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l. RESUMEN 

El etopósido es un agente antineoplásico derivado de la 

epipodophyllotoxina; el cual se ha utilizado en el tratamiento de 

varios tipos de cáncer. Este compuesto, detiene el crecimiento celular 

inhibiendo a la enzima topoisomerasa 11 del ADN. Por otro lado, 

existen evidencias. de . que las hormonas estero ideas; presentan 

interacciones farmacocinéticas cuando son administradas en 

combinación con agentes anticonvulslvantes y antibióticos. El 

mecanismo de acción, se ha atribuido a la inducción de enzimas 

hepáticas por los estrógenos. Sin embargo, a la fecha se desconoce si 

las hormonas esteroideas pueden también presentar alguna interacción 

farmacocinética con fármacos antineoplásicos. 

En este trabajo, se investigó la influencia del estradiol sobre la 

farmacocinética de etopósido en ratas Sprague-Dawley. Primero se 

desarrolló y validó un método por cromatografía líquida de alta 

resolución CHPLC) para determinar las concentraciones sanguíneas de 

etopósido en micro muestras (1 00 µl) de sangre total, obteniéndose 

un método sencillo de realizar y que cumple con los parámetros de 

validación. En la segunda parte del trabajo, se realizó la 

farmacocinética de etopósido administrado ¡;:>or ,._ví_a_ oral en ratas. 

hembras ovariectomizadas sometidas··a un ._tratamiento ·previo con 17-

IJ-estradiol y se comparó contra .su_ grupo. control al cual se le 

administró solo el vehículo (aceite ve~e~ai). · 

En ambos grupos, las muestras sanguíneas se recolectaron 

durante 8 horas a diferentes intervalos de tiempo y se determinó la 

concentración sanguínea de etopósido con el método propuesto, a 

i'.K'.!:$CON 
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partir de la realización de las curvas de concentración sanguínea de 

etopósido contra tiempo se calcularon· los siguientes parámetros 

farmacocinéticos: la concentración - máxima (Cm.,), tiempo máximo 

(tm_.), área bajo la curva (AUC) y el tiempo de vida media (t 'h), Los 

resultados obtenidos en este .trabajo muestran que; la ·.absorción de 

etopósido dada por AUC y la e~~~ c:Íismiríuyen e'n el grupo tr~tado con 

17-13-Estradiol con respecto ·al.• grupo cÓntrof. Sin 'e~t,'a¡go, la 

eliminación dada por el t 'h parece estar incrementada ~~·:,;;,(grupo 
tratado comparado con el -grupo ·control. Nuestros dato~ >d~;:ri~estran 
que las hormonas estrogénicas modifican la farm~coci~éuC:á de 

etopósido, y aunque éstos no pueden ser extrapolad~~ c::lir~C:tamente 
a situaciones clínicas, se sugiere investigar dichas interacci;;,nes, no 

sólo a nivel farmacocinético sino también a nivel farmacodinámico. 
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11. CONCEPTOS BÁSICOS 

1. FARMACOLOGÍA. 

Es la ciencia :.que estudia la interacción fármaco individuo, se 

divide en dos ramasila,'f~rniaé::odi~ami.a y la farmacocinética. 

1.1. FARMACODINAMIA. 

Los fárm~¿~; '~a~{~la·~:.: rnÓdificando procesos celulares, éstos 

ser·. ~stiniÚ1~do~ ,<:.' 'inhibidos;;. para:: esto·, se:·· debe estimular pueden 

primero ª un reé::ept.6/ é::~1J'W: 16s ·rec~i'.>t6~e:~ son macramo1écu1as 

~á~~~~:s y s;~:~~:~¡,~~~ .¡~~~f ~;;~,/c~~~:~~;e,de:p~:a¡~~:º~ª~r=~:ib~~ 
este mecanismo ·puede ser~ p§; ;~~-titJ'¿¡6·n ~e iJ¡, sistema' en~imático 
produciendo una c~sc~da ·cie'~ reac'ciones o asociado a un canal 

i6nico. Las dos características.:• básic~s· de un receptor farmacolósico, 
- ;_ ~ .. :· L···: - . 

son la afinidad (capacidad de' un fármaco. de fijarse. a un receptor) y la 

especificidad, sracias a: la :e:i.i~(p·ueden diferenciar una molécula de 

otra aún cuando sean parecidas estructuralmente. 

En algunas ocasiones ,el ~receptor no está en la membrana, sino 

en el citoplasma º".nÓ~Jeo~·::en.: este caso los fármacos tienen que 

atravesar la membra~~: celuí~{: para ejercer su efecto farniacol6sico. 

Muchos fármacos no ti;,;nen .:i.in . receptor específico, su acción es 

inespecffica sobre •af~(i~·;;·C:arTlp.;n~nte. También existen fármacos que 

no actúan ·sobre> ·estructuras celulares, ejercen su efecto 

interaccionando fi~Íc;qui~i~~mente sobre el medio. 

1
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La actividad intrínseca, es la capacidad del fármaco para iniciar 

su acción tras su unión con el receptor, .. es frecuente que muchos 

fármacos tengan afinidad por un mismo. receptor, en· este caso se da 

un fenómeno de competencia. Los fármacos P.ueden funcionar como 

agonista (fármaco que además de afinidad. tiene actividad intrfnseca), 

antagonista (fármaco que se une al recéptor.pero no pose.; a.ctividad 

intrínseca), o como agonista parc'ial Uár~a¿b -~ue :tien.e _afinidad por 

un receptor, pero que posee un grado menor:de·actívidad intrínseca; 

este puede actuar como agonista o ·aniag.onista). El fármaco 

antagonista impide que un fármaco ago~ista se una al receptor 

(antagonismo competitivo), por ejemp.lo, un· fármaco A (agonista que 

presenta afinidad y actividad intrínseca) :y un fármaco B (antagonista 

competitivo puro que presenta afinidad y áC:'tividad intrínseca nula), la 

relación entre la presencia del fármaco B ·-y el incremento de la . . 
concentración del fármaco A es nece.sario para mantener el nivel de 

respuesta; si disminuye 1a:·cantidad de· fármaco A que se une al 

receptor disminuirá el efec;t() total (Herdmen y co/eboredores 1996; 

Goth y co/eboredores 1984)_; 

1.2. FARMACOCINÉTICA. 

Comprende una serie 'cie"procesos denominados L. A. D. M. E 

(Liberación, Absorción, Distribu.ción, Metabolismo, Eliminación). Todos 

los fármacos pasan por estos procesos, las formas farmacéuticas 

intravenosas son las únicas que no tienen proceso de liberación y 

absorción ya que van directo a la circulación sanguínea (Glrdi.-voocl, 

1992, Goth, 1984). 



ABSORCIÓN. 

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

aplicación a la circulación sanguínea, de aquí se deriva el término de 

biodisponibilidad que se refiere a Ja cantidád. de fármaco que llega a 

circulación sanguínea para ejercer su ·efecto ··farma~oJÓglc.; y a que 

velocidad ocurre esto. 

La absorción depende de varias car~ct~·rrs~ica~:qu~ puéden ser 

las relacionadas con el fármaco, el · p;eparado .fa~macé~ticC> .:o el 

organismo. Para el fármaco tenemos .. la' lipos<:li'ubllidad: ,g~~do de 

ionización, peso molecular, estructura y form~ :c:le la•. parÚcul~/ entre 

biodisponibilidad depende del tipo. de. 'r;,~Bica;,,ento 
aplicado, en una escala de mayor ª. menor t;,,n~~os~ soíJ~iones 
intravenosas (iv) - soluciones - suspensiones .- cápsulas ::.:·.tabletas. 

otras. La 

Por último, las relacionadas con el orga~ism<:l son: la.~d~d,.~I sexo, la 

raza, las condiciones alimenticias, etc. (Haá::lman,;f9.9Ó;;Gpth, 1984). 

DISTRIBUCIÓN. 

Es el paso del fármaco de circulaciÓr1· ·.sanguínea a otros 

compartimentos. La forma de distribución de los·' fármacos depende 

de factores fisiológicos y de ciertas propied;;d~s· fÍsicc:;'químicas de 
- .,· .. , ' . 

éstos. Puede distinguirse una fase inicial de~distribución determinada 

por el gasto cardiaco y la circulación sanguínea, la segunda fase de 

distribución de una fármaco, también esta limitada por el flujo 

sanguíneo e involucra una fracción de la masa corporal mucho más 

grande que la primera fase. La difusión en el compartimento 

intersticial; se produce rápidamente debido a la gran permeabilidad 

de las membranas endoteliales capilares. Los fármacos que no son 
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liposolubles y que atraviesan poco las membranas tienen una 

distribución restringida y, por ende,_ tam_bién son restringidos sus sitios 

de acción. La distribución puede e_star también limitada por la unión 

del fármaco a proteínas- pÍasrnáticas, especialmente a la albúmina para 

fármacos ácidos y a ia:g1Uéoprot-eina cx1 para los fármacos básicos. Un 

fármaco que se ,une 't('.)talrnente :y con firmeza,· no tiene acceso a los 

sitios celulares•·cieYad'.:ión, ni puede nietabolizarse ni eliminarse: Los 

fármacos ~~ede~/ aO::umulars~ ·• en··- los.- t~jidÓs a. cori~ent~aciones 
mayores que I~~ ~s~;;;radas de acuerdo con el eqUilibrio'· de difusión, 

como> result¡;do ·de gradientes · de pH, :•unión ··con - constituyentes 

intracelulares o·<. disoJ_uC:ión en i la grasa•· <Hardm"a~ -·.y colaboradores 

7996). 

METABOLISMO. 

