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Resumen

RESUMEN.

La casiopeina ligly, [acua (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicina)Cu (Il)] NO,, se ha desarrollado
especificamente como un farmaco anticancerigeno que actua contra tejidos cervico-uterinos Hel.a
y Calo, células murinas de leucemia L1210, S180, B16 y LW1, es potencialmente citotoxico y
también induce apoptosis El efecto mas serio en vivo de la casiopeina llgly es la hemolisis de los
globulos rojos, y su toxicidad hacia las células sanas es menor comparada con el cis-platino. Esta
casiopeina es soluble en soluciones acuosas. y su DLs, en ratones hembra cepa NIH, por
administracion 1 v es de 15.85 mg/Kg bajo una dosificacion unica

OBJETIVOS. Desarrollar, implementar y validar un método analitico por cromatografia liquida de
alta resolucion (CLAR) para la cuantificacion de casiopeina ligly en plasma de ratas,; y determinar
la farmacocinética preclinica de la casiopeina ligly en ratas

METODOLOGIA. El meétodo analitico se desarrollé de acuerdo a un disefio experimental sencillo.
Se evaluaron los sigutentes parametros de acuerdo a lo especificado para métodos analiticos de
estudios farmacocinéticos. selectividad/especificidad, linealidad, precisidén, exactitud, limite de
deteccton (LOD). limite de cuantificacion (LOQ), estabilidad y robustez. Para la cuantificacion de la
casiopeina llgly en la muestra plasmatica se realizd un proceso de extraccion solido-liquido
utilizando cartuchos Sep-Pak vacc C18, 500 mg. 3 cc. eluyendo ia casiopeina ligly con metanol, se
evaporo a sequedad con N. vy se reconstituyd para la inyeccion cromatografica Para la
farmacocinética preclinica se utilizé un grupo de 20 ratas administradas con una dosis de 8 mg/Kg
de castopeina lgly por via 1.v . tomando muestras de sangre a diferentes intervalos de hempo (0,
10, 20. 30, 45, 60, 120, 180, 240 y 360 min ), analizadas por CLAR De los datos obtenidos se
determinaron los parametros farmacocinéticos ABC, Cp,.,.. Vd, Cl. B, T.,. TMR, para establecer el
modelo al que mejor se ajustaron estos datos

RESULTADOS. Se obtuvieron las mejores condiciones cromatograficas Cromatografo de liquidos
de aita resolucion Shimadzu ADVp Columna: Waters Symetry C18, 4.6x250 mm, 5um. 7. 273 nm
Flujo 07 mL/min Fase movil MeOH/H, O, 5842 v/v, pH=4 0 ¢/CH,COOH Tiempo de retencion de
la castopeina ligly 4 6 minutos EI método fue especifico. ineal en un rango de 2.5 a 50 pg/mL,
(r=09933). preciso. exacto (CV = 15%) LOD de 0 52 ng/mL,. LOQ de 2 5 ug/mL. y estable durante
4 semanas en congelacion a -20°C y 24 hr a 6°C Los valores obtenidos de la farmacocinética se
ajustaron a un MADC por bolo 1 v, con los siguientes parametros’ ABC, .= 1988.093 png/mL.min,
CPua= 33 793 pg/mL, Vd= 0 065L. Ci= 1.114 mL/min; = 0.003 min', T,,= 22818 min., MRT=
26215 min . a= 0 068 min ' A= 29041 pg/mbL. B= 4 752 pg/mL, K= 0.017 min’*, K= 0.042 min™',
K:;»=0012 min"’

CONCLUSIONES. ElI método desarrollado resultd confiable para la determinacion de casiopeina
ligly en plasma de rata E! método validado en el rango de concentraciones de 2.5 a 50 pg/mL,
mostio buena precistdon y exactitud, asi como limites de deteccion y cuantificacion bajos. El
recobro fue bueno. reproducible y constante en el rango de la curva de calibracion. Se sugiere que
el método es suficientemente sensible para realizar estudios farmacocinéticos preclinicos.
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Abstract

ABSTRACT.

Casiopeina lIgly [aqua (N-N= 4,7 dm-1,10-phenantroline) (N-O= glycine) Cu(I)JNO3, is a
potentially useful antineplastic agent. It is very active againts L1210 leukemia cells, $180,
B16 and LW1, also kills cells by apoptosis. Induces a weak recombination action and has
the ability to degrade DNA in vitro under a range of conditions. The major effect of
Casiopeina ligly is the red blood cells haemolysis and its toxicity toward normal cells is
minor compared to Cisplatin. The Casiopeina ligly is soluble in aqueous solutions and its
DLso in female mice NiIH by i.v. administration is 15.85 mg/Kg for only dosification.

Purpose: Development and validation of liquid chromatographic method for Casiopeina
ligly® in rat plasma and to perform preclinical pharmacokinetic in rat plasma.

Methods: The analytical method was developed in accordance to single experimental
design, it were evaluated the parameters in accordance to specifications for analytical
methods in pharmacckinetics studies. The extraction was solid-liquid with Sep-pak C18
cartridges. In order to determine the pharmacokinetic profile of this drug, 20 male Wistar
rats of 300 g body weight received a single i.v. dose of 8 mg/Kg of Casiopeina ligly. Blood
samples were taken at 0, 10, 20, 30, 45, 60. 120, 180, 240 and 360 minutes postdose.
Plasma was separated by centrifugation and stored at —20°C untii analysis using the' HPLC
method developed Data obtained ware used to determine AUCq.«. CPmax. Cl. 8. Ti2, MRT
Vd, and to establish the best model adjusting these data.

Results: It was obtained the better chromatographic conditions, Casiopeina ligly retention
time was 4.6 minutes. The method was specific, linear at range from 2.5 to 50 pg/mL
(r=0.9933) precision and accuracy C.V. <15%, LOD of 0.52 pg/mL, LOQ of 2.5 yg/mL, and
stable for 4 weeks frozen at -20°C and 24 hr at 6°C. The model obtained was TCOM, for
bolus i.v., with following parameters: AUCp..= 1988.093 pg/mL.min; Cpmax= 33.793 pg/mL,;
Cl= 1.114 mU/min; Vd= 0.065 L; 8= 0.003 min'; Ti,= 228.184 minutes; MRT= 262.15
minutes; a= 0.068 min"'; A= 29.041 ug/mL; B= 4.752 pg/mL; Kyo= 0.017 min™'; K= 0.042
min': Koy= 0.012 min™".

Conclusions: The developed method proved to be useful and reliable for determinating
Casiopeina ligly in rat plasma. The method was validated from concentrations 2.5 to 50
pg/mL. it had good repeatability and accuracy at low limits of quantification and detection.
The recovery of Casiopeina ligly was reproducible and constant over the entire range of
the calibration line. This method colud be sufficiently sensitive to perform in future
preclinical pharmacokinetics studies.

[N}
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Introduccién

1.1, INTRODUCCION.

Se define al cancer como una proliferacion de células, las cuales pierden los rasgos
de controles normales, resultando en un crecimiento irregular, falta de diferenciacion,
invasion de tejidos locales y metastasis.'

Entre los tratamientos Gtiles contra el cancer, tenemos a la cirugia, la quimioterapia,
la inmunoterapia, la hormonoterapia, la crioterapia y en buen numero de casos, la
combinacion de éstas.

La importancia de encontrar terapias alternativas para el tratamiento del cancer en
nuestro pais, se ha incrementado en los Ultimos afos, ya que esta enfermedad es la
segunda causa de muerte en el mundo y también en México. La busqueda de
compuestos analogos de farmacos comerciales con objetivos tales como aumentar su
potencia, disminuir su toxicidad, alterar su absorcion, asegurar una proteccién mas
adecuada, etc., ha sido la meta en los descubrimientos de farmacos nuevos y sus
derivados.

En México la necesidad de importacion de estos productos y su elevado costo, hace
que el desarrollo de productos antineoplasicos adquiera prioridad. Todo lo anterior ha
llevado al desarrollo de farmacos a base de cobre, las Casiopeinas, nuevos compuestos
de coordinacion con potencial antineoplasico.

La familia de las casiopeinas contiene cobre (lI) como metal, y en la esfera de
coordinacion tienen dos ligandos bidentados. uno de ellos es una diimina (N-N) y el otro
puede ser un aminoacidato (N-O) o donador (O-O). Para la obtencién de estos complejos
se ha considerado que el metal sea esencial y presente una toxicidad relativamente baja,
que su estado de oxidacion sea similar al de los metales que se encuentran en los fluidos
hiolégicos. Por ofro lado. los ligandos deben tener la capacidad de formar quelatos
sistemas cis y cierto grado de hidrofilicidad e hidrofobicidad. Segun estas caracteristicas
seran las propiedades de los compuestos en términos de solubilidad, potencial
electroquimico, capacidad de transporte a {fravés de membranas y estabilidad; ya que se
pretende entre otras posibilidades que el mecanismo de actividad sea por interaccién con
el ADN.'?3
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Introduccion

La casiopeina ligly [Acua (4,7-dimetil- 1,10- fenantrolina) (glicina) cobre (il)] NO3
(P.M.: 423.5 gr/mol; pka: 5.4) ha mostrado actividad antineoplasica y una toxicidad menor
hacia las células sanas que el cisplatino; se ha desarrollado especificamente como un
farmaco anticancerigeno que actila contra células Hela, células tipo Calo, murinas
leucemia L1210, y S180, B16 y LW1; es potencialmente citotdxico e induce apoptosis. El
efecto mas serio en vivo de la casiopeina ligly es la hemdlisis de globulos rojos, la cual se
debe a la toxicidad del cobre.*>®

Algunas de las pautas importantes en el desarrolioc de un nuevo farmaco es lo
concerniente al estudio de los procesos ADME (absorcién, distribucion, metabolismo y
excrecion). Estudios farmacocinéticos, monitoreo y toxicidad; requieren de contar con un
método analitico en fluidos biologicos, confiable y validado, que ayude a medir las
concentraciones del farmaco inalterado en suero, plasma, sangre total u orina.” 891"

Todas las variables del meétodo deben ser consideradas, incluyendo el
procedimiento de muestreo, preparacion de las muestras, separacion cromatografica,
deteccion y evaluacion de los datos, y el uso de la misma matriz en donde se encuentran
las muestras ®

La cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) es una {écnica que permite
separar, identificar y cuantificar los componentes de una mezcla de compuestos. La
separacion se basa en la distribucion del soluto entre dos fases, una estacionaria y otra
movil, de tal manera que cada uno de los componentes de la mezcla migra a diferentes
velocidades por la fase estacionaria. Con esta técnica se obtienen separaciones en
términos de minutos e inclusive en algunos casos en segundos, con buena resolucién y
sensibilidad.

El método CLAR permite el analisis de compuestos de origen organico, inorganico,
i6nico, covalente, asi como de compuestos de alto peso molecular. Su importancia radica
en el variado campo de aplicacion que tiene en distintas areas.'?'>14.15.16.17.16

El procedimiento de validacion incluye primero la validacion del método analitico
(selectividad. linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion, limite de cuantificacion,
recobro, estabilidad y robustez), y segundo la validacion de la estabilidad en la matriz

biologica.'®

”
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Introduccion

Los estudios de farmacocinética y toxicocinética de un nuevo farmaco se conducen
mejor usando las mismas especies animales, rango de dosificacion y ruta de
administracion. Un numero suficiente de animales debe incluirse en cada dosis para
asequrar que la validacién inherente no interfiera con los resultados. La informacion
obtenida de estudios farmacocinéticos puede usarse para optimizar el disefo de estudios
preclinicos, y extrapolar los resultados en situaciones clinicas.

Generalmente estos estudios son realizados en multiples especies. Los resultados
se comparan para determinar la diferencia de la respuesta farmacoldgica entre especies y
observar como afecta la especie para interpretar los estudios clinicos. Actualmente estos
datos se consideran mucho mas imporantes en el aspecto preclinico del desarrollo de
farmacos y son basicos para estudios posteriores de toxicocinética. Los estudios
farmacocinéticos se designan de acuerdo al tipo de informacién que proporcionen acerca
del farmaco, como absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion.

Los parametros farmacocinéticos a ser considerados incluyen, el area bajo la curva
(ABC), concentracion plasmatica maxima (Cmax), tiempo para alcanzar la concentracion
plasmatica maxima (Tmax), volumen de distribucién (Vd), depuracion (Cl), y tiempo de
vida media de eliminacion (T12).

Es también importante evaluar los metabolitos del farmaco, y su posible
contribucion sobre el perfil de la actividad total. Los datos obtenidos de estudios
farmacocinéticos son de utilidad ya que proveen bases cruciales para el conocimiento de
los efectos biologicos del farmaco, identificando y disefiando estudios preclinicos
apropiados, los que tienen un papel primordial en la seguridad y eficacia de los

farmacos.” 89101

0
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CAPITULO II.

ANTECEDENTES.
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Antecedentes

2.1, CANCER.

El término cancer describe una serie de lesiones subsecuentes de la enfermedad
neoplasia. La neoplasia o la lesién constitutiva, un neoplasma, se define como un
crecimiento de tejido con alteraciones hereditarias relativamente auténomo.?® Los puntos
criticos de esta definicion son (1) los aspectos hereditarios de la neoplasia al nivel de
célula somatica o germinal, y (2) la autonomia relativa de las células neoplasicas, que
refleja su regulacion anormal de expresion genética, que es inherente en las celulas
neoplasicas u ocurre en respuesta a estimulos ambientales. Las neoplasias pueden ser
benignas o malignas. La distincién critica entre estas clases se relaciona con la
caracteristica del crecimiento metastasico exitoso de neoplasias malignas, pero no de
benignas. Las metastasis son crecimientos secundarios de células que provienen de la
neoplasia primaria. Los canceres son neoplasias malignas, en tanto que el término “tumor”
describe lesiones ocupadoras de espacio que pueden ser neoplasicas o no.

El cancer puede desarrollarse en cualquier tejido de cualquier 6érgano a cualquier
edad. La mayoria de los canceres son potencialmente curables si son detectados en sus
etapas iniciales. Los pacientes pueden ayudar a reconocer los signos iniciales de algunas
malignidades posibles con el desarrollo de autoexaminaciones. lLas pruebas de
diagnostico y |a terapia son esenciales para resultados optimos.*'

La nomenclatura de las neoplasias depende principalmente sobre si la neoplasia es
benigna o maligna y. en este ultimo caso, si se deriva de tejido epitelial o
mesenquitematoso. Para la mayoria de los neoplasias benignas, el tejido de origen va
seguido por el sufijo —-oma: fibroma, lipoma, adenoma, y asi sucesivamente. Para
neoplasias malgnas cuyo origen se deriva de tejido mesenquimaloso, se agrega el
término sarcoma al descriptor del tejido: fibrosarcoma, osteosarcoma, liposarcoma, y asi
sucesivamente. Las neoplasias malignas derivadas de tejidos de origen ectodérmico o
endodérmico (epitelial) son nombrados carcinomas, con un descriptor del tejido que lo
precede: carcinoma epidermoide (piel), carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma

gastrico, y otros por el estilo.
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En general un carcinégeno es un agente que causa o induce neoplasia. De manera
mas especifica, un carcindgeno es un agente cuya administracion a animales previamente
no tratados conduce a un aumento estadisticamente significativo en la incidencia de
neoplasias de uno o mas tipos histogenéticos, en comparacién con la incidencia en
animales apropiados no tratados.

Esta definicion incluye la induccion de neoplasias que normalmente no se observan,
la induccion temprana de neoplasias que generalmente se observan, y/o la induccion de
mas neoplasias que se encuentran normalmente. Aunque es importante distinguir entre los
agentes que inducen neoplasias con acciéon directa sobre las células que llegan a ser
neoplasicas y las cuales producen neoplasia con acciones indirectas en el animal entero,
esto no siempre es posibie. Algunos agentes, tales como los supresores inmunes, pueden
incrementar la incidencia de neoplasias en tejidos que fueron previamente expuestos a los
efectos indirectos de carcinogenos en el animal como el huésped. Cuando la accién de un
quimico es causa de un incremento en neoplasias, se conoce como indirecta —que es
mediada por su efecto sobre otras células que sufren carcinogénesis- que el agente no

puede ser designado como un carcinogeno.?'
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2.1.1. Agentes ﬁsico,_‘s', biolégicos y quimicos que céqsan céncer.

Los agentes que causan cancer se clasifican en tres amplios grupos:

i) Fisicos:

Energia radiante: Los rayos ultravioleta, los rayos X y los rayos gamma son mutagenos y
carcindgenos. Estas radiaciones lesionan al ADN de varias maneras. La radiacion
ultravioleta puede causar la formacion de dimeros de pirimidina, pueden crearse sitios
apurinicos o apirimidicos por eliminacion de las bases correspondientes; pueden
producirse roturas en hebras sencillas o dobles, o entrecruzamiento entre ellas. Es causa
definitiva de cancer de piel (carcinoma basal y escamoso, melanoma, y especialmente en
xenoderma pigmentoso).

