 1 7-

B-cstradiol (O ). Cada punto representa la media £ c.e. de 6 animales.
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GruPo tratado

P

FParametro Grupo control
AUC wgminald 141 £ 22 2844 * P < 0.001
t mun (min) 296 23+ 5 P =0.44
. (g 1.109 = 0.1 0.6 0.1 * P = 0.05
mas (B 7ml)
89+ 17 218§~ P = 0.004

t v (min)

T abla o. Faramectros farmacocindticos de ctopésido en ratas sometidas a un tratamiento previo

de 7 dias con 1 7-B-estradial y en ratas control.

* Diferencia estadisticamente significativa del grupo tratado con respecto al grupo control; los

datos representan el promedio t c.c. de & animales después de la administracion p.o. de

ctopésidn.
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X. DISCUSION DE RESULTADOS

El método obtenido es lineal en un intervalo de concentracién de
0.2 — 10 pg/mt. Este rango se selecciond debido a que todos los valores
de ectopdsido obtenidos experimentalmente estdn dentro de diche
intervalo. El método también es especifico ya que no hay otra sustancia
que interfiera en la determinacion de etopdsido y estdndar interno; es
decir si comparamos el blanco con una muestra, las dos extréfdas Y.
analizadas bajo las mismas condiciones, observaremos que no.se dgtgcta
en el blanco de reactivos ninguna otra sehal que interfiera con :eli"‘ti‘empo :
de retencidn del etopdsido (7.25 minutos) ni con el esténdai’r'interr_i‘é;f(Q.QSr
minutos). o . '
Con respecto a la precisién  observamos ‘que el" ﬁ\étodo ‘es
reproducible ya que el coeficiente de varlacuén fue de: O. 7882 % cuando
el procedimiento se realiza por diferentes analistas vy, en dlferentes dlas Sin
embargo la concordancia entre. determinaciones (repetibilidad) es de
5.6944 - 10.6874 %, pero,:si tomamos- como . referencia los - valores
obtenidos por otros investisédore'sy 'c]ue manejan muestras de . fluidos
bioldgicos como plasma, sangre. u orina veremos que su limite es hasta.un .
15 % y con base en esto podemos considerar que estos valores estédn
dentro del rango (Duncan y co/abafadores 1987, Fleming y colaboradores
7997). La exactitud del método es variable pero de igual manera :sj
tomamos en cuenta los métodbs yé reportacdos esta también esta' déntro"
del rango (15 %) (Duncan 'y co/aboradores 7987, Fleming y colabaradores K
7997). ; :

Con lo que respe:':ta‘a la ke_stabilidad se puede decir que la c‘UkVa‘
sometida a condiciones de alln"l’ace‘namiento, no varia en comparacién con
las analizadas el mismo dfa‘(Gréﬁca 3, pag. 46), por lo tanto las muestras
son estables mantenidas 'a‘ -"'soC ‘al menos durante una semana; esta
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temperatura y este intervalo de tiempo se tomd por fines practicos, va
qQue es un periodo adecuado para realizar el procesamiento de muestras.

El limite de sensibilidad del método es de 0.2 pg/miL de etopdsido
en muestras de sangre total, cabz considerar que si las muestras fueran
soluciones acuosas u orgénicas, sin implicar extracciones en sangre total o
plasma, la sensibilidad aumenta considerablemente, igual que todos los
demés parametros (exactitud, precisidn, linealidad, etc.), y por dltimo el
limite de deteccidn es de 0.05 ug/mtL.

También, es importante considerar que las inyecciones se realizaron
manualmente, en la cuantificacidn se tomaron alturas de los picos en vez
de areas bajo la curva; ya que no se contaba con un método adecuado
para calcular esta. Ademdas de que el detector electroquimico e§ muy
sensible, y presenta variaciones si hay cambios de temperatura en el medio
ambiente, voltaje © por movimientos. Todo lo anterior interfiere en la
determinacién de etopdsido y es por esto que es importante cuantificar el
etopdsido con la ayuda de una curva estdndar realizada por duplicado y
bajo las mismas condiciones de operacién.

En resumen, consideramos que el método es estable, especifico, y
reproducible para determinar etopdsido en 100 pl de sangre total, esto
nos permite realizar la farmacocinética de etopdsido en un solo animal de
experimentacion, lo que se traduce en una menor variabilidad de datos.