Son los cambios· bioquímicos.:que •se· realizan en, el organismo 

por IOs cuales los fármacos· se• é::onvierte~'-eíl 'for~as rn'ás fácilmente 

eliminables.-_- El _:metabolis'mo-~· ju~t~-~·_:-~-6~:~:;1~ ~;¡~~e~ión,_: constituyen _los 

procésds de eHr'ninaciÓn. en· Ja ellminacion p06;.'ri,~t~'bolismo,;~rimero 
se lleVa acab~ .. rfl--i-~-activac'iÓ-n · de~~ia- ·n,·01éC:ü1B\ ·por< me-diO de ~~~-~-cio~es 
de oxidación y reducción, hidróÚsis ~ d~~~-~rb'é:>>Ci1~d6n, dan~~ l~sar a 

rnetabolitos que puecien · ser•inaci:ivos'.ó activos. Los· metabolitos se 

conjugan con un sustrato endógénc:i;•:.cómoiel ácido glucurónido o el 

sulfato y son excretados• en\1~ 'i:,i'us''.' tos -'sistemas enzimáticos que 

intervienen en Ja transformaciÓn.-de: muchos fármacos están ubicados 

principalmente en el retlculÓ endoplasmático liso hepático, estas 

enzimas también están presentes ·en otros órganos corno el riñón y 

epitelio gastrointestinal. LÓS fármacos absorbidos en el intestino son 

expuestos al efecto del primer paso, éste presenta la acción 

f TESISCON 6 

:- .'--:..LA DE OBIGEB 



combinada de enzimas epiteliales gastrointestinales y hepáticas 

metabolizadoras que pueden evitar la aparición de un fármaco en la 

circulación después· de Ja adniinisÚación : oral: enzimas 

microsomales catalizan las conjugaciones de:'glucurónidos y casi todas 

las oxidaciones de los fármacos: Las reacciones de reducción e 

hidrólisis son catalizádas ·'·par·· e'nzimas'. microsomales y no 

microsomales. La lipo~6Jubilidad es un ndqu~rimiénto im~~rtante,. pero 

no el único, para·· que< un fármaco sea inetabolizado por Jos 

microsomas hepáticos, esta· propiedad favorece la penetración del 

fármaco en el reHculo endoplasmático y su unión al citocromo P450, 

componente primario del sistema de enzimas oxldativas · (Hardman y 

colaboradores 1996; Goth y colaboradores 1984; Glrd1Nood y 

colaboradores 7992). 

ELIMINACIÓN. 

Los fármacos se eliminan . del organismo sin modificarse 

(excreción directa en orina) o bien como metabolitos (metabolismo). 

Los órganos excretores eliminan con mayor eficacia . C:o'rrl'pilést6s 

polares que sustancias de gran liposolubilidad. Por esto l.;s fárn'.acos 

no se eliminan fácilmente hasta que s~'';,;étabCJli.Í!:an a· Jiposolubles 

compuestos 
- . . . _- ~ -· - ~··_·. . ·-· - ·- . . ' ' 

más polares (metabolismo):. La excreción;'·: Í,en.a1:· del 

fármaco y metabolitos en orina iri}¡:>liC:an' tn;;, pr;.;c:;¡,;5¿5; \iiit~~é::iÓ~ 
glomerular

1 
secreción biliar.: a-~ti'va_ y: í€:ab50-~ción -. -:.'t~b~I~~ pasiva. La 

cantidad de fármaco. que.• penetra. a Ja luz tubular por filtración, 

depende de su unión frac~·i.;n~·¡ ~··'prc:;teínas del plasma y de su tasa 
·:-,.".-º .-.-_,; -- ·:·· . . , 

de filtración glomerular. (Hardman y colaboradores 1996; GlrdiNood y 

colaboradores 1992). 

'TEIDS ro» 
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2. CÁNCER. 

Es un padecimiento que se origina a partir de la alteración de 

una de las muchas células del organismo, las cuales empiezan a 

dividirse en forma autónoma, dando lugar a millones de células como 

ella, capaces 'de auto replicarse e invadir el organismo (Clarysse y 

colaboradores 7976). 

2.1. TIPOS DE CÁNCER. 

Existen unos .. 200 tipos de células distintas en nuestro organismo, 

y si bien en.' principió'. cualquiera de ellas puede potencialmente 
. :'.: ;',. ' . . 

originar . un cáncer> en realidad el 90% de estos padecimientos -son 

generados '• po,r ·células epiteliales (carcinomas). Los otros .tipos 

mayoritarios· . ci'e ' '¿~n~eres son derivados de células-: dei.,'. tejido 

conectivo o ril~sc~lar (sarcomas), de la sangre (leuc~;,.;ia,i,~ linf.;mas, 

mielomas), o< de.' .. :· c.élulas del sistema. nervio.so, .<n.~ure_blasta'mas, 
gliomas) (Cortinas y c.;laboradores 7 990; Pardo 7988)~:. · '' 

2.2. CARACTERÍ~TIC;.._S DE UNA CÉLULA.C,A.~C~Rg~""; 
Estas células .alteradas se pueden identificar. por: :·- · 

1. Su morfología·~ - -· -· · _ ·-'=~-·._, _>.'·· _:· ____ •· _ 

2. Las modificaciones de - su meníb'r~-na( externa,. que alteran su 

comunicación con ·e1 exterior '.Y ¡E;:·· confieren propiedades 

inmunológicas especificas. 

3. Su proliferación autónoma.: 

4. Las alteraciones tanto de su material genético, como la expresión 

de la información contenida en él. 

(Cortinas y colaboradores 7990; Pardo 7988). 
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2.3. CARCINOGÉNESIS. 

Es el proceso: secuencial a través del cual una célula normal, 

sometida a un cC>ntrC>I ri~uroso de su proliferación,. u.bicación territorial 

y expresión genética, se'-transforma en una• célula» qué expresa en 

forma inadecuada g~nes iC:i'ue )iteran· slJ pr61íf"";áci6n y su patrón de 

diferenciación; -16: que~ la· 1.1eva.ia 'invadir . el C.rsanis;;,o ._ ccortin~s y 

colaboradores /9~f?:S-,:'¡;;:~):1k~~?;';f • ·- < 

2.4. MECANISMO DE LA'CA:C:1NO~~~~s1s; 
El desarrollo 

exposición (unas 

--- .. ::·";":> :.> ·¡.~\:_' . 

del c~."lb~; puede comenzar 

cuantas _horas .. : o'. días) a una 

con 

forma 

una breve 

activa del 

carcinógeno, sin que se requiera la presencia de este como tal. La 

breve exposición al carcinógeno no produce una célula cancerosa, 

sino una célula iniciada que puede ser estimulada diferencialmente a 

dividirse para formar un foco proliferativo bajo la acción del 

promotor. La población celular resultante presenta a su vez, un mayor 

riesgo de sufrir un segundo evento raro, a partir del cual se genera una 

nueva población dotada de un crecimiento autónomo y que puede 

considerarse como el comienzo real de la neoplasia, fase e.onecida 

como progresión tumoral (Cortinas y colaboradore;s. 1990; Bruce 

1990). 

2.5. TERAPÉUTICA. 

La etapa en la que se detecte el cáncer es importante para saber 

el tamaño del tumor, lo extenso de las células cancerosas y si ha 

diseminado a otros órganos. El tratamiento para el cáncer puede ser a 

n:S1S OCti 
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partir de cirugfa, terapia hormonal, quimioterapia y/o terapia de 

radiación; el grado o. la etapa del cáncer determinará el tipo de 

tratamiento. En la cirugfa se extrae el tumor y/o órganos afectados en 

caso de que haya diseminado. La terapia hormonal (en el cáncer de 

mama), consiste en disminuir la concentración de hormonas . . 

circulantes. La quimioterapia, es un tratamiento a base de fármacos 

que detienen el crecimiento tumoral. Y por último, la terapia con 

radiación detiene el crecimiento de células cancerosas. al reducir su 

capacidad para reproducirse (Gonzátez y colaboradores 1998; Bruce 

7990). 
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3. ETOPÓSIDO. 

El etopósido es un derivado semisintético de la 

epipodophyllotoxina;. ·extraída de la planta de la mandrágora. Se 

conoce como VP~16, · ,;¡e· ;utilfza ·.en. el ·tratamiento de cáncer de 

testículo, contra los 'carCinomas. de células pé:queñas de. 'pulmón, la 

enfermedad ci~'. Hod;iki.ÍÍ•;yF10~' !in.fornas no Hodski~, la 1'eucemia no 

linfocítica .aguda;~;e1•'éá~dn6made ~am~ y·e1 ~~arccim·a.'cie K'!posi 

asociado. co~ ;~1?~r9ci[6~e ¿¡~ ¡·ri·;,;un~~~fÍ~iei';cid' ~c:Í~uiriciá •.(Duncan y 

colaboradores•7,986)ié· <:_. '' 
';._. ' ;_;e'~'·~· ; •• 

3.1. MECAN1s/Í.\O.DE P.:cc10N'Y • · 

El etop~sido inhibe la síntesis· de ADN d nh1el; de& la· fase .s ·.tardía 

y G-2 del ciclo celular, provoca un rOmpiinient.o'por:in~errupcióri de la 

ADN topoisomerasa 11. '<•i :'< o/:'' '. 
Las topoisomerasas del ADN ·· :so'n ,; enzimas·· nucle'ares: que 

controlan, mantienen y modifican las· e~irS~i¿¡.~_~;~;la(topcilogía del 

ADN durante los procesos de replicadón •/' traslación ·ci~1 ·n1aterial 

genético. Los fármacos anticancerósos que :éjércen.:su :acción a este 
" r 7•• , .. _.- '• ,•' -- _, ,~'"" , ' ··; ,- < ; ::'• • -.~ •' :' • •,O 

nivel estimulan y estabilizan los coniplej~"'~-1\~r:.,~er'l~iii,a,p~óv.C,c~ndo I? 
escisión mantenida de la cadena (Hardman. y co!ábcira_dores · 7996; 

Bruce 1990). 