Se supone que la lesion del ADN es el mecanismo basico de carcinogénesis de la
energia radiante. Aparte de los efectos directos sobre el ADN, los rayos X y gamma
provocan la formacion de radicales libres en los tejidos. Los radicales hidroxilos
resultantes, superoxido y otros, pueden interactuar con el ADN y algunas macromoléculas
y conducir a alteraciones moleculares. La irradiacion crénica en la piel conlleva a
dermatitis cronica y en algunas ocasiones a carcinoma de células escamosas.??2?
ii) Biologicos:

Virus: Los virus vinculados con malignancias humanas incluyen a los papilomavirus
humanos (carcinoma cervical), citomegalovirus (sarcoma de Kaposi), virus de Epstein-Barr
(linfoma de Burkitt, linfoma inmunoblastico y carcinoma nasofaringeo), y virus de la
hepatitis B (carcinoma hepatocelular). Los retrovirus humanos han sido vinculados con
linfomas de las células T (virus humanos linfotrépicos de células T [HTLV-1]), los cuales
tienen una predileccion para implicaciones de piel y hueso, hipercalcemia y una fase
leucémica. El mecanismo de la transformacion neoplasica de HTVL-1 es la integracion de
los provirus (copra del ADN de doble cadena, y del ARN del genoma viral) dentro del
genoma celular. El HTVL-2 se ha asociado ligeramente con una forma antigua inusual de
leucemia de enlace de células T. Los tipos de VIH | y Il estan vinculados patologicamente
con el SIDA; los pacientes con SIDA estan predispuestos a! sarcoma de Kaposi y al

linfoma, los cuales pueden ser de origen viral.?%23
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Parasitos: El parasito Schistosoma haematobium se han vinculado a cancer de paletilla,
el cual se desarrolla usualmente después de una inflamacién crénica y fibrosis. Se ha
vinculado a Opisthorchis sinensis con el carcinoma del pancreas y de los conductos
biliares.

Otros: Los pacientes con desordenes inmunologicos estan predispuestos a neoplasia
linforeticular y deben ser protegidos periddicamente; el desarrollo de nuevas
linfadenopatias sospechosas deben ser evaluadas por biopsias. En pacientes con ataxia-
telangectasia, la incidencia de leucemia linfoblastica aguda (LLA), tumores de cerebro, y
cancer gastrico exceden a [a poblacion normal. Los pacientes con el sindrome de Wiskott-
Aldrich y agammaglobulinemia asociada a X también tienen un alto alcance para linfoma y
LLA.

Los pacientes con inmunodeficiencia, como resultado de farmacos inmunosupresivos o
infeccién por VIH, son de alto riesgo para varios neoplasmas, especialmente linfoma
celular y sarcoma de Kaposi. Similarmente, los pacientes con SLE, RA, o sindrome de
Sjogren son de alto riesgo para linfoma, usualmente el tipo celular B, presumiblemente
relacionado con el estatus inmunolégico alterado.
iif) Carcinogénesis quimica:

Un extenso nimero de compuestos quimicos son carcinégenos (Tabla 1). Muchas
de estas sustancias se relacionan con el desarrollo de cancer en el ser humano. Se
calcula que hasta 80% de los canceres humanos se producen por factores ambientales,
principalmente por compuestos quimicos. La exposicién a esas sustancias puede deberse
a la ocupacion de la persona; la alimentacion; el estilo de vida o a otros factores (algunos
farmacos).®"?

Se refiere como un proceso multipasos: (1) En la iniciacién, una célula que
experimenta un evento carcinogénico puede desarrollar potencialmente en un clon
neoplasico. (2) En la promocién, la cual es irreversible, continta la existencia de la
proliferacién cional neoplasica, que depende de un quimico o un agente con actividad
carcinogénica pequefa. (3) En la progresion, el crecimiento irreversible de células
alteradas ocurre (neoplasia). Un agente que posee una pequefia o nula potencia

carcinogénica (un cocarcinégeno) incrementa el efecto carcinogénico de otro agente
It
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cuando [a exposicion es simultanea. La carcinogénesis quimica-esta:influenciada por la
edad, estatus endocrino, dieta, otros agentes exdgenos (cocarcinégenos o promotores) y

estatus inmunologico.

Tabla 1. Canceres comunes causados por quimicos carcinégenos.

Carcinogeno Tipo de Cancer Carcindgeno Tipo de Cancer

Carcinogenos Carcindgenos por

ocupacionales estilo de vida

Hollin y aceite | Cancer de piel Alcohol Cancer de esofago,

mineral bucofaringeo, laringe
e higado.

Arsénico Cancer de pulmén y{Mascado de betel Cancer de boca

piel
Asbesto Cancer de pulmén, |Tabaco Cancer de pulmén,
mesotelioma esofaringeo, laringe

de paletilla, de
cabeza y cuelio

Tintes de cabello y|Cancer de paletilla Farmacos

aminas aromaticas carcinégenos

Benceno o Leucemia Agentes alquilantes | Leucemia

:‘N‘i’dﬁaﬁrmu 7" |Cancer de pulmén, | Dietilestilbestrol Adenoma celular

‘ del seno nasal hepatico, cancer

. vaginal

Formaldehido ~|Cancer nasofaringeo |Oximetolona Cancer hepatico

iCloruro de vinlo ~ |Angiosarcoma | Torotrast Angiosarcoma

v hepatico

I Pinturas,  pesticidas | Cancer de pulmén
;no arseniosos,

.escape de diesel,

s cromatos
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"Los trabajadores de la salud: expuestos a farmacos. anlmeoplaslcos, tlenen tamblen

riesgos de alcanzar efectos adversos sobre Ia reproduccnon

2.2. CARCINOGENOS QUIMICOS Y LA EVOLUCION NATURAL DE LA APARICION DE
NEOPLASIA.

2.2.1, Patogenia de la neoplasia: Aspectos Bioldgicos.

Se cree que la patogenia de la neoplasia consta de al menos tres etapas definidas
de manera operativa; empieza con el inicio y va seguida por una etapa intermedia de
promocion, a partir de la cual evoluciona la etapa de progresion. En la tabla 2 se enlistan
las caracteristicas biolégicas de las etapas de inicio, promocion y progresion. Es durante la
primera y ullima etapas de la aparicion de neoplasias (inicio y progresion) que pueden
observarse cambios estructurales en el genoma (ADN). Los cambios estructurales
comentados tienen mas probabilidades de ser la causa de la induccion de estas etapas,
en especial la etapa de inicio. La etapa intermedia de promocion no parece comprender
cambios estructurales directos en el genoma de la célula, sino que, en su lugar, depende

de una expresion alterada de genes.2'?2?32
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Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas y biologicas

y progresion durante la carcinogénesis.

Antecedentes

de las fases de inicio, promocion

morfoloégicamente. de la  administracion

continhta del agente

Inicio Promocion Progresion
Irreversible en  células | Reversible tanto para la | lrreversible.
viables. expresion del gen como a
niveles celulares.
“Célula madre” iniciada | Poblacion de células | Alteracidn  discernible
no identificable | promotoras dependiente | morfolégicamente en la

estructura gendmica

celular, originada por

promotor. inestabilidad del cariotipo.
Eficiencia sensible  a | Eficiencia  sensible a | Crecimiento de células
| xenobidticos y  otros | envejecimiento y | alteradas  sensible a
factores de la dieta y | factores ambientales

f factores quimicos.
hormonales.

i
|
i
|
!

Ap Los agentes promotores
células iniciadas. | endogenos pueden
! Requiere division celular | efectuar promocién |
! para “fijacion”. | “espontanea”.

"Respuesta a la dosis que | La respuesta a la dosis

|
i
‘no muestra un umbral : muestra umbral y efecto

maximo mensurables.

- facilmente mesurable.
" Potencia relativa de i La ”poléhcia‘ relativa de

iniciadores dependientes ' promotores medida por
i de la cuantificacion de  su eficacia para causar
| lesiones preneoplasicas ‘ expansion de la poblacion

| después de un periodo ' de células iniciadas.

durante la fase temprana

de esta etapa.

'En  esta etapa se

observan neoplasias

benignas o malignas.

Los agentes

l “progresores” hacen

E avanzar a las células

| promovidas hacia esta
etapa.

f definido de promocion.
‘
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Inicio. Al igual que los fendmenos mutacionales, el inicio requiere una o mas
rondas de division de células para la “fijacion” del proceso. Los parametros cuantitativos
del inicio, se han demostrado en diversos sistemas experimentales; sin embargo, estos
parametros pueden estar regulados por alteracion del metabolismo de xenobidticos y por
hormonas troficas. El metabolismo de los agentes iniciantes hacia formas no reactivas, y la
alta eficiencia de la reparacion del ADN de los tejidos pueden alterar el proceso de inicio.

Una de las caracteristicas de la etapa de inicio es su irreversibilidad en el sentido de
que el genotipo, o el fenotipo, o0 ambos de la célula iniciada se establecen en el momento
de inicio. Hay pruebas que se estan acumulando de que no todas las células iniciadas
sobreviven durante todo el lapso de vida del organismo o el periodo de un experimento. Su
muerte parece deberse al proceso normal de la muerte celular programada o apoptosis. El
inicio espontaneo o fortuito de células en diversos tejidos es muy frecuente. Si esto es
cierto, la aparicion de neoplasia puede estar en funcion unicamente del efecto de los

agentes en las etapas de promocion o progresion.

Promocion. Como en la etapa del inicio, diversas sustancias quimicas inducen esta
fase. Sin embargo, al contrario de los guimicos que inducen la etapa de inicio, no hay
evidencia de que los agentes promotores o sus metabolitos interactuan directamente con
el ADN, ni que se requiere metabolismo para su eficacia.

La caracteristica distintiva de la promocién como contraste con el inicio o la
progresion es la naturaleza reversible de esta etapa. La regresion de lesiones
preneoplasicas luego de supresion de los agentes promotores puede deberse a apoptosis.
Este mecanismo propuesto se soporta por la demostracion de que muchos agentes
promotores inhiben la apoptosis en lesiones preneoplasicas. Otras vias potenciales de
esta reversibilldad operacional son la “rediferenciacion” o remodelacidn. Asi, las células en
la fase de promocion son dependientes de la administracién continua del agente promotor.

Otra caracteristica de la fase de promocion es su susceptibilidad a la reguiacion por
factores fisiologicos. La fase de promocién puede regularse por el procesc de
envejecimiento y por factores de la dieta y hormonales. Muchos factores reguladores son

en si agentes promotores. Algunas hormonas pueden ser carcinogenas. Estas hormonas

s
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son agentes promotores efectivos y asi llegan a servir como una fuente exdgena o
endégena para la regulacion de la proliferacion celular durante la carcinogénesis. Esos
agentes fisiologicos pueden ser un componente de la promocion endégena de células
iniciadas.

Las relaciones entre dosis y respuesta de agentes promotores muestran curvas
parecidas a una sigmoide, con un umbral observable y un efecto maximo. El efecto umbral
de los agentes promotores puede considerase una consecuencia de la naturaleza
reversible de sus efectos a nivel celular. El efecto maximo se debe a una saturacién de la
unién a ligando en el primer caso y a la promocion de todas las células iniciadas en el
segundo. Aunque es imposible equiparar de manera directa las variables en los dos
procesos, la similitud de las formas de las curvas es sorprendente. La potencia relativa de
los agentes promotores puede determinarse en funcion de su capacidad para inducir el
crecimiento clonal de células iniciadas. Asi, la tasa neta de crecimiento de lesiones
preneoplasicas puede emplearse para determinar las potencias relativas de los agentes

promotores

Progresion. La transicién desde la generacion temprana de células iniciadas hasta la
poblacion de células malignas desde el punto de vista biolégico, constituye la parte
principal de la historia natural del desarrollo de neoplasias. Las caracteristicas de la
progresion maligna (tasa de crecimiento, invasividad, frecuencia de metastasis, capacidad
de respuesta a hormonas y caracteristicas morfologicas) varian de forma independiente
conforme se desarrolla la enfermedad. Estas caracteristicas se han atribuido a la
inestabilidad del cariotipo durante la etapa de progresion irreversible. Las alteraciones
ambientales pueden influir sobre la etapa de progresion. Por ejemplo, la exposicion a
agentes promotores puede alterar la expresion de genes e inducir proliferacion celular. Sin
embargo, como el crecimiento de la neoplasia continua y aparece inestabilidad cariotipica,
las respuestas a los factores ambientales se pueden alterar o perder. Los agentes que
actuan unicamente para suscitar la transicion de una célula desde la etapa de promocion
hasta la de progresion suelen denominarse adecuadamente agentes progresores. Esos

agentes tienen la caracteristica de inducir aberraciones cromosémicas, pueden no tener
16
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por necesidad capacidades de inicio, y en algunos casos pueden incrementar la
clastogénesis relacionada con la inestabilidad cariotipica en evolucion. Como con las dos
etapas de inicio y promocién, la progresion espontanea puede también ocurrir. De hecho,
la progresion espontanea seria favorecida altamente por la replicacion celular
incrementada. Los mecanismos durante la progresion que llegan a contribuir a la
inestabilidad cariotipica que esta surgiendo incluyen la inhibicion de la actividad de
topoisomerasa para reparacion del ADN, amplificacion de genes e integridad alterada del
teldbmero. Al igual que las dos etapas de inicio y promocion, también llega a ocurrir
progresion espontanea. De hecho, la replicacion celular incrementada fomentaria mucho

la progresion espontanea 222324

2.2,2. Mecanismos Celulares y Moleculares en las etapas de Carcinogénesis.

Aunque las caracteristicas descriptivas y morfolégicas de las etapas de la

carcinogénesis son criticas para el conocimiento completo de los mecanismos moleculares
de la carcinogénesis, pueden ser necesarios para el control de la enfermedad a través de
la terapia racional, diagnostico temprano y métodos de prevencién razonables. Sin
embargo, el conocimiento de los mecanismos moleculares de la carcinogénesis es
incompleto.
Inicio. Al menos tres procesos son importantes en el inicio: metabolismo, reparacion de
ADN vy proliferacion celular. La perturbacién de cualquiera de estas vias tiene impacto
sobre el inicio. Las células iniciadas son dificiles de distinguir desde el punto de vista
morfologico y fenatipico de sus homologas normales, y las alteraciones moleculares de las
cuales depende el inicio pueden ser igualmente sutiles. En la tabla 3 se enlistan un
numero de caracteristicas mecanicas moleculares de las etapas de inicio, promocidon y
progresién.

Los cambios genéticos necesarios para inducir la etapa de inicio no deben ser
necesariamente los que producen alteraciones cromosomicas estructurales toscas obvias

o flagrantes. La variabilidad individual, las diferencias de especies, y el organotropismo de
17
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la etapa de inicio, comprenden equilibrio del metabolismo del carcinégeno, la proliferacion

celular y la reparacién del ADN.

Tabla 3. Algunos Mecanismos Celulares y Moleculares en Carcinogénesis Muitifase.

Inicio

Promocién

Progresion

Mutaciones simples
(transiciones,
transversiones,
deleciones pequenas, y
afectan el

otras) que

genoma celular.

Aumento o represion
reversible de la expresion
de gen mediado por
receptores especificos
para el agente promotor

individual.

Alteraciones genéticas
complejas
(translocaciones
cromosomicas,
deleciones, amplificacion
de gen, recombinacion y
otros) originadas por
inestabilidad  cariotipica

en evolucién.

En algunas especies y
tejidos, mutaciones de
punto en protooncogenes

u oncogenes celulares

potenciales

i

Inhibicion de la apoptosis
por el agente promotor.

Cambios irreversibles de |
la expresion de gen fetal,
expresion alterada del
gen del complejo de
histocompatibilidad mayor
(MHC), y

ectopica de hormona.

produccion

‘Mutaciones en genes de
vias de transduccion de
pueden

! senal que

i producir un  fenotipo

alterado.

Ninguna alteracion
estructural directa en el
ADN  por

metabolismo del

accion o
agente

promotor.

Seleccion de células

neoplasicas para

crecimiento optimo  del

fenotipo/genoctipo en
respuesta al ambiente
celular e incluso Ia

evolucion de inestabilidad

del cariotipo.
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2,2.3. Blancos genéticos moleculares. deﬂcarcinégénds que dafian el ADN.-

Aunque muchos genes son afectados por la accién de ciertos quimicos
carcinogénicos, se ha asumido que las mutaciones ‘en - pocos genes relativamente
especificos puede ser mas critica a transformacion neoplésica. Con el descubrimiento y
elucidacion de la funcion de oncogenes virales y sus contrapartes celulares,
protooncogenes, la suposicion original se cerré con la realidad. Tres diferentes clases de
genes tienen un papel primordial en los procesos neoplasicos (Tabla 4). Aunque otros
genes operativos en la reparacion del ADN, metabolismo de carcinégenos vy
anormalidades del sistema inmune generan predisposicion hereditaria para el desarrollo
de neoplasia, son los productos de los protooncogenes, los oncogenes celulares, y los
genes supresores tumorales que se han relacionado de manera mas estrecha con la
transformacién neoplasica.

Los oncogenes tienen actividad de manera primaria en el crecimiento celular,
transduccion de senales y transcripcion nuclear. Se atribuyen funciones similares a genes
supresores tumorales conocidos, pero, ademas, al menos dos genes supresores
tumorales participan en la regulacion del ciclo celular.

Las mutaciones en protooncogenes pueden depender de su activacion, con
transformacion neoplasica subsiguiente similar a la que se observa después de expresion
allerada de oncogenes celulares. Unicamente las mutaciones de punto, las inserciones y
deleciones pequenas, y posiblemente el estado de mutilacion alterado son fenomenos que
pueden originar inicio. Las alteraciones mas complejas en el genoma serian
caracteristicas de la etapa de progresion.

La activacion de protooncogenes y oncogenes celulares por mutaciones base
especificas. deleciones pequenas y mutaciones por desplazamiento de estructura
depende de la sintesis de ADN en presencia de dafio del ADN, incluso la presencia de
aductos. El analisis de mutaciones en genes especificos en potencia comprendidos en la
transformacion neoplasica es posible a partir de muestras muy pequeias mediante

muestras pequefas moleculares.
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Tabla 4. Caracteristicas de protooncogenes, oncogenes

supresores tumorales.

Protooncogenes Oncogenes celulares Genes supresores
tumorales

Dominante. Dominante. Recesiva.

Especificidad de tejido
amplia para aparicion de

cancer.

Especificidad de tejido
amplia para aparicion de

cancer.

Considerable
especificidad de tejido
para la aparicibn de

cancer.

La herencia de linea

germinal rara vez esta
comprendida en la

aparicién de cancer.

La herencia de linea

germinal rara vez esta
comprendida en la

aparicion de cancer.