Con io que respecta a la interaccidén entre el etopdsido y el 17-8
Estradiol podemos observar que los resultados obtenidos de los
parédmetros farmacocinéticos de etopdsido como Cpa,, AUC v t % ,
disminuyen cuando hay un tratamiento previo con 17-B-Estradiol. El AUC
nos indica de la cantidad de fdrmaco biodisponible, ya sea para ejercer su
efecto farmacoldgico, distribuirse o metabolizarse. El t ¥ nos indica el
tiempo en el cual se ha eliminado el 50 % de farmaco y con esto una idea
general de la eliminacidn. ¥ la C,,., es importante para saber si se alcanza

un nivel terapeéutico.
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Por lo tanto, los resultados obtenidos los consideramos importantes
ya que es posible que el etopdsido no alcance. . una concehtracién
terapéutica, ademas de que permanece. menos tlempo en el organismo
para ejercer su efecto farmacoldgico. )

Estos resultados pueden ser exphcados por Ia compztencna por |a
misma via metabdlica ya que se . ha reportado ..que  al  administrar
concomitantemente estrégenos con otrés férmécds (antimicrobianos Y
anticonvulsivantes) que se metabolizan por la mlsma via (citocromo P450
isoforma 3 A 4 (CYP 3A4)) se sugiere compztencua y por lo tanto cambios
farmacocinéticos en alguno de los férmacos participantes (Weisberg £ y
colaboradores 1999, Wilbur K y ca/aboradore§ éaoa). En otros estudios se
ha demostrado, que algunos anticonceptivos orales como el etinil estradiol
y la gestadona pueden modular la actividad del citocromo CYP 3A4 y con
esto modificar la eliminacién de la nifidipina y el rﬁidozolan (Balogh A. y. -
colaboradores 1998, Palovaara S. y colaboradores £000). )

También se ha reportado que el estradiol puede activar la exbresién
de otras isoformas del citocromo, como por ejemplo:el CYP 3 A.9; va due
en estudios realizados en microsomas hepédticos -de ‘ratas:- hembras se
demostrd que esta isoforma de citocromo .esta éxpresa’da 10 veces mas
que en machos (Wang H. y colaboradores 1997)

En otro trabajo se ha reportado que el etinil estradiol influye en el
metabolismo de la ciclosporina A (farmaco  utilizado en transplantes de
organos); es este estudio se trabajo con ratas hembras Sprague-Dawley, a
las cuales se les trato con etinil estradiol por 5 dias, después se evalud el
metabolismo de la ciclosporina A en microsomas hepéticos por formacidén
de metabolitos primarios (AM1, AMP, AM4N) y uno secundario (AM1c). Los
resultados indican Qque el etinil’ estradiol aumenta la formacion de
metabolitos de ciclosporina A. Se sabe que la ciclosporing A, se
metaboliza principalmente "por citocromo P450 isoforma 3 A 4; sin
embargo para comprobar si el etinil estradiol activa otras isoformas de
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citocromo, se realizé un ensayo de RT-PCR para identificar a las isoformas
del citocromo (CYP 3 A) Que se expresan en presencia de etinil estradiol,
los resultados indicaron que el etinil estradiol aumenta la expresion de la
isoforma 3 A 9 qQue es la responsable de los metabolitos AM9 y AM1cC
(JSéger W. y colaboradores 7999). Por lo tanto, sabemos que el etinil
estradiol aumenta la expresion de otras isoformas del citocromo, como
por ejemplo la 3 A 9, vy es por esto que proponemos que el etopdsido
ademads de estar siendo metabolizado por el CYP 3 A 4, también podria
participar la isoforma CYP 3 A 9.

Por otro lado ia Pgp (P-glicoproteina) que esta ligada al fendmeno
conocido como MDR (resistencia a drogas) en quimioterapia, esta proteina
previene la acumulacion intracelular y el efecto citotdxico de farmacos
anticancerosos ya que activamente los remueve del interior al exterior de la
célula, sin que alcancen su blanco intraceiular; esta proteina esta presente
sobre la superficie lumina! de los hepatocitos, en la mucosa del intestino
delgado y grueso, en el tubulo proximal! renal, entre otros. También se ha
reportado que esta proteina pude ser inhibida por el 17- B estradiol; este
estrogeno activa al enzima Pgp ATPasa y con esto actua indirectamente
sobre la Pgp (Subrasimanyeswara R. U. y colaboradores 7994). Con base en
esto sugerimos que si la proteina Pgp se inhibe por el 17-pg Estadiol, se
daria lugar a que el etopdsido permaneciera mas tiempo en los hepatocitos
y asi estuviera en contacto con el citocromo para que sea metabolizado.

También, es posible que el 17-B Estradiol modifique condiciones
gastricas (pH, secrecién de moco, motilidad), asi como la difusidn pasiva,
el transporte activo y el facilitado por acarreadores. El pH participa en la
absorcioén de farmacos, se sabe que el f&rmaco disociado o ionizado no se
absorbe o lo hace en una pequefia cantidad; también la secrecién de
moco y la motilidad géastrica pueden influir en la absorcidén, por lo tanto si
aumenta la motilidad el farmaco recorre m&s rapido el sistema
gastrointestinal y a medida que aumenta la secrecién de moco hay menos

e
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contacto del farmaco sobre las membranas. El trasporte active y el
facilitado por acarreadores son mecanismos por ios cuales los farmacos
poco liposolubles penetran las membranas, aqui el estrégeno pudiera
influir en la unidn farmaco acarreador o actuar sobre la bomba de sodio y
potasio, también podria modificar la presion osmdtica en la difusidén pasiva,
y con todo esto modificar la absorcién del farmaco.
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