3.2. FARMACOCINÉTICA. 

La administración oral de etopósido resulta en una absorción de 

aproximadamente el 50 % del fármaco. Después de su inyección 

intravenosa, se observan concentraciones plasmáticas máximas de 30 

TI~ .CON 
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¡tg/ml; existe un patrón bifásico de depuración, con vidas medias de 

3 y 12 horas. Alrededor del 30 al 45 % ·de una dosis administrada es 

excretada por orina, dos tercios en forma de fármaco inalterado y un 

tercio como metabolitos, el principal metabolito detectado es el 

hidroxy acid (4'-demethylepipodophyllic acid-9-(4,6,-o-ethylidene

beta-D-glucopyranoside)), existen otros que también se han 

reportado como el cis(picro)lactone, aglicone y· los productos 

derivados de la oxidación del anillo dimetoxifenol y por· últi,;;.·;;._ es_tán 

los que se forman por conjugación del fármaco ; con· .er· áéido 

glucurónido y el sulfato. La concentración de etcipÓsido en. el líquido 

cefalo raquídeo (LCR) oscila entre 1 y 1 o % de los· valores 

plasmáticos. El etopósido se metaboliza en el hígádo-•~po~ cítÓcromo 

P450 isoforma 3 A 4, y un 15 % • e; re',;~~erádo::'e~. •las heces 

(Henwood y colaboradores 1990; Hardman y colaboradores 199Ó; Lo 

y colaboradores 1999). 

En la Tabla 1 se presentan las características farmacocinéticas de 

etopósido administrado por vía oral en una dosis de 200 mg/m' en 

niños (Clark y colaboradores 7987; Sinkule 7984). 

1 f'AKAME.TKO VALOR 

1 

1 

1 

51odi:oponibilicbd (-r.) 52± 17 

t 1f: (hr.-) 7.2 ± 1.9 

Vofume.n de di~tr-ibucit'.Jn CL/m') 15.2 ± 6.3 

E_limin~ción {min. mL/ m'-) 24±8.7 

r .. hla 1. rar·.:ínu"':tn:•:. l.:u·n1."'IC:n.-_.,,~t1co:. de:"' r.tc.. .. pl.'1:.1e.:~c .. .adm1111:.tr.,dn r·c•r \.'Í.:l cu•.;tl C".fl uri.t ,J,,~í:-. de 

.!'--'-=> m.~!._,.•~1: ((:l.u·l:.1¡ LCJ/....,bnroJdcnr. .... '~"'.._"1_,'P). 



3.3. INTERACCIONES FARMACOLÓGICAS. 

Se ha comprobado un sinergismo del VP-16 con adriamicina, 

cispJatino y vinblastina y con la 4-hidroxiperoxiciclofosfamida. En el 

tratamiento de Ja leucemia linfática aguda se ha observado una acción 

sinérgica con ciclosporina A, sin embargo se produce una gran 

toxicidad sobre el SNC y el hígado. Investigaciones recientes indican 

que el verapamilo aumenta la toxicidad del VP-~ 6· "ar· i~-~ibir su salida 

de la célula. Se ha demostrado que el tamoxifén. inhibe ,la eliminación 

de etopósido, provocando toxicidad sobré" ·el: SNC (González y 

colaboradores 1998; Burgio y colaboradores.'199'8:;·· 

Se sabe que la absorción de etopósido es errá_tica y por ende 

presenta baja biodisponibilidad; en un estudio realizado ·se comprobó 

que una dieta rica en flavonoides podría aumentar._ la ':absorción de 

etopósido, esto se atribuye a que los flavonoides modulan la 

actividad de una proteína denominada P-glicoproteinCI (Pgp)'que de 

forma normal se encuentra presente en el tracto gClst:róiritestiiia1; y '·que 

esta relacionada con la baja absorción de " ~¡;;,~ósí'do (lo y 

colaboradores 1999). 

3.4. EFECTOS SECUNDARIOS Y TÓXICOS. 
. . 

La neutropenia es la toxicidad más frecue~t~ y a' la vez la 

limitante de la dosis, tiene un intervalo de tiempo de 1 O y 1 4 días, 

con una recuperación entre 16 a 21 días. Se ha observado, que las 

dosis únicas semanales son más mielotóxicas que las dosis iguales 

fraccionadas durante Ja semana. Aparece alopecia leve en un 90% de 

los casos, que es reversible incluso durante el tratamiento. En un 

tercio de los enfermos, y sobre todo tras la administración por vía 

~~ 'i, 
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oral, aparecen náuseas y vómitos. Menos frecuentes son la diarrea y la · 

anorexia. Aunque raros, también se describen: estreñimiento, disfagia, 

dolor cólico y sabor metálico, asf como estomatitis. Se han descrito 

también, leves disfunciones hepáticas reversibles, consistentes en 

hiperbilirrubinemia y elevación· de las fosfotasas alcalinas. Si las 

administraciones intravenosas son rápidas, pueden aparecer casos de 

hipotensión y reacciones de hipersensibilidad, con escalofríos, fiebre, 

eritema generalizado, prurito, broncoespasmos y taquicardia. Como 

consecuencia de la rápida lisis de las células neoplásicas, puede 

aparecer hiperuricemia. Algunas veces los pacientes pueden quejarse 

de neuropatfa periférica, pero es raro y de carácter leve. ·se han 

descrito reacciones anafilácticas en el 1-2% de los casos. Son muy 

raros el prurito, dolor en el lugar de la inyección y la flebitis ( Gonzá/ez 

y colaboradores 1998; PLM 1999). 
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4. ESTRADIOL. 

4.1. HORMONAS :ESTROGÉNICAS; 

El ovario es capaz de. convertir acetato en colesterol y 

posteriormente a otros esteroidei/. La formación de estrógenos por los 

folículos ováricos .está r~~~l~c:Í~é:'PC>~ la hormona foliculoestimulante 

<FSH). Los efectos de•~sta'SsÓ~ac:Í6trofina están mediados por la 

formación y acción'- p;;~t:¡¡c;-¡: ; d;.• 3 • ,S • -monofosfato cíclico de 

adenosina (AMP cfclicC>).' ~¡~~ti"~~: que la unión de este nucleótido 

cíclico resulta en un_ iílcr~_m~-gto< de' la cadena lateral del colesterol, 

llevándolo a pregnenoloSn;:;·i:8'5''.estrÓgenos se forman en definitiva con 

androstenedlona o testosi~r6~~.
1

como precursores inmediatos. De los 

estrógenos humanos p~inci.pales':.e1 ·17-JJ estradiol es el más potente y 

el principal producto sec:';~_l:6'ri6:.:,\:¡~1 ovario, se oxida fácilmente a 

estrena, que a su vez ·pu~Cl;¿; hi~irat~rse y pasar a estriol. Estas 
. ··"-·.: ._, .. ,_ ··.·. o; 

transformaciones tienen lugar principaÍmente. en el. hfgado, donde hay 

interconversión libre entre la: ~'strÓna y ,e_I_ estriol, y se excretan por la 

orina como glucorónidos y sí'.íÍfatÓs:: El etinilestradiol. es un derivado 

estrogénico de importancia q'ue: se. usa._como anticonceptivo, _este 

estrógeno después de. una_, ing':sti.Ól'l C>~al se absorbe en un 40 a 50 %, 

pasa a la circulación sistél11ica. con:_una variación interindividual del 1 o 
al 75 % y el resto es meta_bolizado por el efecto del primer paso, se 

hidroliza y se conjuga con el ácido glucurónido a través del 

citocromo P4SO isoforma 3 ·A 4 (Hardman y colaboradores 1996; 

Weisberg 1999). 

1 fAL~ ~GEN l 
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4.2. HORMONAS ESTROGÉNICAS Y CÁNCER. 

El concepto de hormonodependencia; inicialmente intuitivo, ha 

abierto una vía nueva ·de tratamiento para ciertas neoplasias. De este 

modo, la hormonoterapia se.. ha constituido como una parte 

importante del tratamiento estándar· de algunos tumores 'malignos, 

como el carcinoma< d~ marn.a, de. próstata y enciorli~triC>. ';A., final~s del 

siglo pasado se empezaron a practicar: oc,.fcir.;;C:t6mias a mujeres 

premenopáusicas con cáncer de mama ; a~a~zacid,·· observándose 

mejorías clínicas en algunas, de igual maner'a; en :1-94~. se practicó la 

orquiectomia para tratar el .cáncer de. próstata dando resultados en un 

porcentaje elevado (González y colaboradores 1998). 

Evidencias, tanto experimentales como clínicas han demostrado 

que determinadas hormonas desempeñan un papel importante en la 

inducción de la proliferación de algunas neoplasias, tras su unión con 

un receptor citoplasmático. La hormonoterapia, actúa interfiriendo esta 

acción inductora del crecimiento tumoral. También, existen los 

tratamientos hormonales farmacológicos, que consisten en la 

administración de fármacos (hormonas exógenas) que modifican la 

homeostasis hormonal del tumor y así inhiben su crecimiento, este tipo 

de tratamiento puede ser a su vez, aditivos (estrógenos, andrógenos, 

progestágenos, corticosteroides), competitivos (antiestrógenos, 

antiandrógenos, antiprostágenos) y inhibidores (análogos de la LHRH, 

inhibidores de la aromatasa como la aminoglutetimida y los inhibidores 

de la androgénesis como el ketoconazol) (González y colaboradores 

1998). 
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5. CROMATOGRAFÍA. 

La cromatografía es un método fisicoqufmico de separación, -en 

la que los componentes a separar se distribuyen entre dos -fasesi una 

estacionaria, de gran desarrollo superficial, y otra móvil, que pasa a 

través o a lo largo de la fase estacionaria. Cuando :se introduce en el 

sistema una mezcla de sustancias, se· sene.ra ..;na· serie-,de_ eq~ilibrios 
de distribución entre las dos fases, generalmente de di~tinÚ m~g~itud 
para cada componente de la mezcla, por lo que cada únÓ-·C:fEi ~11.;~ se 

desplazará con diferente velocidad a lo. largo; del '~idte"~a (Miller ·.,, 
7988). 