La herencia de linea

germinal suele quedar
comprendida en la

aparicion de cancer.

| activadas durante todas
flas etapas de desarrollo

‘ neoplasico.

activadas durante todas
las etapas de desarrollo
neoplasico.

| Analogo a  ciertos | No hay analogos | No hay analogos

oncogenes virales conocidos en virus | conocidos en virus
oncdgenos. oncogenos

‘Mutaciones  somaticas | Mutaciones  somalicas | Las mutaciones de la

linea germinal pueden
iniciar, pero la mutacion
hacia neoplasia soélo
ocurre durante la etapa

de progresion.

TON
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Tabla 5. Funciones de oncogenes representativos y genes supresores tumorales.

Funciones de productos Genes. Localizacion celular.
genéticos,

A. Oncogenes

Factores de crecimiento Sis fgf Extracelular
Receptor/proteina tirosina- Met, neu Extracelutar/ membrana
quinasa celular

Proteina lirosina-quinasa Src, ret Membrana

celular/citoplasma

Membrana  asociada a Ras, gip-2 Membrana
proteinas G celular/citoplasma
{ Proteina citoplasmatica Raf, pim-1 Citoplasma
{ serina-quinasa
Factores de transcripcion Myc, fas, jun Nucleo
nuclear
| Desconocido indeterminado Bcl-2, crk Mitocondria/citoplasma

| B. Genes supresores
:’ Activactén GTP-asa NF1 Membrana
celular/citoplasma

\

5 Ciclo celular-represor | RB-1 Nicleo

i regulador nuclear

i transcripconal

"Ciclo  celuiar-  factor de | P53 Nuclear

‘ transcripcion nuclear

"Dedo de zinc factor de WT-1 Nuclear
transcrnipcion

"Reparacion ~ ADN hMLH-1 ¢Nicleo?
emparejado mal hecho

"Dedo de zinc. factor de " BFCA-1 Desconocido

; transcripcion?
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Algunas clases de genes parecen ser apropiados como blancos para carcinégenos
que dafan el ADN no esta por completo claro por la funcion real de las mutaciones de
protooncogen y oncogen celular en el establecimiento de carcinogénesis. Entre las
lesiones preneoplasicas mas tempranas estudiadas (tabla 6), menos de una tercera parte
muestra mutaciones en la familia del gen ras, pero es totalmente posible que otros
protooncogenes y oncogenes celulares puedan ser blancos. Las pruebas de que los
genes supresores tumorales puedan ser blancos para el inicio de aparicion de
enfermedad maligna temprana provienen principalmente de estudios de neoplasia
hereditaria por mecanismos genéticos. En estos raros canceres hereditarios, uno de los
alelos de un gen supresor tumoral contiene una mutacion de linea germinal en todas las

células del organismo.

Tabla 6. Mecanismos potenciales de activacion de Oncogenes.

[Evento Consccuencia Ejemplos

| Mutacion base en secuencias | Nuevo  producto genético con | v.-onc genes, carcinoma de
’ codificadas actividad allerada paletilla

[ Supresion en secuencias no | Reguiacion alterada  de  genes | Transformacion de fibroblasto i

! codificadas normales vitro.

[ S G S S VU SO
| Promocién alterada para ARN- | Transcripcion ncrementada de | Transformacion celular in vitro,

: polimerasa mMARN (produccion normal de genes) | linfoma en pollos

"insercion o susttucion con | Regulacién  alterada de  genes | TUmOf venéreo canino, misloma
elementos de ADN repetitivos | (,normal?) en ratén

("transposones”)
i Translocacion cromosomal | mARN  alterado.  nuevos genes. | Linfoma de Burkitt en humanos,
regulacion alterada de expresion | plasmacitoma en raton

genética
"Amplificacion de genes | Expresion incrementada de genes | Carcinoma de colon en humanos,
normales carcinoma de paletitia

| Hipometiiacion del gen c-onc | Regulacién alterada de fa expresian | Cancer de colon y pulmon en
del gen (¢?). gen normal humanos
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Promocidn. Los agenles promotores ejercen sus efeclos sobre la expresion de genes
principalmente por perurbacién de las vias de transduccion de sefal. El mecanismo de
accion de agentes promotores en la aiteracion de la expresion de genes puede estar
mediado por receptores especificos. Esta hipotesis proporciona una explicaciéon parcial de
la especificidad histica demostrada por muchos agentes promotores. El concepto receptor-
ligando de la accion de estos Ultimos se basa en las relaciones entre dosis y respuesta
que comprenden agentes farmacolégicos. Las suposiciones basicas de estas
interacciones arguyen que el efecto del agente es directamente proporcional al nimero de
receptores ocupados por el figando. La actividad intrinseca de la sustancia quimica, y las
vias de transduccion de sedal disponibles en el tejido son factores importantes en la
determinacion del tipo de respuesta observada y del grado de la misma.

Varios agentes promotores hepaticos, incluso el fenobarbital, ciertos esteroides, y
proliferaciones de peroxima, aumentan de manera selectiva ta proliferacion de ceélulas
dentro de lesiones preneoplasicas en el higado de rata. La habilidad de los agentes
promotores a los niveles celular y molecular para aumentar de modo selectivo la
proliferacion celular de células preneoplasicas. El parametro celular que se opone a la
mitosis es la muerte celular programada o apoptosis. Este proceso queda inhibido de
manera notoria por muchos agentes promotaores, pero no se entienden bien sus
mecanismos. Varios genes especificos parecen estar comprendidos en este proceso,
incluso el protooncogén c-myc, el oncogen celular bel-2, el TGF-B, y el gen supresor

tumoral p53.2'2223.24
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Figura 1. Diagrama de componentes de vias de transduccién de seflales y el ciclo celular. No hay
interaccion directa conocida entre las vias de transduccion de sefales y regulacién del ciclo celular,
aunque se conocen muchas vias potenciales principalmente por medio de fosforilacion oxidativa de
proteina. La porcién inferior de la figura indica la extension de la célula hacia la fase G, a partirde la
cual ocurre la apoptosis.'®

Go= fase de reposo (no proliferacion de células).

= fase de sintesis variable pre-ADN (12 horas a unos pocos dias).

S = sintesis de ADN (usualmente 2 a 4 horas).

Go= sintesis postADN (2 a 4 horas) una cantidad de ADN tetraplolide se encuentra dentro de
las células.

M= mitosis {1 a 2 horas).
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2,2.4, Regulacion del ciclo celular.

En la figura 1 se presenta un diagrama de la integracion del ciclo celular y la
apoptosis con las vias de transduccidén de seial. Los enlaces conectivos entre la
transduccion de sefial y el ciclo celular todavia no son muy claros. Un mecanismo critico
para la regulacion de todas las fases del ciclo celular es la fosforilacion de proteina.
Diversas cinasas con diferentes especificidades de aminoacido y proteina controlan la
activacion e inactivacion de genes dependientes del ciclo celular. El mecanismo molecular
principal que relaciona la transduccion de sedal al ciclo celular es la fosforilacion de
diversos factores de transcripcion. Una via de proliferacion celular estd mediada por
proteincinasas activadas por mitdégeno (MAPK), que a su vez son activadas por
fosforilacion mediada por las vias de transduccion de sefial. La fosforilacion de ciclinas
(proteinas que son criticas en el paso de una célula por el ciclo celular) por medio de
diversas cinasas dependientes de ciclina (CDK) da por resultado diferentes niveles de
fosforilacion durante distintas pantes del ciclo celular. Esto, junto con la sintesis y
desintegracion rapidas de ciclinas y otras proteinas dependientes del ciclo celular, durante
el ciclo, permite que este Gitimo ocurra de una manera reproducible. La produccion
excesiva de cualquier ciclina o cinasa dependiente de la misma, o una falta de la
produccion de uno de estos factores, conduce a la inestabilidad cariotipica, que es
caracteristica de la progresion. Otro gen supresor tumoral, el p53, también participa como
un factor de transcripcion, lo que evita la continuacion del ciclo celular cuando hay dano
del ADN. Esta pausa permite a las células reparar ese dafio o, si el dailo es excesivo,
sufrir apoptosis. Si el gen p53 muestra una mutacion, o falta, la pausa no ocurre, y el ciclo
continua la replicaciéon a pesar de la presencia de dano que produce mutaciones o
clastogénesis. Es obvio que el enlace mecanico faltante es una clara comprension del
aumento selectivo del ciclo celular en células preneoplasicas por agentes promotores. Hay
varias posibilidades, entre ellas aumento de las concentraciones de receptores o de
cualesquiera de los componentes de la via de transduccion de sefal, y mutaciones de
factores de transcripcion, ciclinas, cinasas dependientes de ciclina y otros componentes

del ciclo celular.
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Progresion. Esta etapa por lo general aparece a partir de células en la etapa de
promocién, pero también de manera directa a partir de células normales, como resultado
de la administracion de dosis relativamente altas, a menudo citotoxicas, de carcinégenos
completos que tienen capacidad de inducir tanto inicio como progresion. Ademas, la
incorporacién hacia el genoma, de informaciéon genética como virus oncogénos, la
transfeccion estable de material genético, o las alteraciones cromosémicas espontaneas
pueden inducir la etapa de progresion. El principal dato caracteristico de esta etapa es la
inestabilidad cariotipica en evolucién. Las células en la etapa de progresién pueden
evolucionar de tal manera que las caracteristicas de invasién, crecimiento metastatico y
anaplasia, asi como la tasa de crecimiento y las respuestas a influencias hormonales
cambian hacia grados cada vez mayores de enfermedad maligna. Puede entenderse que
estas “caracteristicas independientes” sobrevienen por cambios cariotipicos que estan
apareciendo de modo constante en las células durante la etapa de progresién. Estas
“caracteristicas” pueden incluir aspectos como la expresion de genes fetales, la expresion
de las proteinas de superficie clases | y II del complejo de histocompatibilidad mayor
(NCH), y la produccion ectopica por células derivadas de tejidos no productores de
hormonas. Puesto que la actividad cariotipica tiene pocas probabilidades de conducir
directamente a mutaciones de punto en oncogenes y genes supresores tumorales, es mas
probable que su aparicion refleje la seleccion de células mas idéneas para el ambiente de
crecimiento de una neoplasia.

La inestabilidad genética propia de esta etapa es principalmente un reflejo de las
mutaciones de punto o de las amplificaciones de genes. Muchos mecanismos pueden
conducir a inestabilidad cariotipica. entre ellos alteracion del aparato mitotico y de la
funcion del telémero, hipometilacion de ADN, recombinacion, asl como amplificacion de
genes y transposicion de los mismos.

Cuando un tumor crece, los nutrientes son provistos por difusion directa por la
circulacion. La invasion de un tejido local puede resultar en presion sobre tejidos normales,
los cuales pueden provocar inflamacion, o el tumor puede producir sustancias
(colagenasas) que provocan la destruccion enzimatica de tejidos. Subsecuentemente, la
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sintesis del factor angiogénesis de tumores causa la formacion de un suministro vascular
independiente del tumor. Casi de inicio un tumor puede derramar células dentro de la
circulacion. Para modelos animales, esto se estima que un tumor de 1 cm derrama 21
millon de células/24 horas en la circulacion venosa. La probabilidad de que una célula
tumoral circulante llegue a convertirse en un tumor metastasico se estima en < 1:1millén.

La metastasis se desarrolla cuando las células tumorales se adhieren al endotelio
vascular y penetran dentro de los tejidos circundantes, sobreviviendo y engendrando
tumores independientes a sitios distantes. Asi, el crecimiento del tumor reinicia,
interrumpiendo el tejido normal y la funcién del érgano. Los tumores metastaticos pueden
dar origen a otras metastasis.

Los experimentos sugieren que la metdastasis no es un evento aleatorio y que el
tumor primario puede regular el crecimiento de tumores metastaticos (por ejemplo: en
células de carcinoma renal, la velocidad de crecimiento es similar en el tumor primario y en
los nédulos metastasicos). Tedricamente, la remocion del tumor primario puede resultar en
un crecimiento rapido de la metastasis.

Las mutaciones en los genes son parcialmente responsables para el crecimiento y
reproduccion de células malignas. Estas mutaciones alteran la cantidad o comportamiento
de las proteinas codificadas por genes reguladores del crecimiento y alteran la division
celular. Hay dos categorias principales de genes mutados, estos son los oncogenes y los
genes supresores

Las cinéticas celulares son importantes en el disefio de regimenes de farmacos
antineoplasicos. Muchos farmacos antineoplasicos son efectivos Unicamente si las células
estan en el ciclo celular, y algunos farmacos actuan unicamente durante una fase
especifica del ciclo. Las cinéticas celulares pueden influenciar en los horarios de

dosificacién y los tiempos de los tratamientos 2232324
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Oncogenes. Son formas anormales de los genes que usualmente regulan el
crecimiento celular. Por ejemplo, el gen ras es anormal en cerca del 25% de los canceres
humanos. La proteina Ras (codificada por el gen ras) regula o sefala la division celular.
En la mayoria de las situaciones el gen es inactivo, pero en estas células malignas la
proteina Ras es activa y sefiala la division de las células, ain cuando ellas no deberian.

Otro ejemplo de la actividad oncogénica involucra a la proteina cinasa, enzima que
ayuda la regulacion de muchas actividades celulares, particularmente sefnalando de la
membrana celular al nicleo, asi iniciando la entrada de la célula dentro del ciclo celular y
controlando algunas otras funciones. Algunos canceres humanos (por ejemplo: cancer de
vejiga, cancer de mama, leucemia mielocitica cronica [LMC}) contienen la enzima cinasa
estructuralmente alterada. Cuando hay sobreproduccion o alteracion de la enzima cinasa
estimula continuamente a la divisién celular.

Los oncogenes celulares son amplificados en algunas malignancias humanas (por
ejemplo: C-myc y N-myc en células pequefias de cancer de pulmoén, N-myc en
nueroblastoma, C-erb B-2 en cancer de mama). La activacion de los oncogenes no es
completamente comprendida, pero muchos factores pueden contribuir, incluyendo
carcinogénesis quimica (por ejemplo: humo del tabaco) o agentes infecciosos (por
ejemplo: virus).

La activacion puede resultar de la reorganizacién cromosomal (ADN). En el linfoma
de Burkitt, t(8;14) mueve el locus C-myc sobre el cromosoma 8 a una posicion distal para
el locus de la cadena pesada de la inmunoglobulina en el cromosoma 14, incrementando
la sintesis de la inmunoglobulina. En la LMC, el t(9;22) resulta en una proteina quimérica,
una fusion de la porcion terminal N de ber y la porcién terminal C de abl. Estas
translocaciones del ADN  estan localizadas cerca de los genes responsables de

crecimiento y proliferacion celular.

Genes supresores tumorales. Normalmente suprimen el crecimiento de
malignancias, por codificacion para proteinas que suprimen la iniciacion y crecimiento
tumorales. Por ejemplo, el gen retinoblastoma (RB) codifica para la proteina pRB, la cual

regula el ciclo celular por el paro en la replicacion del ADN. Las mutaciones en el gen R8
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ocurren en 30 a 40% de todos los canceres humanos, permitiendo que las células resulten
afectadas para dividirse continuamente.

Otra proteina regulatoria importante, p53, previene la replicacién de ADN dafado en
células normales promueve la muerte celular (apoptosis) en células con ADN anormal.
Cuando la proteina p53 se encuentra alterada o inactiva, permite a la célula con ADN
anormal, que sobreviva y se divida. Las mutaciones se pasan a células hijas, confiriendo
una probabilidad alta de neoplasias. El gen p53 aparece defectuoso en la mayoria de los
canceres humanos.

Aunque la heterogeneicidad fenotipica ocurre con cualquier malignancia,
genotipicamente un cancer dado se cree que proviene de un clon de células
transformadas. Los factores que finalmente causan dafio genético o cambios
cromosomales son desconocidos; sin embargo, la supresioén, traslocacion o duplicacion de
genes importantes da a un cancer celular una ventaja proliferativa sobre las células
normales, y un tumor puede desarrollarse.

Las anormalidades cromosomales son encontradas en ciertos canceres humanos
(ver tabla 1), por ejemplo, cerca del 80% de pacientes con LMC tienen el cromosoma
Filadeifia (Ph) t(9;22). Empleando GG6PD como un marcador de proteinas, Unicamente una
sola isoenzima esta presente en RCBs y WCBs de pacientes con LMC, mientras los
fibroblastos de estos pacientes contienen ambas isoenzimas. Estos descubrimientos
indican que un cambio cromosomal se presenta en las células malignas. La pérdida de
alelos localizados sobre los cromosomas 17p y 18p parece importante en la etiologia de
cancer colorectal. La pérdida de los alelos sobre el cromosoma 17p también ha sido
implicada en el cancer de mama, gliomas, carcinoma de pulmoén y osteosarcoma. Los
sitios 17p y 18p han sido sugeridos como la localizacion de los genes supresores.
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Tabla 7. Anormalidades cromosomales asociadas con canceres humanos.