5.1. TÉCNICAS CROMATOGRÁFICAS. 
. ····, _.< <: . 

Existen diferentes. técnicas crom~tog~áfic~s que . se pueden 

clasificar de. acuerdo a· 1a n~tur'~le~~>dé Í~;fas~ rlióvff~Y- del· tipo de fase 

estacionaria .. En el' Figura '1/ sei mÜesfra: la'rclasÍflcación·sÍmplificada de 

diferentes técnica~ cro;,,at'?~;á'.frca;1 ~~ ,a:2ú~_~:cic{"-ª;,la naturaleza de la 

fase móvil y la estaC:ionaria::_ - - ' 'f> : : _;;--~ <·::; 
~.~'·· 

=~=-L•:l2J~~;~~~l~1~-I 
\ - / 1 Columno 1 1 Columna Columna Columno 

Nombre s•• 11.:¡uido' G·· .- .ólido rlukf. o 1 Li9uido-.óltd Crolatc:o~r ... ífa 1 lntercaLbto 
Supe.-c.rftico de e•u:.lus1ón fónico 

L"9uldo-Liquido Cn:nnatog,raÍla 
de partición 

C•p• Í1na, f'apc:I 

Figura 1. d3.sil=ícac:ión de las diferentes técnicas cromatográfica.s. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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5.2. CROMATOGRAFÍA DE LÍQUIDOS. 

la cromatografía de líquidos de alto rendimiento Chigh performance 

Jiquid chromatography, HPlC) no está limitada por la volatilidad o por la 

estabilidad térmica de la muestra, es capaz de separar compuestos 

iónicos, sustancias poHmeras y una gran variedad de productos 

polifuncionales de alto peso molecular. la separación cromatográfica en 

HPLC es el resultado de las interacciones específicas entre los compuestos 

de la muestra, la fases móvil y estacionaria. Como ya se mencionó 

anteriormente Ja cromatografía de líquidos consta de una fase estacionaria 

(contenida en la columna) y una fase móvil, esta última es suministrada a la 

columna mediante un sistema de bombeo, capaz de trabajar en un amplio 

intervalo de presiones y flujos. La introducción de la muestra se realiza por 

medio de un simple inyector de muestras líquidas. Se utilizan sistemas de 

válvulas para situar la muestra en el flujo de la fase móvil, justo en la cabeza 

de la columna de separación. Si es posible, se disuelven las muestras en 

una porción de la fase móvil para eliminar el innecesario pico del 

disolvente. la columna cromatográfica consiste en un tubo recto de pared 

gruesa encamisado interiormente con vidrio o tubo de acero inoxidable, 

para resistir las altas presiones y la acción química de la fase móvil. La 

mayoría de las separaciones en HPLC se realiza en columnas con diámetro 

interior de 4 a 5 mm y longitudes que oscilan entre 1 O 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 sílices para cromatografía de 

adsorción, las fases enlazadas para cromatografía líquido-líquido, Jos 

grupos funcionales de intercambio i6nico enlazados al soporte estacionario 

para cromatograffa de intercambio iónico, los geles de porosidad 

especifica para cromatografía de exclusión, o cualquier otro relleno 

exclusivo para un método de separación en particular. La columna puede 

, TESIS CON 
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ser calentada en el interior de un horno. El detector, conectado a la salida 

de Ja columna, se selecciona en base a la sustancia que se quiere analizar 

(Mi/ter 7988; ScoU 1994; Zinder 1979). 

En la Figura 2, se pueden ver el diagrama de un equipo HPLC, el 

equipo consta de un controlador, una bomba, un inyector, un dete~tor, Ja 

fase móvil (reservorio), la fase estacionaria (contenida en la columna) y el 

equipo puede o no estar conectado a una computadora, el equipo 

también puede tener un horno por si es necesario mantener la Columna a 

cierta temperatura. 

Controlador 

E;.omba 

Gr-afieador 

Figura 2. Esc¡uema de los componentes del e9uipo HFLC 

5.3. DETECCIÓN ELECTROOÜÍMICA. 

Las reacciones electroquímicas, como las reacciones químicas 

de oxidación reducción,. _son reacciones de intercambio de 

electrones, producidas- en 1.a 'interfase de disolución. En efecto una 

reacción química redox o· de· intercambio de electrones es la que se 

produce entre un rec:iuctor de un sistema y un oxidante de otro en el 

seno de una disolución dando lugar al equilibrio. Una reacción 
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química de oxido reducción se produce mediante el contacto de un 

oxidante y un reductor de diferentes sistemas, siempre que la 

termodinámica y la cinética .de Jos mismos sean favorables para la 

reacción. 

En la Figura .3/se muestran los componentes necesarios para 

llevar a cabo una reacción de electrólisis (Sdnchez 7987). 

Disolución 

Reí. fnd. 
Figura'· Montaje 5Ímplifi~ado en cl_P'"-::'~cso dc-clcctrolisie'> (Sánchez, 198 1)~ 

Los componentes·son: 

1.- La celda de electrólisis con la ·disolución a electrolizar. 

2.- Los electrodos. 

3.- Aparatos de medida·: milivoftímetros, 'rnicroamperímetros, etc. 

4.- Un generador eléctrico> que; constituye la fuente de intensidad o 

de tensión necesaria ·para Ja realización de· la electrólisis. 

um-zcVN 
FALLA DE ORIGEN 
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6. VALIDACIÓN. 

Es la evidencia documentada mediante la cual se asegura que un 

proceso o método cumple eficientemente el objetivo para el que fue 

creado (USP 23 1995, Gonig/e 1998, Taylor 1986, C!PAM 1990). 

6.1. VALIDACIÓN DE MÉTODO_S ANALÍTICOS. 

Es el proceso mediante el cÜal se asegura en forma 

documentada que. un: método analítico cumple con el fin para el que 

fue creado. La .va-lida~ión- de un método analítico debe cumplir con 

los parámetros que-'a e:.;nt-Ínu~~iÓn se describen. 

6.1.1. LINEALIDAD; 

Es la habilidád P'~ra- asegura-r que los resultados analíticos o los 

que se obtienen por· una transformación 

proporcionales a· la cantidad de sustancia. 

6.1.2. PRECISIÓN. 

matemática son 

Es el grado de concordancia entre resultados analíticos 

individuales y se divide en: 

a) Repetibilidad. Es la precisión 

como la concordancia 

de un método analítico expresada 

obtenida entre determinaciones 

independientes realizada bajo las mismas condiciones. 

b) Reproducibilidad. Es la precisión de un método analítico, 

expresada como la concordancia entre determinaciones 

independientes realizada bajo condiciones diferentes. 
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6.1 .3. EXACTITUD. 

Es la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y 

el valor de referencia. 

6.1.4. ESPECIFICIDAD. 

Es' la .cap·acidad de .un 'método analítico para obtener una 

respuesta deb_ida únicámente a la sustancia de interés. 

6.1.S. ESTABILIDAD DE.LA MUEkTRA. 

Es la propiedad d_e, una muestra preparada para su 

cuantificación, de conservar/su·. integridad .fisicoqufmica, después de 

almacenarse durante· un t_iempo . determinado bajo condiciones 

específicas. 

6.1 .6. LIMITE DE CUANTIFICACIÓN .. 

Es la mínima cantidad __ de::sustancia ·que puede ser cuantificada 

con precisión y e~actlt~débajo las co~di~iones establecidas. 

6. 1. 7. LIMITE. DE DETEcC:1ó~; 

Es la mínima cantidad de sustancia que puede ser detectada (y 

no necesariamente cuantificada) bajo las condiciones establecidas. 

Fl·..LLJ.. DZ OP.1GIN 
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111. ANTECEDENTES 

Se ha reportado, que la·s concentraciones plasmáticas de 

hormonas esteroideas, administradas como terapia de reemplazo 

disminuyen cuando se administran en combinación con agentes 

antibióticos; el mecanismo se ha atribuido principalmente a una 

competencia por la misma vía metabólica del citocromo P4SO isoforma 

3 A 4 CCYP 3 A 4). En mujeres embarazadas (6 de cada 1 8) que toman 

ampicilina por tres días, la concentración· de estradiol urinario decrece 

en más de un 35% (González y colaboradores 1998). Estudios en 

animales indican que la concentración sanguínea de etinilestradiol 

disminuye significativamente por la influencia de la ampicilina, 

neomicina y tetraciclina ( Weisberg, 1999). Por el contrario el 

cotrimoxazole (trimetoprin-sulfametoxazol) produce un aumento · 

significativo en la concentración plasmática de etinilestradiol, por 

inhibición de la oxidación del estrógeno ( Weisbers, 1999). 

También, se ha demostrado una interacción .entre 

anticonvulsivantes y anticonceptivos orales, por inducción. de _las 

enzimas hepáticas y alteración en la unión a proteínas plasmáticas, la - -

mayoría de los anticonvulsionantes se elimina ·pC)r:ivía'· metabólica,. 

reacciones catalizadas por el citocromo·-- y::, -·uridina ·/ difosfato 

glucotransferasa. Estos medicamentos inducen 1·~:-'.isoenzima, hepática 

(CYP 3 A 4) acelerando la hidroxilación d~I estróge_rlo a metabolitos 

inactivos; esto causa disminución en la .. concentración plasmática de 

los anticonceptivos orales. Así por ejemplo, en un estudio realizado a 

31 mujeres caucásicas de 20-27 años a las cuales se les administró 

felbamate (anticonvulsivante de segunda generación que se 

metaboliza por CYP 3 A 4) por vía oral, bajo la influencia de 
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anticonceptivos orales (etinilestradiol /gestodene), se demostraron 

cambios en las concentraciones plasmáticas y área 

gestadone en un -16% y -42% respectivamente, 

etinilestradiol se obtuvieron valores inferiores en AUC 

colaboradores 2000). 

bajo la curva de 

tambiéff para el 

(-30%) ( Wilbur y 

En otro estudio realizado en mujeres· de ·.19-'26 años a las que 

se les administró oxcarbazepina, que se m.;;t~b61iz~ .i:).;r CYP 3 A 4, en 

combinación con anticonceptiv'.;~\ ·;;r,al~s · . (etinilestradiol y 

levonorgestrel) se observó que,. no hubo/diferencia significativa en 

concentración de estos último,s, 'pero si' eri°-.'1a' biodisponibilidad, Ja 

cual disminuye en un 32% y 4'13-~ re~-~~ctivamente. También se 

evaluaron 1 2 mujeres de 20 a 39 ·años a las cuales se les administró 

topiromato junto con anticoné.eptivcis orales (etinilestradiol y 

norentindrone) se observaron .'.camt;i()s: significativos en la eliminación 

del norentindrone la cual aumenta en'. ún 20% y la concentración en 

plasma del etinilestradiol disminuye' en un 1 8-25% ( Wi/bur y 

colaboradores 2000). 

Por otro lado, recientemente se ha descrito la participación de . . . 

la P-glicoproteina (Pgp) en ;las interaéciones fármaco-fármaco y se ha 

propuesto que ésta puede ni~difi~ar•la biodisponibilidad .en .Una gran 

cantidad de fármacos que·~~~;~.:,,~ia'bciliza~ pdr CYP 3 •A 4, como 

antineoplasicos, hormonas,' .. ·ca~~'Jt;iótl26~'~~~C:. CK Yu D,' 1999, ··Lo 

YL; 1999). La Pgp es un~:·;1i'{oi.;;in'a '·que se encuentra distribuida 

ampliamente tanto en t.,;jid,os ·.-. ·~·.n8~inales (gastrointestinal, renal, 

hepático y sistema nervioso, central) . como en células tumorales. La 

función principal que desempeña esta proteína en la excreción de 

xenobióticos ( Tanigawara ·Y,· 2000, Burgio y colaboradores; 1998). 

,l ,,rmi~J 
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se ha de:mostrado que algunos ,fármacos_';c'omo :fos agentes 

anticonvulsivantes Y·· antibiptico'~: :.<p~esent~'i,- . interacción 

farmacocinética cuando se , aciiriÍi{i~t.··.~~k{ <Zn,f ';:():rri.b_·. inación ·con 
;'.;,_• 

anticonceptivos orales; estas inti:fraccion'es;'se,deben principalmeñte. a 

una competencia por la misma _ V"r~''.'rh~'iJ'ticM¿~ Ccit6cr()IT\C, P4SO del 

isoforma 3 A 4). /, .-;~''2::·'',r'<><'- · 
También, se ha obser-Vado;,;•')éiue -,,:la .· Pgp (P-glicoproteina 

involucrada en la detoxificacÍón :ci~¡:;g;¡{~el~
1

iás) puede interaccionar 

con el etopósido y las - ti.;~r:,.;Ó~~~K ~~trogénicas modificando su 

absorción, distribución y elimÍA~c'ióii'\'si~'e,,'.ibargo, se desconoce si . ' ' . ' .~· .. .· . ' . . ' -· . . 
la administración sistémica de' __ agerites. antineoplásicos y hormonas 

estrogénicas pueden presenta~- inte'ra~Cié::m farmacocinética. 
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V. OBJETIVOS 

1. OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar la influenci.;.:del .17~1Festradiol en ·1a farmacocinética de 

etopósido en·•·rata5,'spcr~s~e:'Da;;;v.1éy'ovariect¿rriizadas. 
,_ ·:..:;,:: :'·<z:-'~,.'-·:_,, 

2. OBJETIVOS PARTfCULARES,: 
- -, ". ''~-~:-:~;~~:~.:~.: ··::. -- ~ :-·~-. -· . 

Implementa;,·)! v'aHdar u'n···i;riétodocromatográfico para determinar 

etopósido én miáó muestras de: siingre to.tal. 

- ; ·-_: .· _, . ' -_ - . . : ~:':. : . ·' ' - -

Determinárla·farmacOCinética'de etopósidci en ratas 

ovariectomi.zadasdes;u~s d~.la administración de 17-(3-estradiol. 

TES?S CON 
FALLA DE ORIGEN 
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VI. HIPÓTESIS 

Si el etop6sido y el 17-13-estradiol se. metabolizan a través de la 

misma vía metabólica del citoC::romo P4SO lsoforma 3 A 4, entonces 

los parámetros farmacocinéticos del et?pósido determinados a partir 

de una administración oral en ratas ovariectomizadas se verán 

alterados. 

TESIS CON 
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VII. EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS. 

EQUIPO. 

HPLC marca Waters, con detector electroquímico marca BAS. 

Millipore Simplicity 185. 

Centrífuga marca HETTICH ZENTRIFUGUEN Universal 32. 

Balanza SCIENTECH SA-21 O. 

Bomba de vació GAST mod. DOA-Pl04-AA. 

Potenciómetro CORNING pHmeter 430. 

Refrigerador REVCO mod. REF 1617A14. 

Baño de agua. 

REACTIVOS. 

Etopósido Lemery. 

1 7 ·13 Estradiol Sigma Lot. 71 K11 01 . 

Agua biodestilada Técnica Química lot. 113. 

Metanol grado HPLC EM Science Lot. MX0488-1. 

Acetonitrilo grado HPLC EM Science Lot. AX0142·1. 

Acetato de sodio JT BAKER Lot. G01456. 

Cloruro de Metileno EM Science lot. DXOB31-1. 

Éter etílico Reactivos y productos químicos finos Lot. 4419-C. 

Ácido acético JT BAKER Lot. K1 0480. 

Hidróxido de sodio JT BAKER T27C52. 

2-acetaminofenol SIGMA. 

Nitrógeno gaseoso AGA UNO 1 066~ 

Heparina SIGMA Lot. 1 20K11 38. 

Ketamina Sector salud Lot 2A54. 

Xilacina Bayer Lot AE7222. 
' FALLA~ ~Rl~Efl 1 
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Yodo al 5%. 

Soluciones amortiguadoras marca PGC SCIENTIFICS. 

pH 1 O lot. 3008. 

pH 7 lot. 1 049. 

pH 4 Lot. 1 069. 

MATERIAL. 

Material para disección. 

Jaula. 

Tabla de disección. 

Cánula de polietileno calibre PE90 y PE1 O. 

Jeringa de insulina. 

Guantes. 

Gasas. 

Cinta adhesiva. 

lámpara. 

Cubre bocas. 

Cofia. 

Bata. 

Cronómetro. 

Bitácora. 

Papel destraza. 

Tubos eppendorf de 1 .5 ml. 

Micropipetas de 1 00, 200, 25 y 1 000 µl. 

Espátula. 

Matraz ErlenMeyer. 

Matraz Kitazato. 

Filtro para fase móvil. 

Papel filtro de 0.45 micras. 

29 



Matraz aforado de 5, 1 O, 50, 1 00 mL. 

Pipetas graduadas de .5 ml. 

Vaso de precipitados. 

Termómetro. 

n:::ns CON 
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VIII. METODOLOGÍA 

1. DISEÑO EXPERIMENTAL. 

En la primera· parte del estudio, se· implementó· un método por 

HPLC para cua~~ifi~~r .,;to.pósido en 1 00 ,.{L de> s'angre total de rata y 

posteriormente·el método fue validado; 

En la ·segunda parte, se trabajó con ratas _·hembras Sprague 

Dawley con un peso de 200-300 g, de 8 a 1 O sem.arias. 

A las 12 ratas, se les realizó una ovariectomia bilateral, .. y. se 

dividieron en 2 grupos (n = 6). Al ·grupo 1 se le administró una .. dosis 

diaria de 17-¡3-estradiol (1 O µg/kg de peso) disuelto en ac"eiie .vegetal 

por vía subcutánea durante 7 días. El grupo 2 se utilizó como·,~;;~trol 
y solo se le administró el vehículo (aceite vegetal), bajo las. mi.smas 

condiciones que el grupo tratado. Después de trascurrido este tiempo 

se procedió a realizar la farmacocinética de etopósido administrado 

por vía oral a una dosis de 20 mg/kg de peso. 

l TESIS CON 
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2. DIAGRAMA DE FLUJO. 

A. lmplementac:ión y validación del método analítico. 

fmplcmcntación del método analítico 

+ Validación del método analitico 

+ + 
Validación del sistema + . + 

Linealidad F'recisión 

B. Estudio de la interacción farmacocinéticas de etopósido en ratas 

tratadas y no tratadas con 17-(l-estradiol. 

1 2 ratas Spraguc-Dawlc9 

(ovaricctomizadas) 

6 ratas control 

(vchfculo por 7 dras vfa 

subcutánea) aplicación 

diaria 

6 ratas tratadas 

( 17-J3-c5tradiol ( 1 O µg/kg) 
por 7 dras vfa t1oubcutánca) 

aplicación diaria 

Farmacocinétiea de ctopó5ido 

TESIS CON 
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C. Farmacocinética de etopósido. 

Ratas 5praguc-Dawlc.!I 
(canuladas) 

-i, 
T orna de mucstf"'a ( 1 00 µL de sangre total) 

(tiempo cero) 

-!-
Administración de ctopósido (única dosis de 2.0 mg/kg) 

porvfa oral 

-i, 
T oma de muestras e 1 00 µL de !!!>angrc total) a los , ' 1 O, 1 '1 20, 2.,, 'º· +.5 1 60, 

90, 120, 180, 2+0, }60 9 +so min. 

-i,. 
Extracción 

-!-
Cuantófócadón por Hf'LC 

D. Análisis de resultados. 

Construcción de curvas (concentración sanguEnca contra tiempo) 

i 
Análisis farmacocinético 

i 
Determinación de los p.af-ámctro:s fannacocinéticos 

i 
Análisis c:stadf:stico 

~.,...,t"T~ coN· 
}!'l~LÁ'ni: ONG~N 
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3. PROCEDIMIENTOS GENERALES. 

Anestesia. 