Anormalidad Tipo de cancer Anormalidad
Tipo de cancer cromosomal cromosomal
Leucemia mieloide Tumores sélidos
Adenocarcinomas
Leucemia mielocitica 1(9:22) Cancer de pulmén 3p-
cronica células pequefias
Leucemia mielogena t(8:21) RifAén 3p-
aguda con
maduracion
T Leucemia 1(15:17) Utero 19-
promielocitica aguda
Leucemia no (6:9) Préstata 10qg-
lincoficitica con
basofilos
incrementados
‘Leucemia monocitica 11q- Vejiga QYoinv9, 11,5
aguda
Leucemia Inv 16 Colén 17q-, 18p-
mielomonocitica
i aguda con eosinofilia
“Leucemia mielégena | -7 o del (7q) © -5 0
aguda relacionada del (5q) Sarcomas
con terapia
"Linfomas malignos Liposarcoma mixoide (12:16)
;7” T 1(8:14) Sarcoma sinovial 1(x:18)
- (De Burkitt
| De no Hodgkin 1(14:18), 1(11:14) Rhabdomiosarcoma t(2:13)
j alveolar
Leucemia Condrosarcoma t(9:22)
linfocitica mixoide
extraesquelético
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Continuacion Tabla 7
Leucemia t(1:19), t(8:14), Tumor de Ewing {(11:22)
linfoblastica aguda t(8:22)
Leucemia linfocitica t(11:14), t(14:19), Neuroepitelioma t(11:22)
crénica 1(2:14), -12 periférico
Enfermadedes +1
mieloproliferativas Miscelaneos
Disferminoma ovarico Inv 12
y testicular
Retinoblastoma 13qg-
Tumor de Wilsms 11p-
Neuroblastoma 1p-
Melanoma maligno 6q o inv6
Mesotelioma 3p-

t= traslocacion: q= ramificacion larga del cromosoma; inv= inversion; p= ramificacion corta

del cromosoma; -= supresion; += cromosoma extra.

Un mecanismo de la conversion cromosomal del epitelio normal a cancer se ha
propuesto para la poliposis familiar del colén. Primeramente, la pérdida de un gen
supresor sobre el cromosoma 5 hace al epitelio hiperproliferativo. Un cambio de metilacion
en el ADN resulta en un adenoma primario que el oncogen ras convierte a un adenoma
intermediario; la pérdida del gen supresor sobre el cromosoma 18 [o convierte finalmente
en un adenoma, y la pérdida de un gen en el cromosoma 17 lo convierte en cancer. Otros
cambios genéticos se requieren para que el cancer aicance la metastasis.

El analisis cromosomal de las células cancerosas puede proveer inforn.acion
pronostica o terapéutica; por ejemplo, pacientes con leucemia mielogena aguda y

cromosomas normales tienen un mejor prondstico que aquellos con cromosomas
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anormales. Similarmente, pacientes con una traslocacion de los cromosomas t(15:17)
siempre desarrollar leucemia promielocitica aguda.

En algunas enfermedades congénitas los cromosomas se rompen facilimente,
poniendo a los ninos en un riesgo alto de desarrollar leucemia aguda y otros tipos de
cancer. Esto incluye al sindrome de Bloom (un desorden autondomico recesivo con
enanismo, un eritema facial folosensitivo telangiectatico y caracteristicas faciales), el

sindrome de Fanconi, y el sindrome de Down (trisomia en el cromosoma 21),2'22.2324

2.3. QUIMIOTERAPIA, LA BUSQUEDA DE FARMACOS MAS EFECTIVOS.

El tratamiento de los tumores cancerosos puede ser desarrollado por cirugia,
radioterapia, inmunoterapia, crioterapia y quimioterapia, y sus combinaciones,
dependiendo del tipo de cancer, la distribucion y el estado del paciente. La cirugia es la
mas confiable y rapida de todas la terapias, pero Unicamente es efectiva contra tumores
solidos localizados, pero presenta el riesgo de recurrencia debido al origen de la
malignancia que puede ser en otro sitio del cuerpo {metastasis), o que el tumor no fue
completamente extirpado. Por lo tanto, el método usado comunmente es la quimioterapia
combinada con la cirugia y la radioterapia.®®

El primer tratamiento sin cirugia para cancer fue reportado por Marie y Pierre Curie
hace 100 anos cuando descubrieron el radio. El radio fue reconocido radpidamente por su
potencial radioterapéutico. Sin embargo, algunos anos después se encontré que el radio
es radiotoxico y sus descubridores (Marie y su hermana Irene) murieron por las
consecuencias hematologicas de la exposicidon al radio.

En 1909 Ehrlich promulgo el término “bala-magica”, a una quimioterapia que probo
ser efectiva contra microorganismos sin afectar al huésped, cuando él sintetizo
arsfenamina (Salvarsan) para el tratamiento de la sifilis.?® El ejemplo del radio es una
leccion para recordar que cuando un nuevo farmaco se selecciona o disefda, la

selectividad terapéutica es dificil de alcanzar en el caso del cancer, debido a que las
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células cancerosas y las células normales muestran similitudes bioquimicas vy
fisiologicas.?’ -

Durante la segunda guerra mundial se observd que los agentes alquilantes
“mostazas nitrogenadas” producian hipoplasia, adelantando con ensayos en humanos con
neoplasmas hematopoyéticos, leucemia y carcinomas.?® Este descubrimiento impulsé la
busqueda de muchos nuevos complejos tales como otros agentes alquilantes,
antimetabolitos, alcaloides de la vinca, antibidticos, hormonas y enzimas durante las
décadas de los 50's y 60's.?® Todos los compuestos considerados para estos estudios
fueron complejos organicos.

Medio siglo después de los descubrimientos de Ehilich, Barnett Rosenberg.
mientras miraba el efecto de un campo eléctrico sobre el crecimiento de Escherichia coli,
observd que bajo sus condiciones experimentales (usando electrodos de platino en una
solucién que contenia cloruro de amonio, bajo la irradiacion solar) la bacteria aumenté 300
veces su propia longitud sin division celular.® Experimentos mas detallados determinaron
que este efecto no fue ocasionado por el campo eléctrico, pero se formé un complejo de
platino bajo tal ambiente. Rosenberg sintetizd una serie de complejos de platino con
configuracion cis los cuales mostraron actividad antitumoral notable en experimentos con
animales *' Fortuitamente Rosenberg descubrié la aplicacion del primer quimioterapéutico
metalico, cis-diaminodicloro platine (l) (cisplatino), el cual permanece a la fecha como uno
de los farmacos anticancerigenos mas exitoso. Este compuesto habia sido sintetizado
desde finales del siglo XIX.

El cisplatino es efectivo contra los tumores testicular, ovarico, cabeza, cuello y
vesicula, prolongando la supervivencia y en la mayoria de los casos la remocion. ¥ Sin
embargo. el cisplatino presenta serios efectos adversos, donde los mas importantes son:
nefrotoxicidad, ototoxicidad, mielotoxicidad, neuropatia periférica, nausea y vomito. La
hidratacion de los pacientes por infusion de solucion salina y diuréticos permite el uso de
altas dosis sin danar los rifiones.>

La principal desventaja clinica establecida para farmacos antineoplasicos es su baja
especificidad para tejidos tumorales, resultando en una toxicidad sistémica, algunos
efectos adversos y velocidades lentas de curacién, dando como consecuencia la
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necesidad de una dosificacion mas alta. Esto se ha contemplado en los sistemas de
liberacion de farmacos (por ejemplo, microesferas, liposomas, anticuerpos o proteinas
séricas, hormonas con alta afinidad para receptores hormonales en tumores, y polimeros)
los cuales pueden transportar al sitio blanco del tumor al agente citotoxico mientras que
los tejidos normales evitan la mayoria de los problemas de especificidad y alta toxicidad.>
Tales estrategias, sin embargo, no pueden reducir la resistencia multifarmacologica
inducida en ciertos tumores.’® Nuevas terapias y estrategias necesitan encontrarse,
particularmente debido a la resistencia a farmacos.

2.3,1. RESISTENCIA A FARMACOS.

La resistencia a farmacos presenta el principal obstaculo para la quimioterapia.
Algunos tumores (por ejemplo, cancer de pulmon y colon) se han reportado que son
resistentes a los agentes quimioterapéuticos (por ‘ejemplo, cisplatino, mostazas,
ciclofosfamida).® ¥’

La mezcla heterogénea de células que forman el tejido tumoral contiene un nimero
de células resistentes y sensitivas. Después del tratamiento las células sensitivas son
eliminadas pero las células resistentes son inafectadas, quedandose activas y
posiblemente proliferando mas rapido como una respuesta al dafo tisular.>® El mecanismo
de resistencia es probablemente un proceso multifactorial debido a que la resistencia a un
quimioterapéutico por céluias tumorales puede ser comunicada por algunas otras, aun si
los farmacos tienen diferentes mecanismos de accion, asi se alcanza la resistencia
multifarmacologica ***® La resistencia multifarmacolégica es e! resultado de muchos
procesos diferentes que permiten a la célula reparar el dano, eliminar, inactivar o
simplemente reducir la accion del farmaco.*** La resistencia puede tener un mecanismo
pasivo o activo. dependiendo del proceso involucrado, por ejemplo, la resistencia pasiva
puede ser por una disminucion o mutacidon de las enzimas que activan el farmaco en el
transporte del complejo a través de la membrana celular resultando en una baja

actividad .*® La resistencia activa, sin embargo, es la respuesta de las vias bioguimicas
3
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para el flujo, unién, almacenamiento y transporte del farmaco en la célula, por ejemplo, un
incremento en el mecanismo de reparacion del ADN, 354142

Las células eucaridticas han desarrollado una red de mecanismos, los cuales
aseguran que el material genético dafado sea reparado antes de la division. Estos
mecanismos involucran a el gen p53, y una serie de sistemas enzimaticos tales como la
reparacion de escisién de base (VER), la reparacion de escision de nucledtido (NER) y el
sistema de reparacion desigual.*® Un factor comun en la resistencia tumoral y su desarrolio
es el resultado de mutaciones en el gen p53, estas mutaciones se encontraron en el 50%
de los canceres humanos.* La funcion de la proteina supresora de tumores p53 parece
ser en mantener la integridad del genoma, asi como la culminacidén exitosa de las
diferentes etapas en el ciclo celular. En la mayoria de los tumores, el gen p53 esta
inaclivo o incapacitado, resultando en un ciclo celular fuera de control que ignora las
senales externas y que evade la apoptosis debido a que el p53 también ayuda a
desencadenar el proceso apoplético y causa una detencion en la etapa G1.4**¢ Las
células que exhiben resistencia al cisplatino pueden también presentar mutaciones en el
gen p53*, pero no como una simple adaptacion debido a que otros genes pueden estar
nvolucrados, tales como Bcl-x/.®

Otros mecanismos de resistencia a farmacos metalicos se dan por un efectivo
mecanismo de destoxificacion, el cual involucra niveles incrementados de glutation (GSH)
o metalotioneina (MT) y una disfuncién en el transporte del farmaco a través de la
membrana celular, resultando en un descenso, la presencia de mecanismos de remocion
que reconocen a los complejos metalicos formadores de aductos (por ejemplo, cisplatino)
y los sistemas de reparacidén que estan involucrados en el ciclo celular detienen la muerte

celularv"s 49 50.51 52
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2.3.2. MECANISMO DE ACCION DE FARMACOS ANTINEOPLASICOS.

Los farmacos antineoplasicos disponibles en la actualidad se categorizan en tres
amplios grupos dependiendo de su mecanismo de accion: los que interactian con el ADN,
los que se asocian a receptores de membrana, y los que se unen a un antigeno expresado
sobre la membrana celular.®®

Un nimero de mecanismos de accidn incluyen:

Los antimetabolitos son farmacos que actian como sustratos falsos en reacciones
bioquimicas de la célula viviente, Estos farmacos interactian con moléculas
incapacitandolas para desarrollar sus funciones (por ejemplo: metotrexato, fluorouracilo).
Los inhibidores de topoisomerasas son complejos que inhiben la actividad de las
topoisomerasas, que son las enzimas responsables del desenrollamiento de la doble
hélice det ADN durante la replicacion, resultando en un rompimiento en el ADN y la muerte
celular (por ejemplo: doxorrubicina). Algunos alcaloides de plantas son también utilizados
como farmacos que previenen la division celular por su unién a la proteina tubutina, la cual
forma las fibras microtubulares para organizar la division cromosomal durante la
replicacion celular. La unién de los alcaloides a la tubulina inhibe la formaciéon de los
microtubulos (por ejemplo: vinblastina, paclitaxel). Algunas hormonas inhiben la divisian
celular por su interferencia con la sintesis del ADN, tales como la prednisolona, o pueden
tener una actividad antagénica en el crecimiento del tumor, que depende de la actividad de
la hormona, por ejemplo. tamoxifén usado para tumores dependientes de estrogenos.® 5

Los agentes alquilantes forman uniones con secuencias particulares de ADN
produciendo cambios estructurales en la doble hélice del ADN impidiendo su division, el
resultado de estas interacciones puede también causar rompimientos en la hebra, o la
activacion de los mecanismos de reparacion, que si no es capaz de reparar el dano,
desencadena el suicidio celular (por ejemplo: ciclofosfamida, bleomicina, cisplatino).

La bleomicina es un antibiético el cual se ha usado exitosamente contra tumores en
oncologia clinica. Ademas requiere de oxigeno molecular y de hierro o cobre como
cofactores, formando un complejo metalico que en la presencia de un agente reductor o
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H,0, ocasiona dafio en biomoléculas, principalmente en el ADN, pero también en el ARN,
paredes celulares y otras moléculas pequefas.>® '

El modo de accién del cisplatino es por interaccion directa con el ADN, cambiando
su arreglo conformacional, por su unién a dos guaninas adyacentes (G - G) inhibiendo la
replicacion del ADN.%"*® E| isémero trans (transplatino) es inactivo contra células
tumorales, y es incapaz de formar el aducto G — G. La citotoxicidad del cisplatino contra
las células en division se ha relacionado con la formacién de aductos de ADN los que
producen et dafio en el ADN vy la introduccion de genes involucrados en la detencion del
crecimiento (familia GADD) y reparacién del ADN (p53 y p21). Se considera que estos
genes detienen a la célula antes de la division y asi reparan el dafio o desencadenan el
proceso apoptdtico.>” 58

Sin embargo, el efecto adverso mas significante del cisplatino es la nefrotoxicidad, y
puede no relacionarse al dafio a ADN o a la inhibicion de la divisién, debido a que la
velocidad de division en este érgano es muy lenta. En cambio la toxicidad renal del
cisplatino se ha relacionado con su actividad sobre la mitocondria, resultando en una
disfuncién en la respiracion y en (a liberacion del Ca®* *® y su unién a la tubulina resulta

en la inhibicion de la polimerizacion de microtibulos.®®

2.3.3. COMPLEJOS METALICOS COMO AGENTES ANTICANCERIGENOS.

Los metales se han utilizado en la medicina desde hace miles de anos por los
egipcios (mas de 3000 A.C.), los chinos (entre 2500 ~ 2000 A.C.), y los griegos, pero
permanecieron en el olvido hasta el descubrimiento del cisplatino por Rosenberg (1965) y
sus primeros sucesos clinicos. Debido a que muchos nuevos compuestos de platino o con
otros metales se han sintetizado y probado contra una variedad de células cancerosas y
tumores. Algunos de estos complejos se han evaluado en pruebas clinicas o se
encuentran ahora en el desarrollo preclinico.?'5283
Como un posible modo de actividad quimica, los metales pueden participar en

reacciones biologicas del tipo redox (hierro y cobre)®®, recibiendo la sustitucion de ligandos
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con moléculas biologicas (cisplatino)®® formando estructuras especificas alrededor del
centro metalico, con reactividad especifica.®® Otros tienen isétopos radiactivos, los cuales
pueden utilizarse para la caracterizacion de tumores o para inmunoterapia ('*'yodo unido a
un anticuerpo).¥’ Una mejor comprension de las interacciones entre un metal o un
complejo metalico con moléculas biologicas ayudaria para el diseno de complejos
metalicos mas especificos y efectivos para la terapia det cancer.%®

El modo de accion del cisplatino ha inspirado el disefio de otros complejos
metalicos planos y otros complejos no planos (complejos octahédricos de rutenio y rodio)
que también se unen al ADN, principalmente intercalandose entre bases de pares de
guanina.®® En adicion al cisplatino, algunos complejos de platino han demostrado
efectividad contra diferentes tumores in vitro e in vivo, y son utilizados ahora en pruebas
clinicas.

En adicion a los numerosos complejos de platino sintetizados y evaluados,
complejos de coordinacién de otros metales tales como bismuto, germanio (IV), iridio,
molibdeno. paladio, titanio (IV), rutenio (lli), rodio (I, Il y Il1), oro (lll), vanadio y cobre (II)
también se han evaluado. De estos los que parecen tener una actividad significante y asi
utilizarlos en pruebas clinicas, son el spirogermanio, nitrato de galio, rutenio (lIl} indazol,
cis-dietoxibis(1-fenilbutano-1,3-dionato)  titanio (V) (budotitano), y titanoceno
diclorurg 32636670

Los complejos metalicos varian ampliamente en su actividad bioldgica y sus
mecanismos de accion dependiendo de su estructura quimica, ligantes, resistencia y
estabilidad, forma metalica y configuracion. Muchos de ellos son complejos de
coordinacién con una estructura cuadrada plana, en donde el metal forma el centro de la
molécula.*? Asi el ligante también puede determinar el modo de accion dependiendo de
sus propiedades de enlace. Si el complejo es altamente estable y puede interactuar con
moléculas hidrofébicas uniendo al metal consigo (membranas y moléculas con carga como
el ADN). Si este enlace es débil, puede ser intercambiado por agua, nucleobases o grupos
sulfuro.”

Mientras el principal modo de accion del cisplatino se ha relacionado a su unién con

ADN, el ARN también puede ser un blanco, resultando en la inhibicion o transcripcion.”
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Sin embargo, el cisplatino puede interactuar con otros componentes celulares vy
estructuras tales como proteinas, enzimas y mitocondrias®® o interferir en el proceso
metabdlico por su unién a ATP o GTP. La morfologia del epitelio tubular del ritdn después
del tratamiento con cisplatino indica un dafio mitocondrial significante suponiendo que su
citotoxicidad también involucra efectos sobre el sistema de la cadena respiratoria,®
Algunos de estos complejos metalicos se han evaluado en tumores y células
cancerosas, con en espera de pruebas clinicas. Sin embargo, también han mostrado ser
toxicos, este es quizas el principal factor limitante para su liberacion final en el tratamiento

en humanos.