Para el procedimiento de '6vadeci:omia, se aplica una dosis i.m. 

de una mezcla de k~Í:amiíla'. ¿77'{5 'insÍlcg de peso) y xilacina (12.5 

mg/kg p~~a pl:s:~nuladóíl .r.)1c1'. ~'~~::if ~aü¿¡al; 'é:on'<el. firl d~··obtener 
muestras de sangre, ··las ?r'atif~ }i~~·.¡;á:ri~~té'si"aron .con·• étef ·.etílico, lo 

necesario para que se :;;,-ant~~ler~•;:¡,~nes~~siada~: · ··· · 
·:·T ;.,;"'.-:· 

Procedimiento de ov~'rie2'~·~~1~'.'~'./C0;(; . , ' 

""'"''::1:u~,~::~rJ;~~~i~~g¡'df {l~l~~º~~~L~";"l0t· ~;.·:.:::: 
el aparato reproductor',:cse~Hg6;el':oyiducto·.Y se'di.secaron·las venas y 

::::1:t~~efi~:1::~::~~;~1tJ~:ªff °':vrrt~ti:~:t:::;i:e~l~st:r6 ·•el •. ovario 
- • --"·-.-. --~:'• '·.',)J·:c· .. . •,··-> 

Administración de ~tbpó~ido;:< 
. . . . . . , 

El al;mento; 5·:•retiró",;:12~ho;~5,·antes de administrar el etopósido. 

Para la administra~ÍÓn. por vía bra'I, ·~1 fármaco se administró mediante 

una cánula orogástrica:.,; 

Toma de muestras sanguíneas. 

El animal· se colocó· en decúbito dorsal y se canuló la arteria 

caudal con una cánula de polietileno aproximadamente a 3 cm de la 

base de la cola con fin de facilitar la toma de muestras sanguíneas. 

n:srs coN 
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Determinación de las concentraciones sanguíneas de etopósido. 

Para la obtención de _ muestras · sanguínea ·de etopósido, la 

primera muestra se tomó inmediatamente antes de administrar el 

fármaco y a los s, 1 o, 1 s, 20, 2s, 30; 4S, 60, 90, 1 20, 1 ao; 240, 360 y 
. ' ' . . . . "' - ' "; - - . "•. . .. --= --· .-.. ,-_ . --' ... ~ • ,. '.-

480 minutos. El volumen de cada muestra fue ci,;: 1 oo µ~ cie sangre 

total. El etopósido se determinó con el método ci~s~r~C:,11a~6'cat>jetivo 
' ,, ··,. '' 

1 del trabajo): se explica brevemente a éontinuaci6n\'XA;,'1as/.'riUestras . . ., .. - ···'(' ,., 

de 1 oo µL de sangre total se le adicionó 1 oo ·ii.L:·'ci¡;'2~~c;;;ta'minC:,fenol 

(STD i~::rn;~:s~:: ~:n::~;:;:;:~ de:~-~ µ~2L~: · ~;~};[~;g~ ~xt~actora 
(éter:cloruro de metileno 2:1 ), la. fase· o~~~,:¡i¿aJ~~; ~~¿afó .Y ·se. 

transfirió a un tubo cónico de vidrio .~;:;~;:i.;;:~~s~ evap<Jró hasta 

sequedad en un baño de agua a 4SºCb~)o/iforrién'te de nitrógeno 

gaseoso. El residuo seco se reconstituyó'érí fase rnÓ"fl;y .se. ¡'nyectaron 

SO µL al sistema cromatográfico. A partir d~ las' curvas; inc:Úviduales de 

concentración sanguínea contra tiemb<'.> se ·d~terminó la concentración 

máxima <cm.,), el tiempo requerido par~ alcanzar I~-- conC:.;~tración 
máxima (tm •• ), el área bajo la curva (AUC) y el tiempo deyida media (t 

%), utilizando el programa Winnolin profesional versión 2;1. 

Análisis estadístico. 

Para calcular la diferencia estadísticamente significativa de los 

parámetros farmacocinéticos entre. _el grupo tratado y el grupo control, 

se utilizó una prueba t-student. Una p menor o igual a O.OS se 

considera estadísticamente significativa. Esto se realizó con ayuda del 

programa SigmaStat para Windows (versión 2.03). 

TE'SIS CON 
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IX. RESULTADOS 

1. IMPLEMENTACIÓN Y VALIDACIÓN DEL MÉTODO 

ANALÍTICO. 

1. 1. IMPLEMENTACIÓN DEL MÉTODO; . .. . ·- .. ' 

1 .1.1. PROCEDIMIENTO DE· EXTRACÓÓN· . 
.. :~··.: <:"·· ""/: .. -, .· ,_:· 

A 100 µL de sangre·total, .se les adicionó 100 µL de STD interno 

( 2-acetaminofenol a una ~c::>nC:'~nt~ación 'de 0,2 µg/mÓ. Posteriormente 

se agregó 1 ml de solución i,dr~cto~a .(éter et!lico : .cloruro de 

metileno) en una proporció'n' de 2.a·1;·.se•agitó por un minuto·.en un 
• . .-· ~- . . • t .- ·-. . • ' - - : ' . - . ' 

vortex y se centrffug6 a· 14000i revoluciones. por ·minÚto, durante 15 

minutos a una temperatura d~;~~é'. '. ·.·. . . . 

Se separó el sobreriadante Y· se; e~~po~Ó: en' ~n ba~~ ·marra bajo 

una corriente de nitrógeno ga~~.;~6 ~ 4s0c~J'e1 re~ic:Ú.ioise r~suspendió 
. . - .-.. ; : ·' .-_ ·-·::-~-J. e ·:.•-:".· • · r. · -.;;. '. , -•• ·.·, .-.':· - · • • • ·-. • ; 

en rase móvil y se inyectaron 50 µl. al 'sistema cromai:ósráfico/• 
,.., '-··-·"-·~--.'e- ". ~}~:-~-··· • ·: _.>.-~- ,--e :-,-

1.1 .2. coND1c10NEs cROMAToGRAi:rcJ\si'. ... ·. .· · 
·--,e-; 

se utilizó. un equipo HPLC qú°~ :~bn~,istió eri ~~ '.c6~~rc::ilador marca 

waters, .una bomba .de, liberación de ; solventes' maréél waters, un 

inyector manual rheody~e y ~~-detector electr'c'.,qufíllico ~arca BAS a 

un AppE de 0.900 v; la fase móvil consistiÓ e·ri u,:;a· s61ución de 

acetato de sodio 75mM pH 4.6 y Acetonitrilo (75{25)· a un. flujo de 

O.B ml/min. y una columna symetry C18 3.9x150 mm. 



1.2. VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO. 

1.2.1. CRITERIOS"DE ACEPTACIÓN. 

En la Tabla 1 b, se pueden observar los criterios de aceptación 

para la validación del método analítico (Duncan y colaboradores 

7986, Fleming y colaboradores 1997, CIPAM 7990). 

Linealidad del .5istcma 

F'rccisión del sistema 

Reproducibifidad 

Exactitud 

E._spccíficidnd 

Estabilidad 

Limite de cuantificación 

Limite de detección 

Criterio de aceptación 

r' 2: 0.98 
m = 1 
b =o 

c. v. < 3 °/o 

r• 2: 0.98 
m = 1 
b o 

c. v. < 11 º/o 

C. V. < 11 o/o 

85al 115 % 

Ninguna otrn sustanc.ía debe interferir en 

la determinación de etopó~ido tJ estándar 

interno 

C. V. < 11 °/o 

0.2 µg/mL 

O.OS µg/mL 

T abb 1 b. Cr1tcr105 de C1ceptac1ón para la vaf1dac1ón del método analítico. 

1.2.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA. 

Procedimiento. 

Se realizó una curva con concentraciones conocidas de 

etopósido (0.2, 0.5, 2, 4 y 1 O µg/ml), preparadas a partir de una 

solución stock 100 (µg/ml), cada determinación se realizó por 

triplicado. 

Tt~SCON 
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Resultados. 

En la Figura 4, se muestran los cromatogramas típicos obtenidos 

al inyectar estándar interno (2 acetaminofenol) ·(A), 'etopósido· (B) y 

fase móvil (C), al sistema cromatográfico .. Obteniénc:Íos~ un ti~rripo de 

retención para el estándar interno de 2:2s·;· ~inutos .. ·y para el 

etopósido de 7.25 minutos. ,./, •. :S .... , .. ,. 
En la Gráfica 1, se muestra la linealidad id;,,'f¿¡~'t,~rlla] se· grafica la 

relación de alturas del pico de eté:>pó~¡d.;0 ~ntr~·;~1 ! pico del STO 

interno contra la concentración de etopÓsic:lo' ~rÍ ·u~ ra~g.; de 0.2 a 1 o 
µg/ml, cada punto representa el promedio · d.e tres determinaciones, 

:.-= el error estándar (e.e). La Tabla 2 muestra· los valores teóricos y los 

obtenidos experimentalmente del coeficiente de determinación Cr2 ), 

la pendiente Cm) y la ordenada al origen (b). El sistema es lineal ya 

que los valores obtenidos experimentalmente cumplen con los valores 

teóricos. 

f~ 1~ur.:1 +. Cr'-1n1.;:1tco.t.?,.r.:1mn:\ c.1btcnid"-1:. .::11 in!.Jc=ctar 2.-acct;.1n11nc1Ícnol (r"\), ctof'<Ci!'>1cln (~) !1 f.:1:0.r.: 

m.> ... l(C). 

i 3!1 
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-i " ~ ,..... 1 z 
(. unr4"'11tr .... ,. .. ., .l.- .. 1.,!~.,,..1.í..i lJl,>~/m(_) 

c:1r·:1Íic:l 1 ... ·11,-,.·.·1 .-1~ cal1lna .. ·i, .. 11 r .. 11·;:1 rl ~i~tc-ma, 1"><" .1;1:.Íic.""\ la rr.la~u;ln de altura!'> drl 
rh"IJ"'c't~hJ,~/~"'J-[) 111ter-nn .'.:Ctntr:1 1.·11th·c-11tr;:1L1("1IU'":.. 1.·n•._·ic-nlc-~ .. tr ct .. lp<.'l~idn. c..:.a .. f;1 p1antr> 

rc-fllr!'>rnta el rr· .. -.mrd1<:.., .. Ir 11-c--. ~lr1c··T111111ac1nnr~ .;t. c-I r..r.. 

V 01lor tcc.'lrko V otlor obtenido 

;;: 0.911 0.9997 

.. ~C"te"rn111,;1LÍ<.01n. pC"'nd1cr1tc !J nrdcnada al r.•nr,cn. 

1. 2 .3. PRECISIÓN DEL SISTEMA. 

Procedimiento. 

Se realizaron determinaciones independientes de muestras con 

concentraciones conocidas (los valores obtenidos deben ser 

semejantes entre si con .un coeficiente de variación menor o igual al 

3%). 

Resultados. 

En la Tabla 3, se muestran los resultados obtenidos para cada 

determinación individual de etopósido, se utilizaron 5 niveles de 

concentración y la respuesta se manejo en relación de alturas (altura 

del pico de etopósido entre la altura del pico del STD interno) en cm. 

TESIS CON 
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Conccnlrac.íón (µg/mL) c. v.(%) 
10 o .. 1.7699 
2 1.0561 

o.s o 
0.2 o 

Tabla ,.. CoeÍiciente de variación obtenidos p.:¡r.:i cada nivel de: c.onc.c::ntración de etopósido 

con un.:1 n - "· 

1.2.4. ESPECIFICIDAD DEL MÉTODO. 

Procedimiento. 

Se prepararon dos muestras, la primera con las sustancias de 

interés (etopósido y STD interno), la segunda sin las sustancias de 

interés, el análisis se realizó por triplicado y ninguna otra señal se 

detectó en el tiempo de retención del etopósido y STD interno~ 

Resultados. 

En la Figura 5, se muestra el cromatográma. trp_ic_o}para la mezcla 

de etopósido y estándar interno (2-acetamonifenol) oi:,te,~.idos_ a partir 

de una extracción en sangre total con un ti~l11P6 de re,tené:ió~ de 2.25 

minutos para el estándar interno y 7 .25 minui:C::.s\par~ · ~I eÍ:opósido 

(Figura 5A); y un blanco, también obtenido· d~ ·.:.ina ·~xtracción de 

sangre total, sin la adición de sustancias ·de interés (Figura 58). Se 

puede observar que ninguna señal interfiere en la determinación. 

I TES!sCOJJ J FMLAIJB~ 
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~I '!;"r.:1 .,5). 
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1.2.5. LINEALIDAD DEL MÉTODO. 

Procedimiento. 

Se determinó construyendo una curva con concentraciones 

conocidas de etopósido. Utilizando el método a validar, las 

determinaciones se realizaron por duplicado y se graticó Ja cantidad 

adicionada contra la cantidad recuperada. 

Resultados. 

En Ja Grafica 2, se observa la curva promedio de 2 

determinaciones ± el e.e., se puede observar que la recta pasa por 

todos los puntos. En Ja Tabla 4, se pueden observar Jos valores 

obtenidos para el coeficiente de determinación, la pendiente y Ja 

ordenada al origen. 

~ 
~ :5: t ~ 

" ~ t j 

h 

.,;,-1.2 

0,1, 

º·' 
~.O;" 

"' 

;;:: 0.911 11.9998 
------==----,,--- -- - 1.4329 

--t----- -11 --- -11.0074 

v.1 ..... nw ·:=l v.,lornl»•o•do 

~· J,1~ obtC'n1do~ r'~"'r"":rlr.trr1t~ll"1c":ntr r•11~.;- rl ~--, 1r.l 1.- .~,rt~ de": 
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1.2.6. PRECISIÓN DEL MÉTODO. 

1.2.6.1. Repetibilidad. 

Procedimiento. 

Se realizó la determinación de 5 niveles concentración de 

etopósido por sextuplicado, ·· bajo las mismas condiciones de 

operación y con el mismO: .. anallsta. 

Resultados. 

En la Tabla 5, se muestran los resultados obtenidos para la 

repetibilidad del método, se manejaron concentraciones en un 

intervalo de O. 2 µg/ml - 1 O µg/ml de etopósido y el coeficiente de 

variación se obtuvo a partir de la relación de alturas (altura del pico 

del etopósido entre altura del STD interno) en cm. 

Concentración (µg/mLJ c. V.(%) 
10 10.6874 
4 10.0367 
2 3.6195 

0.5 9.3438 
0.2 S.69442 

Tabla 5. Coeficiente de variación obtenidos par-n cad.:1 nivel de concentr.:lción de etopó:sido, 

con unan .. 6. 

1.2.6.2. Reproducibilidad. 

Procedimiento. 

Se realizó la determinación por cuadriplicado de una muestra 
con concentración conocida de etopósido, bajo diferentes 
condiciones de operación y con diferente analista. 

rrr.s~~ ("();'! 
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Resultados. 
En la Tabla 6, se muestran los resultados obtenidos para la 

reproducibilidad del método, se manejaron concentraciones teóricas 
de 2 µg/mL de etopósido y el coeficiente de variación se obtuvo a 
partir de la relación de alturas (altura del pico del etopósido entre 
altura del STD interno) en cm. 

Concentración (µg/mLJ c. v.(%) 
0.2110 0.7882 

Tabb 6. R.e:sultados obtenidos par.a reproducibilidad del método, n - -1· 

1.2.7. EXACTITUD. 

Procedimiento. 

Se realizó la determinación de cinco concentraciones de 

etopósido por sextuplicado, el promedio se consideró como el 1 00 

%. Por último, se calculó et intervalo de exactitud en % para cada 

concentración de etopósido, a partir del promedio obtenido al inicio. 

Resultados. 

En ta Tabla 7, se muestran tos resultados obtenidos para ta 

exactitud del método, manejando un intervalo de concentración de 

0.2 - 10 µg/mL. 

Concentración (µg/mLJ E.xact;tud (o/u) 

10 94.9-107.6 .. 88.9-109.0 
2 96.8-106.0 

0.5 85.0-103.3 
0.2 92.6-113.5 

T abb 7. Intervalo de concentración obtenida para las diferentes <".oncentrncinnr-5 de 

etop65ido con unan - ;;. 
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1.2.8. ESTABILIDAD. 

Procedimiento. 

Se determinó por comparación de la relación de alturas (altura del pico del 

etopósido entre altura del pico ·del ' STD interno) de cuatro niveles de 

concentración almacenados a -5 ºC por una semana, contra el promedio de 

cuatro niveles que se determinaron el mismo.día. 

Resultados. 

En la Tabla B, se pueden observar los resultados para 

estabilidad, se compara la relación'de.alturas en cm de cuatro niveles 

de concentración sometidos·, ·a·,· condiciones de almacenamiento 

(relación 2) contra el promedio de' la relación de otros cuatro niveles 

de concentración que no están sometidos a dicho almacenamiento 

(relación 1 ). En la Gráfica 3, también se observan las curvas 

(concentración contra relación de alturas) de los niveles de 

concentración sometidos a estabilidad y el promedio de los no 

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

Conc. (µg/mL) R.cfación 1 (cm) R.clación 2. (cm) C.V.(%) 
JO 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 

Tabb 8. Se muestran los resultados del cocf1c1entc de vanación par-a los niveles de 

concentración sometidos a est.abilidad (relación 2) .!J no sometido:!'> a c5tabilidad (relación 1 ). 
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1.2.9. LIMITE DE DETECCIÓN. 

Procedimiento. 

Se realizaron diluciones a la mitad de una muestra determinada, 

hasta obtener la mínima cantidad detectable. 

Resultados. 

La mínima cantidad-que.se puede detectar es de O.OS ¡Lg/ml. 

1. 2.1 O. LIMITE DE CUANTIFICACIÓN. 

Procedimiento. 

Se comprobó si la mínima cant_idad_ detectable es cuantificable 

con precisión y exactitud. Corno ·no·. fue· así, se incrementaron las 

concentraciones al doble hasta 

cuant1f1cable con precisión y exactitud. 

Resultados. 

obtener la mínima cantidad 

La mínima cantidad cuantificable con precisión y exactitud es de 

0.2 ¡19/ml. 
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2. FARMACOCINÉTICA DE ETOPÓSIDO DESPUÉS DE LA 

ADMINISTRACIÓN DE 17-13:..ESTRADIOL. 

En la Gráfica 4, se muestran el ·promedio- las curvas de 

concentración sanguínea de etopósido contra tiempo. Se pede 

observar que las concentraciones circulantes de _étopósido_del,grupo 

tratado previamente con 17-)3-Estradiol disminu:Y~n\'¿o~: respecto al 

grupo control. En la Tabla 9, se ·observan 'los parámetros 

farmacocinéticos (área bajo la curva _(AUC), tiempo- ITláxi_rna::<t.n~.),_ 
concentración máxima <cm .. ) y tiempo de vida' media _(t- Yso)) <:>btenidos 

a partir de la gráfica 4 para el grupo control y' ei g~Jpo- t/~tacia:· De 

acuerdo con estos valores el AUC, Cm•x Y.- _ V.. disminuyen 

significativamente en el grupo trátado con 17-)3-estradiol, y ·na hubo 

cambios en tmax· 
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o 100 200 300 400 500 

Tiempo (minutos) 

Gr .. ;t=ica '1-. Concentraciones san,gufneas de etopó5ido vs tiempo después de una administr-ación 

p.o. de 20 mg/kg en rata:'lo ovaricctomizadas control ( •) !.I ratas sometidas a tratamiento con 1 7-
J3-estradiol (O). Cada punto representa la media ::t: e.e. de 6 animales. 
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Farámctro Grupo control Grupo tratado r 
AUC (µ5muv'ml) 141±22 28±4 * p <0.001 

t ••• (min) 29±6 23±5 P=0.44 

C •.. (µ,VmU 1.109 ± 0.1 0.6 ± 0.1 * P =O.OS 

t '" (mon) 89 ± 17 21 ±s. p = 0.004 

Tabb 9. f n,.~'imct,.os fa,.ni.::icoc1nébcos de c-topós1do en ,.ntas !'>o metidas a un trntnm1ento previo 

de 7 di.::i!'> con 1 7-Jl-estrndiol ~en rntas control. 