2.3.3.1. TOXICIDAD DE QUIMIOTERAPEUTICOS BASADOS EN METALES.

Antes del descubrimiento del cisplatino, los metales de transicion fueron
considerados como toxicos no selectivos y asi se evito su uso en medicina. Después de su
descubrimiento como un farmaco anticancerigeno potente, dos problemas principales se
desencadenaron, su alta toxicidad y la resistencia adquirida por algunos tumores. Los
principales efectos adversos son la nefrotoxicidad (necrosis tubular aguda en el empalme
cortico medular del rindn), ofotoxicidad (pérdida de fa alta frecuencia auditiva);
neurotoxicidad (neuropatia periférica) y toxicidad hematologica se han observado en la
mayoria de los pacientes tratados con cisplatino, asi como también vomito y nausea
severos *°%%73 Es posible que la nefrotoxicidad del cisplatino se aumente por otros iones
metalicos (hierro y cobre) los cuales llegan a ser desplazados de sus depositos induciendo
la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERQ).7*757 Un analogo del cisplatino, el
carboplatino, también presenta efectos adversos tales como la mielosupresion, neuropenia
y trombocitopenia, y anemia, junto a la nefrotoxicidad, pero su toxicidad es
significativamente mas baja que el complejo padre.*°

El principal sitio de accion de los complejos de platino es la union al ADN y ARN,
inhibiendo la division celular. Sin embargo su toxicidad esta directamente relacionada a

células que sufren division constante, tales como los foliculos del cabello, células
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reproductivas, médula ésea y mucosa gastrointestinal.”® Sin embargo, otros blancos
moleculares también se asocian con la toxicidad del platino. Estos incluyen su unién a
fosfolipidos y proteinas de la membrana plasmatica que inducen cambios estructurales en
la membrana y dafo por lipoperoxidacion, desactivacion de enzimas por interacciones con
el grupo sulfhidrilo en sus sitios activos, y cambios en la estructura y actividad funcional
por la unién a la estructura del citoesqueleto (tubulina), inhibiendo la polimerizacion y la
despolimerizacion.®®

Los efectos toxicos del nitrato de galio incluyen pneumonitis, peritonitis, lesion en
higado, y dafio tubular renal en ratas y ratones. /n vitro inhibe a las polimerasas del ADN y
ARN, asi como a la proteina reguladora del crecimiento de membrana, tirosina fosfatasa.
Los complejos de oro producen efectos adversos sobre el corazén y los pulmones, y los
complejos de rutenio muestran alguna toxicidad ligera en higado y rifién, asi como anemia.
Mientras que los complejos de cobre, tales como el trans-|bis(saliciladoximato)cobre (I1))
causa fiebre. cansancio y ceguera >’

Por ejemplo. el cisplatino presenta sus primeros efectos adversos después de su
tratamiento como toxicidad gastrointestinal (nausea y vomito, ulceraciones oral e intestinal,
diarrea). Mas tarde pueden causar supresion de médula désea e inmunosupresion (lo que
incrementa el riesgo de infecciones oportunistas). Otros efectos menos comunes son
reacciones en piel, alopecia y toxicidad scbre los tejidos hepatico, pulmonar, cardiaco,
genitourinario y nervioso central. En algunos casos pueden presentase esterilidad y
malformaciones congénitas, esto probablemente ocurre debido a que los compuestos

36.60.78
'

anticancerigenos pueden producir mutaciones llegando a ser una fuente para

malignancias secundarias. 7%®

La toxicidad de los complejos metalicos varia, como su actividad antineoplasica y
modo de accion, dependiendo de su especificacion (forma quimica, estado de oxidacion y
estado de union) en los sistemas bioldgicos.®' Los complejos metalicos que tienen alta
afinidad por grupos SH asi como por la unidon por cadenas dobles, la disponibilidad de
tales ligandos determinan las interacciones entre el complejo y las estructuras que los

soportan, asi como la fuerza de la interaccién.®?
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2.3.3.2. TOXICIDAD DE METALES.

Los complejos metdlicos pueden sacar a un componente de su toxicidad hasta su
centro metalico puro debido a la disociacion del complejo o por blancos especificos de
tejidos o compartimentos donde los metales se pueden liberar.

Los metales normalmente entran al cuerpo por ingestion, y en pocos casos por
absorcion en piel e inhalacion. Desde el tracto gastrointestinal, los metales son absorbidos
y distribuidos a traves del cuerpo por la circulacion, principalmente por las proteinas del
plasma (albumina y transferrina) donde ellos forman enlaces débiles hasta su liberacién en
el tejido blanco.®® Esto también se aplica para farmacos con metales los cuales se
absorben por el tracto gastrointestinal o se han inyectado en la circulacién (i.v.) donde
pueden unirse a las proteinas del plasma, principalmente a fa albumina.>

La toxicidad del metal es también el resultado de los atributos fisico-quimicos
comunes de los iones metalicos. Por ejemplo, la toxicidad del ptomo y cadmio se ha
relacionado con su capacidad para reemplazar a! calcio en proteinas esenciales o lipidos
causando efeclos de transformacion.®? Otros metales como el mercurio tienen alta afinidad
por sitios de cisteina, en donde pueden reemplazar a los iones de cobre o zinc, resultando
en la desactivacion de las enzimas.

La toxicidad del metal se relaciona también con su especificacion, donde algunas
formas quimicas son inactivas mientras que otras pueden ser toxicas, algunas formas se
absorben mientras que otras no. Su actividad depende del metal, el ligando o ambos.®* Se
ha demostrado que la toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad de un metal depende
de su forma quimica, asi como de su potencial para interaccionar con las biomoléculas.
Los complejos organometalicos en algunos casos disminuyen (cobre-cisteina) o exceden
por mucho la toxicidad de estas formas inorganicas de los metales que les dan
origen &' 85 86

Los metales de transicion y sus complejos pueden causar dafo celular catalizando
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO).8” El hierro, cobre, cromo, cobalto,
nique! y vanadio presentan electrones no apareados y pueden comportarse como

donadores y aceptores de electrones, un ambiente perfecto para catalizar reacciones con
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oxigeno y moléculas organicas (lipidos). Tal capacidad de los metales para participar en
reacciones de oOxido-reduccién se ha utilizado por todas las especies de organismos
vivientes, donde las moléculas que contienen metales desarrollan las tareas mas dificiles
en el metabolismo, asi como la generacion de energia. El hierro, zinc y cobre estan
presentes en los sitios cataliticos de muchas enzimas, y su actividad y estructura
dependen completamente del metal correcto en su forma quimica adecuada.®® Debido a la
reactividad de tales metales no es sorprendente que una vez absorbidos, son inactivados
efectivamente por aparecer fuertemente unidos para su transporte, almacenamiento y
eliminacion.®% Asi los metales o complejos metdlicos afectan a esos organos
involucrados en su transporte, almacenamiento, disposicion y excrecion (intestino, higado
y rindn), asi como tejidos con alta sensibilidad a ellos (cerebro).

Los sistemas bioldgicos utilizan acarreadores y moléculas de almacenamiento que
por un lado protegen de la reactividad de un metal (hierro) y por otro lado son capaces de
donar a otras células (la transferrina recoge al hierro del higado y plasma y lo transporta a
ofros tejidos) o por la incorporacion especifica en el sitio activo de la enzima y otras
macromoléculas (hemoglobina, catalasa).

La deficiencia en el transporte o eliminacién de los metales en el cuerpo lleva a
dafo catastréfico para las biomoléculas, por ejemplo, la deficiencia en el transporte de
cobre conduce a la cirrosis hepatica, sintomas neurolégicos y cancer prematuro en
pacientes con la enfermedad de Wilson. Los excesos de iones cobre, hierro o cromo
“libres” pueden participar en la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en
reacciones de Fenton generando el grupo altamente reactivo hidroxilo (-OH), el cual es
capaz de degradar proteinas, lipidos y ADN.%'%2%3 | a generacion incontrolada de ERO se
ha asociado con carcinogénesis, mutagénesis, citotoxicidad, algunas enfermedades

(Parkinson, Alzheimer, aterosclerosis) y al proceso del envejecimiento 5949596
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2.3.4. CASIOPEINAS.

En los dltimos afios se ha logrado un aumento en conocimiento basico, mejorando
técnicas de investigacion se ha obtenido un nimero importante de nuevos agentes
antineoplasicos. El desarrollo principal se ha producido en areas como la biologia
molecular y celular, que han brindado una mejor comprensién de los mecanismos de
divisién celular, inmunologia tumoral y factores fundamentales que intervienen en la
carcinogénesis quimica y viral.??

La mayor parte de los agentes antineoplasicos actian especificamente sobre procesos
como la sintesis de ADN, la transcripcion o la funcion del huso mitético y por ende se les
considera especificos del ciclo celular.???3

La razdn para la busqueda de nuevos compuestos se basa en el deseo de encontrar
compuestos con las siguientes caracteristicas:

a) Ausencia de resistencia cruzada al cisplatino.

b) Un espectro mas amplio de actividad, particularmente en areas clinicas donde el

cisplatino no ha demostrado efectos terapéuticos significativos.

c) Mayor efectividad clinica antitumoral.

d) Disminucion de efectos eméticos y renales.

e) Sinergismo en terapias combinadas.

Aun cuando los ensayos in vitro poseen la gran ventaja de ser rapidos y permiten el
proceso simultdneo de un gran nimero de muestras, constituyen solo una faceta de la
compleja interaccién entre huésped-tumor, en cambio los ensayos in vivo aunque
requieren de mayor tiempo permiten no sélo detectar la actividad del farmaco mediada por
el huésped y los efectos debidos a la molécula en la respuesta inmune, sino ademas
ayuda a la obtencién de indices terapéuticos %929

Dentro de las nuevas moléculas con actividad citostatica y antineoplasica se tiene a las
casiopeinas. La familia de las casiopeinas contiene cobre (Il) como metal, y en la esfera
de coordinacion tienen dos ligantes bidentados, uno de ellos es una diimina (N-N) y el otro

puede ser un aminoacidato (N-O) o donador (O-0), cuya férmula general es
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(CU(NNY(ON)INO3 o [Cu(NN)OO)NO;.* Para la obtencién de estos complejos se ha
considerado que el metal presenta una toxicidad relativamente baja, que su estado de
oxidacion sea similar al de los metales que se encuentran en los fluidos biclégicos. Por
otro lado, los ligantes deben tener la capacidad de formar quelatos y cierto grado de
hidrofilicidad e hidrofobicidad. Segun estas caracteristicas seran las propiedades de los
compuestos en términos de solubilidad, potencial electroquimico, capacidad de transporte
a través de membranas y estabilidad; ya que se pretende entre otras posibilidades que el
mecanismo de actividad sea por interaccion con el ADN, '3
De acuerdo a estudios realizados con cisplatino se ha encontrado que los compuestos
de coordinacion que cumplan con los siguientes postulados tienen potencial
antineoplasico:
a) Deben intercambiar rapidamente solo algunos de sus ligantes en reacciones con
moléculas biolégicas.
b)  Los complejos deben ser eléctricamente neutros.
c) Son necesarios dos ligantes cis monodentados (0.uno bidentado) como grupo
saliente. Los isomeros {rans son inactivos.
d) Las velocidades de intercambio de estos ligantes se encuentran en un intervalo
especifico de labilidad.
e) Los ligantes no intercambiables en las moléculas deben estar fuertemente

enlazados.

Las casiopeinas han demostrado cumplir con estos postulados, a excepcion del
postulado b, ademas de tener un buen efecto antineoplasico lento en las pruebas in vitro
como in vivo que exige el panel de cernimiento sugerido por el National Cancer Institute
(NCI). Dentro de las cuales se tiene: el uso de lineas tumorales murinas transplantables en
cepas singénicas, determinacion de dosis letal 50 (DLso) y toxicidad %7:98:%°

Actualmente se han sintetizado mas de 100 compuestos, los cuales se han agrupado
en subfamilias: Casiopeina |, Casiopeina Il, Casiopeina Ill, Casiopeina VIll. Estas
subfamilias de casiopeinas son toxicas para bacterias y han demostrado ser activas contra

algunas lineas celulares tumorales in vitro (L1210 y CaLo)*® y tumores implantados en
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raton (sarcoma S180, melanoma melanético 816, tumor de Lewis, LW-1, y leucemia
linfoide L1210.% ] )
El modo de accién de las casiopelnas es todavia desconocido; pero estudios in vitro

sugieren que el complejo se une con el ADN.

2.3.4.1. CASIOPEINA IIGLY.

La casiopeina ligly nitrato de acua 4,7-dimetil- 1,10- fenantrolina, glicina, cobre (ll)
(P.M.: 423.5 gr/mol; pka: 5.4) ha mostrado actividad antineoplasica y una toxicidad menor
hacia las células sanas que el cis-platino; se ha desarrollado especificamente como un
farmaco anticancerigeno que actla contra células Hela, células lipo Calo, murinas de
leucemia L1210, contra los tipos de cancer S180, B16 y LW1; es potencialmente citotoxico
e induce apoptosis. El efecto mas serio in vivo de la casiopeina ligly es la hemdlisis de
globulos rojos, la cual se debe a la toxicidad del cobre.'©° i

La casiopeina ligly tiene un modo de accian diferente comparada con el cisplatino, en
un estudio, células resistentes y células sensibles al cisplatino (L1210 leucemia murina y
CH1 carcinoma avarico, respectivamente) ambas fueron tratadas con casiopeina ligly a la
misma concentracion. y se encontré que ambos tipos celulares no sobrevivieron.'® Esto
debe considerarse apropiado debido a que existe la necesidad de farmacos activos contra
tumores con resistencia multifarmacologica, los cuales involucran nuevas vias de
citotoxicidad ”* La casiopeina ligly reduce la expresién de metalotioneina, la cual es uno de
los medios conocidos usados por las células cancerosas resistentes para eliminar a los
farmacos anticancerigenos basados en metales.*® También se une al ADN y aunque esto
no es unico. lo novedoso de su actividad puede deberse a que reacciona con agentes
reductores y rompe la molécula de doble hélice en lugar de inhibir la replicacion por
cambios estructurales sobre la molécula del ADN o aumentando la reparacion del
ADN.‘m 102.103 104

Siguiendo un destino logico después de una administracion intravenosa, la

casiopeina ligly se une libremente a proteinas, tal como la albimina, en la mayor parte
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probablemente via el centro de cobre.'® Esto’ supondria que la mitad de la glicina es
sustituida por un ligante mas fuerte, que se une al centro de cobre y a la esfera de
fenantrolina. Hay alguna evidencia de que la glicina de la casiopeina llgly es desplazada
inmediatamente después de una administracion iv. en ratdn e in vitro en presencia de
proteinas.'%

La union de la casiopeina |l gly a proteinas parece ser relativamente débil debido a
que el complejo muestra mas afinidad por membranas celulares, como resultado de la
lipofilicidad de la fenantrolina.'” Sobre el mecanismo para atravesar la membrana
plasmatica, puede reaccionar con receptores de membrana, proteinas de membrana y
lipidos de membrana, particularmente acidos grasos insaturados, los cuales son
susceptibles de oxidacion por cobre.'®'®” Se ha reportado hemdlisis de glébulos rojos,
oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y dafo por lipoperoxidacion, lo que
sugiere que el dafo en membranas puede ser un componente significativo de la
citotoxicidad de la casiopeina ligly.'®®

Si el traslado a través de la membrana es rapido, la casiopeina llgly puede alcanzar
el interior de la célula como un complejo intacto, donde puede unirse a proteinas y lipidos
citosolicos. reacciona con organelos celulares (mitocondria), pequefias moléculas tales
como glutation. acido ascorbico, aminoacidos, enzimas que contienen metales, proteinas
(hemoglobina), ARN y posiblemente ADN, y también interfiere en los procesos
metabodlicos (generacion de ATP). Es posible que cuando el complejo (Cu-fenantrolina)
alcanza el nucleo u otras estructuras, previamente se une a una serie de moléculas.
Algunas de estas moléculas son el medio de proteccion de la célula contra la toxicidad de
metales, pero la presencia del ligante hace esta uniéon débil, y permite a la molécula
reaccionar con otras moléculas presentes con una afinidad igual o mas alta (O;’) formando
moléculas de reactividad diferente (H,0; o -OH).'%®

El mayor efecto adverso in vivo producido después del tratamiento con casiopeina
ligly (dosis de 5 mg/Kg) es la hemalisis aguda '°° Esto puede explicarse por la alta afinidad
de la casiopeina ligly por estructuras hidrofébicas (membranas) entrando rapidamente en
la célula mas cercana, resultando en una dosis alta del complejo de cobre en eritrocitos,

los cuales son las células mas expuestas durante la administracion i.v. de la casiopeina
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Hgly. Los eritrocitos son células muy susceptibles al ataque del cobre debido a su
contenido de oxigeno y la oxidacion de la hemoglobina, los que pueden beneficiar a la
lipoperoxidacion y la hemalisis.''® La oxidacién de la hemoglobina es posible Unicamente
después de la disminucion de los mecanismos enzimaticos de proteccion (superdxido
dismutasa Cu/Zn [SOD] y catalasa) que se observan in vivo antes de la hemolisis. La
hemolisis es el resultado del dafio oxidativo a la membrana celular, la oxidacion de
hemoglobina y la disminucion de SOD, con los glébulos rojos lisados se perpetua una
reaccion en cadena a otras células.

Es también notable que el complejo (o al menos el ligante fenantrolina) puede
metabolizarse, principalmente por isoformas de P450 debido a su estructura aromatica
plana. Hay alguna evidencia para la induccion de P450 por casiopeina ligly y fenantrolina
in vivo, que sugiere que el ligante fenantrolina y no necesariamente el complejo entero
puede ser metabolizado.'""