• D1fC',.enci.:i c-st~11disbcilmente significativa del grupn trat.ndo con ,.especto al grupo control; lo.s 

d.::itos ,.epresc:-nt.-in el p,.omi.-dio ± e.e. de 6 animnles de!'>puCs de la administración p.o. de 

etopósido. 
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X. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

El método obtenido es lineal en un intervalo de concentración de 

O. 2 - 1 O i1g/mL. Este rango se seleccionó debido a que todos los valores 

de etopósido obtenidos experimentalmente están dentro de dicho 

intervalo. El método también es especifico ya que no hay otra sustancia 

que interfiera en la determinación de etopósido y estándar interno; es 

decir si comparamos el blanco con una muestra, las dos extrafdas y 

analizadas bajo las mismas condiciones, observaremos que no se detecta 

en el blanco de reactivos ninguna otra señal que interfiera con el. tiempo 

de retención del etopósido (7 .25 minutos) ni con el estándar interno (2.25 

minutos). 
.· . 

Con respecto a la precisión observamos que el método es 

reproducible ya que el coeficiente de variación fue de 0.7882 %, cuando 

el procedimiento se realiza por diferentes analistas y en diferentes días. Sin 

embargo la concordancia entre determinaciones Crepetlbilidad) es de 

5.6944 10.6874 %, pero, si tomamos como referencia los valores 

obtenidos por otros investigadores que manejan muestras de fluidos 

biológicos como plasma, sangre u orina veremos que su limite es hasta un 

15 % y con base en esto podemos considerar que estos valores están 

dentro del rango (Duncan y co/aóoradores 7987, Fleming y co/aóoradores 

7991). La exactitud del método es variable pero de igual ma_nera si 

tomamos en cuenta los métodos ya reportados esta también esta dentro 

del rango (15 %) (Duncan y co/aóoradores 7987, Fleming y co/aóoradores 

7991). 

Con lo que respecta a la estabilidad se puede decir que la curva 

sometida a condiciones de alríiacenamiento, no varia en comparación con 

las analizadas el mismo día (Grlil'ica 3, pag. 46), por lo tanto las muestras 

son estables mantenidas a - ·s 0 c al menos durante una semana; esta 
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temperatura y este intervalo de tiempo se tomó por fines prácticos1 ya 

que es un periodo adecuado para realizar el procesamiento de muestras. 

El limite de sensibilidad del método es de 0.2 µg/ml de etopósido 

en muestras de sangre total, cabe considerar que si las muestras fueran 

soluciones acuosas u orgánicas, sin implicar extracciones en sangre total o 

plasma, la sensibilidad aumenta considerablemente1 igual que todos los 

demás parámetros (exactitud, precisión, linealidad, etc.)1 y por último el 

limite de detección es de O.OS µg/ml. 

También, es importante considerar que las inyecciones se realizaron 

manualmente, en la cuantificación se tomaron alturas de los picos en vez 

de áreas bajo la curva¡ ya que no se contaba con un método adecuado 

para calcular esta. Además de que el detector electroquímico es muy 

sensible, y presenta variaciones si hay cambios de temperatura en el medio 

ambiente, voltaje o por movimientos. Todo lo anterior interfiere en la 

determinación de etopósido y es por esto que es importante cuantificar el 

etopósido con la ayuda de una curva estándar realizada por duplicado y 

bajo las mismas condiciones de operación. 

En resumen, consideramos que el método es estable, especifico, y 

reproducible para determinar etopósido en 1 00 µL de sangre total, esto 

nos permite realizar la farmacocinética de etopósido en un solo animal de 

experimentación, lo que se traduce en una menor variabilidad de datos. 

Con lo que respecta a la interacción entre el etopósido y el 17-13 

Estradiol podemos observar que los resultados obtenidos de los 

parámetros farmacocinéticos de etopósido como Cmax. AUC y V2 , 

disminuyen cuando hay un tratamiento previo con 17-13-Estradiol. El AUC 

nos indica de la cantidad de fármaco biodisponible, ya sea para ejercer su 

efecto farmacológico, distribuirse o metabolizarse. El t V2 nos indica el 

tiempo en el cual se ha eliminado el 50 % de fármaco y con esto una idea 

general de la eliminación. Y la Cmexi es importante para saber si se alcanza 

un nivel terapéutico. 
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Por lo tanto, los resultados obtenidos los consideramos importantes 

ya que es posible que el etopósido no alcance una concentración 

terapéutica, además de que permanece menos tiempo en el organismo 

para ejercer su efecto farmacológico. 

Estos resultados pueden ser explicados por la competencia por la 

misma vía metabólica ya que se ha rePortado que ··al administrar 

concomitantemente estrógenos con otros fármacos (antlmicrobianos y 

anticonvulsivantes) que se metabolizan por la misma vla (citocromo P450 

isoforma 3 A 4 (CYP 3A4)) se sugiere competencia y por lo tanto cambios 

farmacocinéticos en alguno de los fármacos participantes ( Weisbers E y 

colaboradores 1999, Wilbur K y colaboradores 2000). 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 eliminación de la nifidipina y el midozolan (Balosh A. y 

colaboradores 7998, Palovaara S. y colaboradores 2000). 

También se ha reportado que el estradiol puede activar la expresión 

de otras isoformas del citocromo, como por ejemplo el CYP 3 A 9; ya que 

en estudios realizados en microsomas hepáticos de ratas hembras se 

demostró que esta isoforma de citocromo . esta expresada 1 O veces mas 

que en machos (Wang H. y colaboradores 1997) 

En otro trabajo se ha reportado que el etlnil estradiol influye en el 

metabolismo de la ciclosporina A (fármaco utilizado en transplantes de 

órganos); es este estudio se trabajo con ratas hembras Sprague-Dawley, a 

las cuales se les trato con etinil estradiol por 5 días, después se evaluó el 

metabolismo de la ciclosporina A en microsomas hepáticos por formación 

de metabolitos primarios (AM1, AM9, AM4N) y uno secundario (AM1 c). Los 

resultados indican que el etinil estradiol aumenta la formación de 

metabolitos de ciclosporina A. Se sabe que la ciclosporina A, se 

metaboliza principalmente por citocromo P450 isoforma 3 A 4; sin 

embargo para comprobar si el etinil estradiol activa otras isotermas de 



citocromo, se realizó 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 expresión de la 

isoforma 3 A 9 que es la responsable de los metabolitos AM9 y AM1 c 

(Jager W. y colaboradores 7999). Por lo tanto, sabemos que el etinil 

estradiol aumenta la expresión de otras isoformas del citocromo, como 

por ejemplo la 3 A 9, y es por esto que proponemos que el etopósido 

además de estar siendo metabolizado por el CYP 3 A 4, también podría 

participar la isoforma CYP 3 A 9. 

Por otro lado la Pgp (P-glicoproteína) que esta ligada al fenómeno 

conocido corno MDR (resistencia a drogas) en quimioterapia, esta proteína 

previene la acumulación intracelular y el efecto citotóxico de fármacos 

anticancerosos ya que activamente los remueve del interior al exterior de la 

célula, sin que alcancen su blanco intracelular; esta proteína esta presente 

sobre la superficie luminal de ros hepatocitos, en la mucosa del intestino 

delgado y grueso, en el tubulo proximal renal, entre otros. También se ha 

reportado que esta proteína pude ser inhibida por el 17- 13 estradiol; este 

estrógeno activa al enzima Pgp ATPasa y con esto actua indirectamente 

sobre la Pgp ( Subrahmanyeswara R. U. y colaboradores 1994). Con base en 

esto sugerimos que si la proteína Pgp se inhibe por el 17-p Estadio!, se 

daría lugar a que el etopósido permaneciera mas tiempo en los hepatocitos 

y así estuviera en contacto con el citocromo para que sea metabolizado. 

También, es posible que el 17-13 Estradiol modifique condiciones 

gástricas (pH, secreción de moco, motilidad), así como la difusión pasiva, 

el transporte activo y el facilitado por acarreadores. El pH participa en la 

absorción de fármacos, se sabe que el fármaco disociado o ionizado no se 

absorbe o lo hace en una pequeña cantidad; también la secreción de 

moco y la motilidad gástrica pueden influir en la absorción, por lo tanto si 

aumenta la motilidad el fármaco recorre más rápido el sistema 

gastrointestinal y a medida que aumenta la secreción de moco hay menos 
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contacto del fármaco sobre las membranas. El trasporte activo y el 

facilitado por acarreadores son mecanismos por los cuales los fármacos 

poco liposolubles penetran las membranas, aquí el estrógeno pudiera 

influir en la unión fármaco acarreador o actuar sobre la bomba de sodio y 

potasio, también podría modificar la presión osmótica en la difusión pasiva, 

y con todo esto modificar la absorción del fármaco. 
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XI. CONCLUSIONES 

1 .- Se _implementó, y , va'li~6 ,Ú_n' , método cromatográfico para 

cuantificar etopósido en 100 µL ~e sang'~e tC>tal. 

2.- El método es'n~eal ~~ ~r/iritervalo/de concentración de 

µg/ml 1 O' ~~,,,,,;~, /~~ :es8et'.:itic-o y e~table almacenado a 

temperatura de .::.s<>c (j'urante una semana; 

0.2 

una 

3.- Con el' método 'se puede realizar una farmacocinética completa 

en una sola rata y con esto, disminuir la variabilidad. 

4.- La_ cuantificación. de etop6sido se, debe' realizar con ayuda de 

una curva estándar y bajo las mismas_ condicioíl~s de-c:lpe;aci6n. 

5.- de 

etopósido en ratas Sprague-Dawley_se \ten''atec:!tados bajC> la influencia 

de 17-13 Estradiol. 
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