La alta reactividad de la casiopeina llgly como el resultado de cambios en su estado
quimico (Cu?* a Cu’) puede involucrar una vida corta. Debido a la alta reactividad de la
casiopeina llgly, forma especies reactivas de oxigeno (ERO) o reacciona con biomoléculas
(grupos SH), produciendo lesiones en tales moléculas. Una de las razones para la
toxicidad de la casiopeina llgly puede ser el insulto inmediato a las moléculas vecinas,
produciendo dano sobre la membrana celular y mas adelante a otras moléculas internas
(ADN) o estructuras (mitocondria).

La casiopeina llgly como muchos otros complejos de metales de transicion, muestra
actividad antineoplasica y no sorprendentemente citotoxicidad también. Esto es el
resultado de la falta de especificidad para el tipo de células que ataca. Posiblemente una
molécula acarreadora (liposoma, hormona, proteina o anticuerpo) podrian utilizarse para
ayudar a la casiopeina ligly a tener mayor especificidad sobre las células blanco en
sistemas biologicos. '8

Se ha demostrado que el complejo ataca una variedad de sitios blanco por su union
y reactividad con las moléculas de la estructura. Esta propiedad de union de la casiopeina
ligly le permite la formacion de aductos de ADN y deformaciones (lorceduras en la doble

helice). también el acoplamiento cruzado de ADN-proteina, proteina-proteina, o puentes
7
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peptidicos (S-S) inactivan la replicacion, algunas proteinas, receptores o estructuras
enzimaticas. Lo cual en paralelo para la generacién de ERO, produce cambios
estructurales que incapacitan a las vias metabolicas celulares vitales, la integridad celular
y destruyen por necrosis o desencadenando la muerte celular programada.''*'"® Esta
reactividad de la casiopeina ligly le permite actuar de forma diferente dependiendo del tipe
celular y de la concentracién del farmaco, asi como de otras sustancias presentes
(agentes reductores), y efectivamente determinan la forma de la muerte celular (necrosis o
apoptosis).

Mientras que la generacion de ERO por la casiopeina ligly le permite el dafio y muerte
celulares en procesos como la apoptosis, falla respiratoria y trastornos en membrana, los
cuales serian atractivos si ocurrieran mas especificamente en células cancerosas. No hay
evidencia clara de blancos especificos por casiopeina ligly a células tumorales, pero la
sensibilidad de estas células puede resultar en sus niveles bajos de mecanismos
protectivos (SOD) y mutaciones en los sistemas de reparacion ademas de su desarrollo
activo. En realidad, el principal problema observado con casiopeina ligly es que debido a
su rapida reactividad no puede ser especifica para células cancerosas, como un complejo
intacto. Tal reactividad reduciria la efectividad de la casiopeina llgly como un farmaco

quimioterapéutico.'®®

Figura 2, Estructura de la Casiopeina ligly. [Acua (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) (giicina) Cu (li)] NO,
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2.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR).

La cromatografia liquida de alta resolucion (CLARY) es la técnica mas comun para la
separacion y medicion de muchos compuestos diferentes con cambios quimicos pequefios
en sus estructuras. La CLAR se ha utilizado para analizar muchos analitos diferentes
debido a su alta fuerza resolutiva. Se pueden separar compuestos si estos muestran
afinidad diferente entre dos fases. La primera fase se denomina fase estacionaria, la cual
esta contenida dentro de la columna, su forma depende del tipo de columna. La segunda
fase se denomina fase movil, esta fase es el (los) solvente(s) usados para eluir los
complejos en la columna. Tales separaciones se basan en interacciones hidrofobicas,
adsorcion, intercambio ionico y tamarno molecular dependiendo de la fase estacionaria
seleccionada.

En CLAR de fase reversa, la fase movil es polar (solvente) y la fase estacionaria es no
polar (silica gel unido a cadenas de 18 carbonos). Este es el mecanismo mas comun de
separacion desde que se usa una fase movil acuosa siguiendo la manipulacion de
condiciones tales como pH y fuerza idnica para acelerar o retardar la elusion de las
substancias bajo estudio

La separacion de metales, sus quelantes y complejos metalicos se ha estudiado por
CLAR y se considera una técnica promisoria para trazas metalicas, farmacos metalicos y
determinaciones toxicas de metales'?. Sin embargo, el bajo recobro de metales también se
ha observado en los sistemas de CLAR, lo cual sugiere interacciones entre la fase
estacionaria y los metales

Los avances en la instrumentacion, columnas, etc. La preparacion de muestras es
necesaria esencialimente cuando se trata de muestras bioldgicas. Los procedimientos mas
comunes son la extraccion en fase solida (EFS) y la extraccién liquido-liquido. Sin
embargo. se han encontrado muchos problemas debido a los cambios en la estabilidad de
los complejos metdlicos y quelantes, tales como baja resolucion y recobro de algunos

iones metalicos.*?
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2.5. PRUEBAS PRECLINICAS DE FARMACOS,

Antes de que un farmaco pueda ser probado en humanos, debe pasar por una serie
de pruebas de seguridad en animales de laboratorio para reducir el riesgo de toxicidad.
Los estudios en animales preceden siempre el inicio de estudios en humanos.®

La designacion, conduccion, analisis e interpretacion convenientes de los estudios
de seguridad en animales son indispensables para lograr la introduccion de una nueva
entidad farmacéutica. Primero y antes que nada es determinar el poder de prediccion de la
prueba en animales con relacion a la toxicidad en humanos, cuando el resultado en estos
estudios indica serios efectos colaterales del farmaco en estudio se da por terminado o se
suspende.®

La Food Drug Administration (FDA) usa los datos de estos estudios para decidir si
el farmaco es lo suficientemente seguro para iniciar la administracion en humanos.
Inicialmente alrededor de 11 estudios preclinicos, ademas de estudios in vitro e in vivo en
animales proveen informacion esencial para continuar los estudios clinicos y finalmente la
aprobacion del farmaco.

Aunque los estudios no clinicos resultan ser malos predictores de la respuesta
clinica, siguen siendo los mejores modelos experimentales para medir e identificar la
actividad biologica y prediccion de efectos farmacolégicos de farmacos.®'°

Los estudios en animales se desarrollan antes y durante los estudios clinicos, el
término "no clinico” es preferible a preclinico cuando se discute el total de estudios in vilro
y no humanos in vivo asociados al desarrollo de nuevos farmacos. Al estudiar las
caracteristicas dosis-respuesta, efectos adversos, mecanismos de accion, sitio de accion,
degradacion y duracion del efecto farmacolégico, la FDA y el patrocinador del farmaco
evaluan la probable accion y efecto del farmaco en humanos.® %"

La FDA maneja 3 lineas principales de pruebas en estudios no clinicos para
farmacos nuevos.

1. La agencia determina en cada caso que los datos de las pruebas no clinicas
muestren que el farmaco es suficientemente seguro para iniciar y continuar pruebas

en humanos.
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2. La agencia recomienda al patrocinador del farmaco la adecuacion y desarrollo de
programas de pruebas antes de iniciar los estudios en animales.
3. La agencia fija los estandares minimos para conducir las pruebas de toxicidad en el

taboratorio ademas de la regulacion de las buenas practicas de laboratorio,*'®"!

2.5.1. GUIA FDA DE LOS REQUERIMIENTOS PARA PRUEBAS NO CLINICAS.

Existen dos guias donde se describen en forma muy general los requerimientos
para estudios no clinicos. Una publicada en 1968 por la FDA y la otra en 1977 por la U.S.
Pharmaceutical Manufacturers Association (PMA).%'°

A finales de los 80's y principios de los 90's, la FDA ha desarrollado guias de
toxicidad y farmacologicas para estandarizar los requerimientos de pruebas en animales y
para cada clase de farmacos especificos, asi como, el uso de tecnologias computarizadas
para el analisis de los datos no clinicos.%'°

Paralelamente con la FDA, la Comunidad Europea y el Japén han desarroliado
también guias en esta area, las cuales son similares en principios pero diferentes en
detalles. En un esfuerzo para armonizar éstas y otras pruebas las autoridades de
regulacion y de la Industria Farmacéutica de estas tres regiones organizaron la
Confederacion Internacional de Armonizacién (ICH).

A inicios de 1994 la FDA acepto las recomendaciones de ICH sobre pruebas de
toxicidad aguda y la duracion de las pruebas de toxicidad cronica en roedores. Sin
embargo. las guias ICH no consideran los estudios toxicocinéticos, genotoxicos y la
seleccion de dosis para estudios carcinogénicos.® %"

Por lo que la FDA recomienda a los patrocinadores cuando se trata de casos
inusuales, en los que se consideran las recomendaciones provenientes tanto de guias de
FDA e ICH Cuando el patrocinador inicia el dialogo con FDA para revisar el tipo y nimero
de pruebas no clinicas requeridas, estas se consideran de acuerdo a factores importantes

como son:® '°"

Bofarrmacio



»“Antecedentes

- Estructura quimica del farmaco y la similaridad de estructura con compuestos
conocidos por la FDA de los cuales se conoce su perfil de seguridad.

- El uso propuesto del farmaco en humanos.

- Grupo de la poblacion al que es dirigido (ancianos, infantes, mujeres, etc.).

- Caracteristicas especiales del patron de uso del farmaco (por ejemplo, el farmaco
puede ser prescrito con medicacion concomitante). '

- Lavia de administracion propuesta para el farmaco.

- La propuesta de duracion de la administracién (usado por periodos cortos o

crénicos).

2.6.2. TIPOS DE ESTUDIOS NO CLINICOS.

Cuando se inicia un programa de pruebas no clinicas, estas se dividen en dos tipos
de estudios, los farmacolégicos y toxicologicos. Estos estudios al integrarlos proveen

informacion sobre los efectos del farmaco en varias especies animales.%'%'

2.5.2.1. ESTUDIOS FARMACOLOGICOS.

En estos se pueden observar efectos adversos, por lo que es posible influir en la
direccion de los estudios de toxicidad. Los estudios farmacoldgicos de un nuevo farmaco
se hacen en diferentes fases:®'°
Cernimiento Farmacologico: Este involucra estudios in vivo e in vitro para determinar y
caracterizar el compuesto con actividad farmacoldgica.

Farmacodinamia: Una vez conocida la estructura quimica se inicia un complicado y
completo estudio cualitativo y cuantitativo del perfil farmacoldgico del farmaco. Estos
perfiles consisten primeramente en estudios farmacodinamicos. Estos estudios proveen
informacion sobre la accidn del farmaco sobre varios receptores o sistemas fisiologicos en
animales. Los estudios farmacodinamicos deben ser tan extensos para determinar la
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relacidn dosis-respuesta, la duracién y mecanismo de accion del farmaco sobre diferentes
sistemas fisiolégicos; por ejemplo, neuroloégico, cardiovascular, respiratorio,
gastrointestinal, genitourinario, endocrino, antiinflamatorio, inmunoreactivo,
quimioterapéutico y enzimatico.*'® Es funcion de la farmacodinamia investigar todos los
efeclos primarios y secundarios relacionados y no relacionados con el efecto terapéutico,
duracion del efecto, toxicidad con dosis altas y efectos relacionados con otros farmacos.
Farmacocinética: Generalmente estos estudios son realizados en multiples especies. Los
resultados se comparan para determinar la diferencia de la respuesta farmacologica entre
especies y observar como afecta la especie para interpretar los estudios clinicos.
Actualmente estos datos se consideran mucho mas importantes en el aspecto preclinico
del desarrollo de farmacos y son basicos para estudios posteriores de toxicocinética. Los
estudios farmacocinéticos se designan de acuerdo al tipo de informacién que proporcionen
acerca del farmaco, como absorcién, distribucién, metabolismo y excrecion.

Los valores farmacocinéticos mas importantes de un farmaco son: volumen de
distribucion (Vd). depuracion o aclaramiento (Cl), constante de velocidad de absorcion
(ka). area bajo la curva (ABC), tiempo de vida media de eliminacion (i), constante de
velocidad de eliminacion (ke o B), concentracion plasmatica maxima (Cmax), tiempo para
alcanzar la concentracion maxima (Tmax), momento del area bajo la curva (ABCM),
determinacion del numero de compartimentos y determinacion del tipo de cinética al
intervalo de dosificacion, sirven para determinar el comportamiento de un farmaco dentro
del organismo y conocer su farmacocinética. La farmacocinética sirve para conocer la
dindmica de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion, explica las fluctuaciones
plasmaticas. urinarias, histologicas, etc., de los farmacos.

La metodologia analitica empleada, generalmente para obtener estos datos incluye:
absorcion U.V., fluorescencia, cromatografia de liquidos de alta resolucién, cromatografia
de gases, radioinmunoanalisis y analisis de espectroscopia de masa del farmaco
inalterado y/o metabolitos en tejidos o fluidos *'°
a) Estudios de absorcién. Generalmente involucra la determinaciéon de la

concentraciéon del farmaco en sangre u orina después de una administracion oral,
esto indica la cantidad y velocidad de absorcion del farmaco. Los parametros que

RX]
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se determinan incluyen: area bajo la curva (ABC), concentracion maxima (Cmax) y
tiempo para alcanzar la concentracidn maxima (tmax). La biodisponibilidad (F,
fraccion del farmaco que llega a la circulacién sistémica) es dependiente de la
cantidad absorbida, pero también es influenciada por otros factores como la
cantidad de farmaco metabolizado por el higado antes de llegar a la circulacion
general.

b) Estudios de distribucién. Provee informacion sobre la extension y tiempo de

—

permanencia o acumulacion en tejido y la eliminacion del farmaco y/o sus
metabolitos. Para determinar la distribucién se sacrifican animales en intervalos de
tiempo posteriores a la administracién y se mide la concentracion del farmaco y/o
sus metabolitos en los tejidos seleccionados. El volumen de distribucién (Vd)
representa otro parametro que se determina en la distribucion del farmaco.

c) Estudios de metabolismo. La estimacion y cuantificacion del patron metabolico

—

del farmaco son esenciales para un completo conocimiento de la eficacia y
toxicidad, puesto que diferentes especies pueden presentar mayor o menor
toxicidad debido al metabolismo. El aclaramiento o depuracién (Cl), representa la
capacidad del organismo para eliminar el farmaco. El concepto representa la
velocidad de eliminacion del farmaco en relacion a la concentracion. El parametro
de eliminacion puede determinarse para organos individuales y la suma de todos
liega a un aclaramiento total del sistema. En general una intoxicacién potencial

disminuye cuando se relaciona con una excrecion rapida y completa.® '

2.5.2.2. ESTUDIOS DE TOXICIDAD.

Dependiendo de la naturaleza del farmaco, usos y datos de estudios anteriores se
determina el programa de estudios toxicolégicos que pueden incluir todos o algunos de los
estudios siguientes: %% ‘
- Estudios de toxicidad aguda.

- Estudios de toxicidad subaguda o subcrénica.
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- Estudios de toxicidad cronica.

- Estudios de carcinogenética.

- Estudios de toxicidad especial.

- Estudios de toxicidad reproductiva.
- Estudios de genotoxicidad.

- Estudios de toxicocinética.

2.6. FARMACOCINETICA PRECLINICA DEL CIS-PLATINO.

a) Cuando se les administrd cisplatino a ratas, los niveles plasmaticos del farmaco
mostraron un patron difasico. La vida media del cisplatino en la fase a fue de 0.23 horas, y
en la fase 3, de 16.3 horas.

b) Cuando se les administro cisplatino a ratas diariamente por 14 y 21 dias, la vida media
del cisplatino en la fase B en la sangre, después de la inyeccion final en el periodo de 14
dias, fue de 15.3 horas, y en el periodo de 21 dias, fue de 18.9 horas; estas vidas medias
no difieren significativamente de la contraparte, siguiente a la administracion de una dosis
simple de cisplatino.

Durante el periodo de 14 dias, el nivel plasmatico de cisplatino, permanecio similar

al determinado después de la administracion de la dosis simple. Mientras el nivel del dia
final del periodo de 21 dias de tratamienio se mantuvo por arriba del nivel del dia final del
tratamiento del periodo de 14 dias.
c) Cuando se les administré cisplatino a perros, los niveles plasmaticos de cisplatino
mostraron un patron difasico, siendo las vidas medias de cisplatino en las fases
respectivas 0.26 y 92.9 horas. Cuando el cisplatino en el plasma era fraccionado en las
formas unido a proteinas y desunido a proteinas, casi toda la porcion de cisplatino en la
fase a estaba desunida a proteinas, y en la fase B estaba unida a proteinas.

Cuando se administrd cisplatino diariamente por infusion i.v., el nivel plasmatico
llego a meseta en 3 dias. El nivel plasmatico de cisplatino 4 horas después de la inyeccion

final, en la administracién de 5 dias fue 4.1 veces tan alto como el posterior a la
38
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administracion del primer dia. La vida media del cisplatino en la fase 8 a este nivel.kfue dos
veces tan alta como la posterior a la administracion de la dosis simple. )

d) Cuando se administrd cisplatino por infusion i.v., el nivel plasmatico del agente mostro
un patron similar al posterior a la administracion de la dosis simple.

e) Cuando se les administro cisplatino a ratas, los niveles de cisplatino en la piel, tracto
urinario, rifiones, glandulas adrenales y contenidos intestinales fueron mayores que en el
plasma 30 minutos después de la administracion.

Especialmente, los niveles de cisplatino en los rifiones y en el tracto urinario fueron
5 veces el nivel plasmatico. El nivel plasmatico de cisplatino descendioé constantemente
con el paso del tiempo, mientras los niveles de cisplatino en los érganos descendieron
lentamente. Se distribuyeron grandes cantidades en estos o6rganos blanco, el tracto
urinario y la prostata, mientras que apenas se determiné en los testiculos.

f) Cuando el cisplatino se administré diariamente, los niveles en los tejidos y organos
tendieron a aumentar, comparados con los posteriores a la administracion de una dosis
simple.

Los niveles en rifones, higado y tracto urinario permanecieron altos vy
especialmente los de los rifones e higado practicamente no mostraron tendencia a
decrecer.

Se retuvo cisplatino en la prostata, uno de los érganos blanco, mientras que
después de la administracion de la dosis simple, no se encontrd en los testiculos.
Tampoco se encontro en el cerebro, sugiriendo que el cisplatino no pasa a través de la
barrera hematoencefalica
g) Cuando a ratas hembras se les administrd cisplatino, los niveles en ovarios, Utero y
otros organos blanco fueron mayores a los niveles plasmaticos, y permanecieron altos atn
a una semana después de la administracion. Cuando a los animales se les administrd
cisplatino diariamente los niveles en los ovarios y ttero no descendieron con el paso del
tiempo.

h) Cuando a ratas prefadas se les administro cisplatino, se determiné que soclamente el
0.5% de las dosis totales administradas, se habian transferido a los fetos.
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El nivel de cisplatino en el liquido amnidtico permanecio por debajo del limite

cuantificable, mientras que el nivel en placenta fue mas alto que el nivel plasmatico, y este
nivel permanecié aln 24 horas después de la administracion, lo cual sugiere que la
placenta puede prevenir que el cisplatino sea transferido a los fetos.
i) La adicién de cisplatino al plasma humano resuito en la formacion de cisplatino unido a
albumina y globulina. Cuando el producto de la reaccion se fracciond por ultrafiltracion en
cisplatino unido a proteinas y no unido a proteinas, el cisplatino en el filtrado descendid
con el paso del tiempo.

Este descubrimiento prueba que el cisplatino se une a proteinas a un rango
determinado. El filtrado contenia 4 metabolitos desconocidos y ninguno de ellos pudo ser
identificado. .

j) La constante de unién del cisplatino a albGmina sérica K, fue de 1.15 x 10% y'la cantidad
maxima de unién N, fue de 3.3. o v

k) Cuando se les administrd cisplatino a perros, y la o‘r'ina"f.‘f’tkje, extraida y purificada
cromatograficamente a las 8 horas de la administracion, se éhcbnfraron 3 clases de
metabolitos con un P.M. de 1 000 o menor.

Como el cisplatino se une rapidamente a la albumina y a las globulinas en la
sangre. estos metabolitos presumiblemente podrian ser complejos de cisplatino con
aminoacidos
1) Cuando se les administro cisplatino a ratas normales, con céncer y prefadas, el rango
de recuperacién urinario de cisplatino a las 24 horas fue de aproximadamente 30%, y el
rango de recuperacion urinario a las 48 horas fue del 50% en todos estos tipos de ratas.

Cuando a tales ratas se les administrd cisplatino diariamente durante 21 dias, el
rango de recuperacion urinaria de cisplatino a las 24 horas, después de la administracion
diaria. se encontro en el rango det 30-40% en la mayoria. El rango de recuperacion fecal
de cisplatino a las 48 horas no fue mas de 1% tanto después de la administracion de la
dosis diaria
m) Cuando se les administré cisplatino a ratas, el 6.8% de la dosis administrada de
cisplatino fue excretado en bilis durante las 48 horas siguientes a la administracion.

57
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Cuando la bilis de las ratas dosificadas con cisplatino.fue mandada al duodeno, el
cisplatino no fue excretado en heces. '

n) Cuando se les administré cisplatino a perros en una sola inyeccion, el rango de
recuperacion urinaria a las 24 horas fue del 62%. Cuando la misma dosis fue administrada
durante una hora, el rango de recuperacion urinaria a las 24 horas fue del 20% y el rango
de recuperacion urinaria a las 92 horas fue del 37.8%, el cual es 20% mas bajo que el
rango después de la administracion de una dosis Gnica en una sola inyeccion.

o) Cuando se les administrd cisplatino a perros diariamente durante 5 dias, el rango de
recuperacion urinario después de cada administracidén permanece constante mayormente
en el rango del 11-15%. Estos valores fueron solo % de la administracion de una dosis

simple.°
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3.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En los paises desarrollados y subdesarrollados las principales amenazas contra la
vida son las enfermedades cardiacas, el cancer y la aterosclerosis, que principalmente
atacan de los 50 afos en adelante.

El cancer o neoplasias malignas, constituyen un grupo de enfermedades
relacionadas que se caracterizan por una multiplicacion desordenada de células
anormales que no son susceptibles a las seiales de control de células normales del
organismo. Este crecimiento sin restricciones como la diferenciacion, limitacion del tamano
del érgano. regulacion hormonal, etc., permite que las células se infiltren en tejidos
adyacentes destruyéndolos y frecuentemente sean capaces de inducir metastasis
regionales y/o a distancia

Es importante senalar que el cancer constituye hoy dia un problema de salud
publica no solo en México, sino en todo el mundo. En nuestro pais ocupd en 1995 el 2°
lugar como causa de mortalidad, siendo responsable del 11.2% de las muertes ocurridas
en ese afo (48 222) Con base en los datos anteriores se plantea que el cancer es un
problema de salud muy importante y que la quimioterapia es uno de los tratamientos que
se utilizan para evitar esta enfermedad, por lo que es necesario encontrar farmacos que
actien de manera selectiva sobre las células cancerosas. La busqueda de nuevos
compuestos con actividad anticancerigena es un esfuerzo justificado dada la importancia
de este grupo de enfermedades en el mundo entero y en nuestro pais, este problema
cobra una mayor relevancia debida a la situacion de la industria farmacéutica, ya que la
terapia anticancerigena es toda de importaciéon o que aumenta su coslo.

Por lo anterior, la casiopeina Il gly se ha mostrado como un farmaco con actividad
antineoplasica y con una toxicidad menor hacia células sanas comparada con el cisplatino.
Esta se ha desarrollado especificamente como un farmaco anticancerigeno que actda
contra células Hela, Calo, murinas de leucemia L1210, S180, B16 y LW, es citotdxico e
induce apoptosis.

La evaluacion de farmacos requiere de diferentes pruebas experimentales para

determinar tanto su actividad bioldgica, eficacia, especificidad, farmacocinética,
ol
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farmacodinamia, toxicidad y su mecanismo de accion. En el caso de farmacos
antineoplasicos. la evaluacion preclinica requiere de diferentes pruebas experimentales
con las cuales se puedan determinar los efectos que se producen sobre las funciones
celulares involucradas en la inhibicion del desarrollo de neoplasias.

Con base en los objetivos de la farmacologia preclinica para farmacos
antineoplasicos. las pautas a seguir son las siguientes: desarrollo de métodos analiticos
sensibles; determinacion del grado de unidn a proteinas plasmaticas; determinacion del
metabolismo in vitro e in vivo, e identificacién del metabolismo gastrointestinal; definicion
de un esquema de dosificacion éptimo; determinacion del perfil farmacocinético y la
informacion acerca de la absorcion, metabolismo y excrecion en varias especies, asi como
la correlacion entre la concentracion plasmatica (Cp) y/o area bajo la curva (ABC) con la
seguridad, eficacia y toxicidad del farmaco en desarrollo.

Para cubrir con lo anterior se llevaron a cabo ensayos farmacologicos vy
toxicolégicos, en los cuales se involucraron al menos a dos especies animales, roedores y
no roedores asi como la via, el esquema de dosificacion y la farmacocinética en estas
especies

Con base en este marco, es que se plantea el siguiente trabajo, con el desarroilo de
un método analitico por cromatografia liquida de alta resoluciéon para la cuantificacion de la
casiopeina ligly en plasma de ratas, que nos permita realizar estudios de farmacocinética
preclinica en una especie de roedores (ratas), con los parametros obtenidos de este
estudio (Cl, Vvd, Ty, etc.), se tendra el comportamiento de la casiopeina Hgly en el
organismo del roedor, y con esto se ayudara al escalamiento de dosis en otras especies
para determinar la eficacia y seguridad de este farmaco en estudios posteriores y asi
poder iniciar la fase clinica, con lo que se ayudaria a optimizar el tratamiento del cancer en

nuestro pais

6]
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3.2, HIPOTESIS.

Ho: El comportamiento farmacocinético de la casiopeina ligly podra ajustarse a un modelo
compartimental lineal.
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CAPITULO IV.

OBJETIVOS Y PARTE EXPERIMENTAL.

Biofarmacia
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4.1, OBJETIVOS.
- Desarrollar, implementar y validar un método analitico por cromatografia liquida
de alta resolucion (CLAR), para la cuantificacién de la casiopeina ligly en

plasma de ratas.

- Determinar la farmacocinética preclinica de la casiopeina ligly en ratas.

[{R]
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4.2, PARTE EXPERIMENTAL.

4.2.1. REACTIVOS.

- Casiopeina llgly, lote Meb 138, sintetizada en la Facultad de.Quimica de la
Universidad Nacional Auténoma de México. )

- Metanol, grado HPLC, Tecnolab.

- Heparina, solucién inyectable, Inhepar, 1000 Ul/mL, ampolleta c¢/10 mL,
Laboratorios Pisa, S.A.

- Acido acético glacial ACS, JT Baker, cat. No. 9507-02, 1 Lt.

- Prednisona, estandar de referencia USP.

- Acido hexansulfonico (sal sodica) CRETIB.

- Agua desionizada, grado Millipore, 18 Megaohms-cm.

- Solucidn glucosada al 5%, Dextrabbott al 5%, lote No. 58-524MC3, No. F203,
500 mL. Abbott Laboratories de México, S.A. de C.V.

4.2.2. MATERIAL BIOLOGICO.

20 ratas Wistar macho (250 — 300 g) adquiridas de Harlan-México-Facultad de Quimica.
UNAM, estuvieron bajo condiciones ambientales controladas que incluyeron extraccion e
inyeccion de aire con 18 recambios por hora, éste se realizé mediante filtros HEPA
filtrandose particulas hasta de 3um en e! aire de inyeccion. La temperatura se mantuvo a
23°C + 1°C y la humedad relativa en 55%, los ciclos de luz-oscuridad fueron de 12/12
horas. Se les proporciono alimento esterilizable para ratén/rata Harlan Tekland y agua ad
hbitum, la cual se acidifico hasta alcanzar un pH de 2.5, las jaulas para su alojamiento
fueron de acrilico cristal transparente con las siguientes dimensiones: 32 x 47 x 20 cm (5
ratas/caja). la cama fue de viruta esterilizada y el cambio de jaulas se realizé cada tercer

dia, los bebederos se lavaron un dia a la semana y se esterilizaron.
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4.3.3. EQUIPO.

- Cromatografo de liquidos de aita resolucién Shimadzu: ’

Bomba isocratica modelo: LC 10 ADVP, caf. No. ,228-39000-92. No. ' de - serie
C2096365042US. . B & o
Autoinyector modelo: SIL 10ADVP, Loop de 50 pL, c‘:at.' Nvd.‘ 228-;59005-92; No..de serie
C2105360009US. b T

Detector UV/Vis, modelo: SPD 10 AVP, cat; No.’ 228-393000-92, No. —de . serie
C2099350103KG. o

Sistema controlador modelo: SCL 10 AVP, cat. No. 228-34350-92, No. -de serie
C21013650227US.

-Desionizador Milli-Q Water System, Millipore No. 01395-C, Millipore Corporation.
-Potenciometro Orion Research, modelo: 301, andlogo s/n 46562.

-Centrifuga Eppendorf, modelo: 5416, No. 54168, 01202.

-Balanza granataria Ohaus Harvard Trip, No.de serie 21975.

-Bano Maria Imperial Bath, Lab-Line, modelo: 18000, No. de serie 06090-0432.
-Congelador Lab-Line, Frigid-Cab, cat. No. 3552, temperatura -20°C, No. de serie 194-004
-Vortex Maxi Mix I, Thermolyne, modelo: M37615, No. de serie 871990647059.

-Balanza analitica Sartorius, modelo: A210P, No. de serie 40040065.

-Espectrofotometro UV/Vis Shimadzu, modelo: UV-1601, No. de serie 62121.

-Distribuidor de vacio para extraccién en fase soélida (Manifold System) Visiprep Supeico,

12 puertos, modelo: 5-7030-U.
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4.2.4. SOFTWARE.

-Shimadzu Class-Vp, versién 5.2, Chromatography Laboratory Automated Software
System, Shimadzu Corporation (1999). ‘ :

- SC| Software, Win-Nonlin, Standard Edmon versu‘m 1 1 Sctentmc Consuttlng INC (1984-
1996).

- Micro Math PK Analyst. Pharmacokinetic Data Analysis, version 1.0 for Mickrosbft
Windows (1986-1995). ' : ‘

4,2.5. PREPARACION DE SOLUCIONES.

Fase movil MeOH/H,0 5§8:42 viv, pH = 4.0 con acido acético. )
Filtrar y medir 580 mL de metanol grado HPLC con filtros de membrana de 0.45 pm de
tamano de poro, adicionar 420 mL de agua desionizada, mezclar y ajustar el pH de la

mezcla a 4.0 con acido acético glacial.

Solucion de acido hexansulfénico (sal sédica) 0.02 M.
Pesar 0.3764 g de acido hexansulfonico (sal sédica), disolver con agua desionizada,
transferir a un matraz volumétrico de 100 ml., ajustar el pH a 4.0 con acido acético, y

aforar con agua desionizada.
Solucion de prednisona 100 pg/mL, en fase mévil (estandar interno).
Pesar 0.01 g de prednisona (estandar de referencia USP), disolver con la solucién de fase

movil, transferir a un matraz volumétrico de 100 mL, llevar al aforo con la misma fase

movil. La concentracién asi obtenida es de 100 pg/mL.
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Solucion stock de casiopeina ligly 1 mg/mL en plasma de rata.

Pesar 0.01 g de casiopeina llgly Meb 138, disolver con el menor volumen (s 10% del
volumen total) de la solucién de fase movil, transferir a un matraz volumétrico de 10 mL
aforar con plasma de rata Wistar, previamente descongelado y centrifugado. La
concentracion asi obtenida es de 1 mg/mL. El plasma de rata se obtuvo mediante puncion
cardiaca de las ratas Wistar, obteniéndose en promedio un volumen de 10 mL de sangre
por cada animal; posteriormente la sangbr-e colectada en tubos con heparina como
anticoagulante, se centrifugaron a 3 500 rpm durante 15 minutos, para separar el plasma
del paquete globular, el plasma fue almacenado en tubos con tapa rosca de 25 x 200 cmy

congelado a -20°C.

Curva de calibracion, casiopeina llgly en plasma de rata.

De la solucién stock de casiopeina tigly en plasma de rata, se realizan diluciones
sucesivas para obtener las diferentes concentraciones de la curva de calibracion (50, 25,
10, 5y 2.5 pg/mL).

Tomar 0.5 mL de la solucion stock de casiopeina ligly en plasma de rata y transferir
a un matraz volumétrico de 10 mL, aforar con plasma de rata Wistar, para obtener una
concentracion de 50 pg/mL. A partir de ésta ultima solucion se realizaron diluciones
sucesivas para obtener los siguientes puntos de la curva de calibracion.

Tomar 2.5 mL de la solucidon de 50ug/mL de casiopeina llgly en plasma de rata,
llevar a un matraz volumeétrico de 5 mL, aforar con plasma de rata para obtener una
concentracion de 25 pyg/mL de casiopeina ligly en plasma de rata.

Tomar 2.0 mL de ia solucién de 25 pg/mL de casiopeina ligly en plasma de rata,
llevar a un matraz volumeétnco de 5 mbL y aforar con plasma de rata para obtener una
concentracion de 10 ug/mlL de casiopeina ligly en plasma de rata.

Tomar 2.5 mL de la solucion de 10 pg/mL de casiopeina ligly en plasma de rata,
llevar a un matraz volumeétrico de 5 mL y aforar con plasma de rata para obtener una

concentracion de 5 uyg/mL de casiopeina ligly en plasma de rata.

1]
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Tomar 2.5 mL de la solucién de 5:pug/mL .d?, casiopeina |lgly en plasma de rata,
llevar a un matraz volumétrico de 5 mL 'y ‘aforar con:plasma de rata para. obtener una
concentracion de 2.5 pg/mL de casiopeina ligly en plasma de rata.

Soluciones para la preparacion de las muestras de control de calidad.

Concentracion alta (40pg/mL).
Tomar 1 mL de la solucién stock de casiopeina ligly en plasma de rata, llevar a un matraz
volumétrico de § mL y aforar con plasma de rata para obtener una concentracién de 40
pg/mL.

Concentracion media (20 pg/mL).
Tomar 2.5 mL de la soluciéon de 40 pg/mL de casiopeina ligly en plasma de rata, llevar a
un matraz volumétrico de 5 mlL y aforar con plasma de rata para obtener una
concentracion de 20 ug/mL.

Concentracion baja (4 pg/mL).
Tomar 1 mL de fa solucion de 20 pg/mL de casiopeina llgly en plasma de rata, llevar a un
matraz volumetrico de 5 mL y aforar con plasma de rata para obtener una concentracion

de 4 pg/mL.
Solucion de casiopeina llgly § mg/mL en solucion glucosada al 5%.
Pesar 0.125 g de casiopeina llgly Meb 138, llevar a un matraz volumétrico de 25

mL, disolver y aforar con solucion glucosada al 5%, para obtener una concentracion de 5

mg/mL.

(&)
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4.2.6. METODO ANALITICO.

El método analitico se desarrollé de acuerdo a un disefio experimental sencillo, se
evaluaron los siguientes parametros de acuerdo a lo especificado para métodos analiticos
en la armonizacion de Analytical Methods Validation, para estudios farmacocinéticos:
selectividad/especificidad, linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion (LOD), limite
de cuantificacion (LOQ), recobro absoluto, estabilidad de las muestras en el disolvente de
inyeccion y estabilidad de la muestra a largo plazo, y robustez del método

e 4
analltlco.” 115.116.117.118.119,120.121,122.123

4.2,6.1. Selectividad.- Es la capacidad que tiene un método analitico para que la
respuesta obtenida proceda del farmaco de interés y no de otros componentes que estan
presentes en la matriz de estudio como productos de degradacién. Se demuestra
experimentalmente trabajando con blancos, placebos (matrices usadas), productos de

degradacién (para formas farmacéuticas) o metabolitos (para fluidos biologicos).

4.2.6.2, Linealidad.- Es su capacidad para asegurar que los resultados analiticos
obtenidos directamente, o bien mediante una transformacién matematica bien definida,
son proporcionales a {a concentracion de la sustancia de interés dentro de un intervalo. La
linealidad del sistema, generalmente se determina construyendo una curva de calibracion
utilizando cuando menos 5 diluciones preparadas a partir de una misma solucién estandar
y haciendo el analisis cuando menos por duplicado para cada dilucidon. Para evaluar este
parametro se considera el coeficiente de correlacion (r), coeficiente de determinacion (rz),
pendiente (m), ordenada al origen (b), y el coeficiente de variacion global (CV).

La neahdad del método se determina a partir de placebos adicionados de cuando
menos 5 diferentes cantidades de la sustancia de interés (placebos cargados), cada uno
de manera independiente haciendo los analisis por triplicado, el andlisis se realiza bajo las
mismas condiciones de operaciéon. Los criterios para evaluar este parametro son los

mismos que para la linealidad del sistema.

0
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4.,2,6.3. Precision.- Del sistema (repetibilidad), es el grado de concordancia de los
resultados analiticos obtenidos dentro de una serie de mediciones efectuadas en una
misma muestra homogénea bajo las mismas condiciones de operacion (analista, dia,
laboratorio, elc.), generalmente se expresa en términos de coeficiente de variacion. Se
determina por el analisis por quintuplicado de una misma solucién estandar
correspondiente a la concentracion del 100% establecido para la linealidad del sistema, su
criterio de aceptacion es un coeficiente de variacion < 2%..

Del meétodo; se realizan mediciones individuales, 5 determinaciones por
concentracion, un minimo de 3 concentraciones (alta, media, baja, muestras de control de
calidad) en la matriz biologica.

Muestras de control de calidad.- Muestras de plasma mas cantidad de analito, para
obtener concentraciones alta, media y baja, diferentes de los puntos de la curva de
calibracion, pero sin salir de! rango de trabajo.

Repetibilidad .- Analizar en un mismo dia por quintuplicado, un minimo de 3
concentraciones conocidas: alta, media y baja del o los compuestos por analizar en la
matnz biologica. Estas concentraciones deben ser diferentes a las de la curva de
calibracidn, pero deben incluirse en el rango. El CV no debe ser mayor que el 15%.

Reproducibilldad.- Analizar por duplicado durante 3 dias un minimo de 3
concentraciones conocidas, alta, media y baja del o los componentes por analizar en la
matriz biologica. Estas concentraciones deben ser diferentes a las de la curva de
calibracton, pero deben incluirse en el rango. Tiene el mismo criterio de aceptacion que

para la repetibilidad.

4.2,6.4. Exactitud.- Es la concordancia que existe entre un valor obtenido
experimentalmente y el valor considerado como verdadero. Se expresa como el porcentaje
de recobro obtenido al analizar muestras a las que se adicioné cantidades conocidas del
analito. EI valor promedio de las determinaciones en cada nivel de concentracion de los
datos de repetibilidad y reproducibilidad deben estar dentro del 15% del valor nominal de

concentracion.
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4.2.6.5. Limite de deteccién (LOD).- Es la minima concentracion due da una sefial
detectable sin confundirse con el ruido del sistema. Para evaluarlo se hacen diluciones
seriadas de la sustancia estandar del analito, hasta obtener una respuesta de dos veces
por encima del ruido del sistema cromatografico. También se determina mediante el
intercepto y la pendiente de la curva promedio de calibracién por la siguiente férmula: LOD
= 3.3 ob/Xm.

4.2,6.6. Limite de cuantificacion (LOQ).- Es la minima concentracién en la cual el
método analitico es lo suficientemente preciso y exacto para dar un estimado satisfactorio
de una muestra de concentracién desconocida. El punto mas bajo en la curva de
calibracion puede aceptarse como el LOQ si: no hay presencia interferencia en blancos
con el tiempo de retencion del analito a esta concentracion; y el pico del analito
(respuesta) es identificable, discreto y reproducible con una precision de 20% y exactitud
de 80-120%.

4.2.6.7. Estabilidad.- Con este parametro se conocen las condiciones en las cuales las
muestras se obtienen durante el proceso de analisis, mantienen constantes sus
propiedades medibles en un tiempo determinado. Esto proporciona una mayor
confiabilidad de los resultados, pues permite determinar si la muestra presenta
degradacion durante el tratamiento, durante el almacenamiento, antes de medir su
respuesta para ser cuantificada. Se realiza analizando soluciones estandares del analito
antes de su almacenamiento. Después se almacenan en diferentes condiciones de
temperatura. lluminacion, pH, etc. Posteriormente se vuelven a analizar a diferentes

tiempos segun se haya establecido el protocolo de estabilidad.

4.2.6.8. Robustez.- Es el grado de reproducibilidad de los resultados de la prueba,
obtenidos mediante el analisis de las mismas bajo diversas condiciones. Los cambios
estan controlados, se hacen cambios deliberados para seguir manteniendo respuestas
aceptables. La evaluacion de la robustez debe considerarse durante la fase de desarrolio y

depende del tipo de procedimiento en estudio. Debe mostrar la confiabilidad en un analisis
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con variaciones deliberadas de los parametros del método. Para evaluarse por ejemplo en
CLAR, cambios que afectan la respuesta: flujo, cambio en los componentes de la fase
movil, polaridad de la columna, polaridad en los disolventes de la fase maévil, diluciones.

4.3. FARMACOCINETICA PRECLINICA.
4.3.1. Estudio farmacocinético.

Se tomé un grupo de 20 ratas Wistar macho de 12-13 semanas (250-300 gr de
peso), se colocaron en el bioterio de la Unidad de Experimentacion Animal (UNEXA) del
conjunto “E” de la Facultad de Quimica, en las condiciones ya descritas. Las ratas se
ponen en ayuno a las 21:00 hrs del dia previo al estudio farmacocinético, dejardoles
solamente agua ad libitum.

Ei dia del estudio, se pesé a cada una de las ratas, y se marcaron de forma tal que
no exista confusion en el estudio. Se inicia la administracion de la casiopeina llgly a una
dosis de 8 mg/Kg (50% de la DLs en ratdn), partiendo de una solucion de 5 mg/mlL de
casiopeina ligly en solucion glucosada al 5%, por via i.v. (vena caudal de la cola).

Para la administracion de la casiopeina ligly se inmovilizé a la rata colocandola en
una trampa, evitando asi el movimiento de la misma, procurando que a aguja de la jeringa
de insulina (27 G x13 mm) en la cual se inyecta el farmaco, no salga de la vena caudal de
la cola, esto se verificd con la observacion de la no presencia de necrosis en el sitio de
administracion, en caso de que la aguja no estuviera en vena se presentaria la necrosis en
la cola de ia rata. debida a la toxicidad del farmaco, aunado a esto se observo adsorcion
del farmaco en la canula en estudios previos, por lo tanto se decidié optar por via i.v por
bolo. Este procedimiento inicia con los tiempos de muestreo mas prolongados, dejando un

intervalo de 10 minutos entre cada administracidn, y asi hasta cubrir con todas las ratas.
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Tabla 8. Cantidad de caSiopeina ligly (mg) administrada a cada rata para cubrir la
dosis de 8 mg/Kg en el estudio farmacocinético. '

Volumen {mL)
administrado sol'n
casiopeina ligly 5
Rata Peso corporal {(g) Cantidad {mg) mg/mL en sol'n.
glucosada al 5%
1 273 2.184 0.44
2 264 2112 0.42
3 260 2.080 042
4 311 2.488 0.49
5 256 2.048 0.41
6 310 2.480 049 T
7 304 2.432 " To4s T
IR R 291 2.328 046
) 9 B> & R I YE T R Y S
[ 1o R T T - T - -7V Tosi
11 266 2.128 - 0.43
12 273 2184 0.44
- 13 221 1.768 0.35
Y 313 2.504 0.50 -
A 281 2.248 045
! 16 313 7704 034
P 7 369 2.152 043
! 18 T 2184 0.44
! (- j 285 27120 T D42
i 20 1 307 2456 T |77 Toas
f Promedio T2t685 0 2.2156 0.442
| Dosviacién 2866 0.2293 0.045
l estandar
f TCV% 10.35 10.35 10.19
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Una vez que se cumplen los tiempos de muestreo, se realizd la obtencién de sangre
(volumen aproximado de 2 mL para cada rata en cada intervalo) por el seno orbital,
empleando un tubo capilar con heparina, colectando la sangre en tubos Vacutainer
heparinizados, agitando suavemente para homogeneizar la sangre con el anticoagulante,
evitando la formacién de trombos; posteriormente se centrifugd a 3500 rpm durante 15
minutos, para separar el plasma del paquete globular, este plasma se transfirié a tubos
limpios y se congelo a -20°C, para su posterior analisis y asi realizar la cuantificacion de la
casiopeina ligly, en base al tratamiento de la muestra plasmatica. A continuacién se
presentan los diferentes intervalos de tiempo a los cuales se realizd el muestreo (0, 10,
20, 30, 45 60, 120, 180, 240 y 360 minutos postdosis). Se tomaron dos puntos de

muestreo para cada rata, segun la tabia 9.

Tabla 9. Disefio de los intervalos de muestreo para cada rata.

Tiempo (minutos) Ratas

0 1,10,11.20 T
10 12.11,12 T
20 2312.13

R 30 34,1314 o
45 “_ 4514,15 T

- 60 56,15,16 -

oo 120 6,7.16,17 o
180 7.8.17.18
240 8,9,18,19 1

- 360 - 9,10,19,20 -
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4.3.2. Tratamiento de la muestra plasmatica.

Se toma 1 mL de plasma de rata, se adiciona 0.5 mL de metanol y se agita por 20
segundos en vortex. La mezcla resultante se centrifuga a 5 000 rpm durante 5 minutos; el
sobrenadante se transfiere a un tubo limpio, y se adiciona con 0.5 mL de una solucién de
acido hexansulfénico (sal soddica) 0.02 M, pH = 4.0, se agita en vortex durante 15
segundos para homogeneizar la mezcla.

Se realiza una extraccion sélido-liquido utilizando cartuchos Sep-pack vacc C18,
500 mg. 3 cc, éstos se acondicionan con 4 mL de metanol y 1 mL de la solucion de acido
hexansulfénico 0.02 M, con vacio en un sistema Visiprep. L.a muestra plasmatica (ultima
mezcla) se pasa por el cartucho acondicionado, y se lava el cartucho con 1 mL de {a
solucion de acido hexansulfonico 0.02 M y 1 mL de agua desionizada. Se deja secar por 3
minutos, se cambian los tubos en el sistema Visiprep y se desechan los residuos
obtenidos. se colocan tubos limpios, y se eluye a la casiopeina ligly con 1.5 mL de
metanol. Se evapora el eluido a sequedad en baio maria con N3, se reconstituye con 0.5
mL de una solucion de prednisona 100 pg/mL en fase movil {(estandar interno), se agita
hasta disolver, y finalmente se transfiere a un vial para inyectar 50 pL en el sistema
cromatografico.

De los datos obtenidos de la cuantificacion, se determinaron los parametros
farmacocinéticos ABC, Cp°, Tmax, Cl, Ke, Ty2 Vd; y con el analisis de éstos parametros
se determind el modelo farmacocinético al que mejor se ajusten los datos obtenidos, con
el uso del programa SCI| Software WinNonlin, Standard Edition, version 1.1 (Scientific
Consulting INC, 1984-1996), asi como con el programa MicroMath PK Analyst
Pharmacokinetics (1986-1995) Data Analisis version 1.0 for Microsoft Windows. Asi
también se determinaron parametros modelo-independientes, como el tiempo medio de
residencia (TMR), empleando la técnica de momentos estadisticos.
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4.4, CONDICIONES CROMATOGRAFICAS,

- Cromatografo de liquidos de alta resolucion Shimadzu:

-Bomba: LC 10 ADVP. ‘

-Autoinyector: SIL 10ADVP.

-Detector: UV/Vis SPD 10 AVP.

-Sistema control: SCL. 10 AVP.

-Software: Shimadzu Class VP version 5.2.

- Fase movil: Metanol/agua 58:42 viv, pH = 4.0 c/CH3;COOH.

- Flujo de corrida: 0.7 mL/min.

- Longitud de onda: 273 nm.

- Columna analitica: Waters Symetry C18, 5pm, 250 x 4.6 mm, W10261 FO11.
- Precolumna Phenomenex KJO-4282, con cartuchos C18 AJO-4287, 4 x 3 mm.
- Tiempo de corrida: 15 minutos.

- Temperatura: ambiente (20 — 25 °C).

Riofarmacia
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Resultados

5.1. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

- Tiempo de retencién de la casiopeina ligly: T.R.=4.6 minutos. -
- Tiempo de retencion de la prednisona (estandar interno): T.R.=:9.6 minutos.
- Tiempo de retencién de la heparina (anticoagulante): T.R.= 6.6 minutos.

5.2. VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

5.2.1. SELECTIVIDAD.- Para la evaluacién de la selectividad, se realizdé el analisis
cromatografico de la casiopeina ligly en solucién de fase movil con el estandar interno
(prednisona 100 pg/mL) figura 3; casiopeina ligly en la matriz plasmatica, figura 4; blanco
de plasma de rata, figura 5, blanco de [Cu (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)]NO; (Meb 128),
figura 6; y un blanco de [Cu (glicina)]NO; (Meb 134), figura 7; que son los componentes de

la casiopeina ligly.

Al AT 2Ty

(H epsrina)

Figura 3. Casiopeina ligly en fase moévil, 50 pg/mbL con estandar interno (prednisona 100 pg/mL).
Tiempo de retencién Casiopeina ligly= 4.6 min., tiempo de retencién Prednisona= 9.96 min.
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Figura 4. Casiopeina ligly en plasma de rata, 50 pg/mL, con estandar interno (pred»nlsona‘100 ugimL)
y heparina (anticoagulante). Tiempo de retencién Casiopeina ligly= 4.6 min., tiempo de retencion
Prednisona= 9.47 min,, tiempo de retencién anticoagulante= 6.6 min.
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Figura 5. Blanco plasma de rata con estidndar interno (prednisona 100 pg/mL) y heparina
(anticoagulante). Tiempo de retencién plasmas= 4.27 min,, tiempo de retencién Prednisona= 9.74 min.,

tiempo de retencion Heparina= 6.66 min.
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Figura 6, Blanco Meb 128 [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)]NO,, con estandar interno (prednisona
100 pg/ml) en fase moévil. Tiempo de retencién Meb 128= 3.73 min,, tiempo de retencién Prednisona=
9.93 min.
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Figura 7. Blanco Meb 134 [Cu(glicina)]NO;, con estindar interno (prednisona 100 pg/mL) en fase
movil. Tiempo de retencién Meb 134= 3.28 min., tiempo de retencién Prednisona= 9.72 min.
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Resultados -

5.2.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA.- Se realizé con el analisis de 3 curvas de calibracion,
en un rango de 2.5 a 50 pg/mL, de casiopefna llgly, en solucion con fase movil, con-e!
estandar interno de prednisona, y se reporta la relacion de areas entre la casiopeina ligly y

la prednisona, tablas 10y 11, figura 8.

Tabla 10. Linealidad del sistema.

IConc.(pg/mL) Curva 1 Curva 2 Curva3l Promedio | Desvest CV%
2.5 0.160 0.159 0.160 0.160 0.00057 0.36

5 0.190 0.186 0.187 0.188 0.00208 1.11

10 0.227 0.222 0.231 0.227 0.00451 1.98

25 0.440 0.436 0.452 0.443 0.00833 1.88

50 0.874 0.878 0.889 0.880 0.00776 0.88

La curva promedio de las tres curvas es la siguiente;

Relacién de
areas
-

Figura 8. Linealidad del sistema.

10

20

Linealidad Sistema.

30

40

50

Concentracion (pg/mL)

y = 0.0153x + 0.0969
R?=09917

60
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Tabla 11. Analisis de varianza para la linealidad del sistema.
ANOVA LINEARIDAD

Resultados

SISTEMA.
Fuente de Variacion GL SC SCM Fcal Ftab
Regresion 1 1.086049 | 1.086049 3372.137| 4.667186
Error de regresion 13 0.004187 | 0.000322
Falta de ajuste 3 0.003878 | 0.001293| 41.78358! 3.708266
Error puro 10 0.000308 | 3.09E-05

5.2.3. PRECISION DEL SISTEMA.- Se expresa generalmente en términos de coeficiente

de variacion. Se determind con el analisis por quintuplicado de una misma solucién

estandar correspondiente a la concentracién del 100% establecido para la linealidad del

sistema, en este caso el nivel de concentracidn seleccionado dentro la curva de
calibracion (25ug/mL), tabla 12.

Tabla 12, Precision del sistema.

[Rep. 1 |Rep.2 Rep.3 Rep.4 Rep.5 |[Promedio|Desv. CV.%
Est.
L24.99 25.01 24.94 25.02 25.34 25.06 0.1595 10.63
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5.2.4. LINEALIDAD DEL METODO.- Se siguié con las mismas condiciones que para la
linealidad del sistema, solo que las curvas se realizaron en plasma de rata, tablas 13 y 14,

figura 9.

Tabla 13. Linealidad del método.

Conc.(ug/mL)| Curva 1| Curva 2 Curva 3 PromedioDesvest| C.V %
25 0.111 0.106 0.111 0.109 0.002 2.16
5 0.132 0.130 0.149 0.137 0.009 6.22
10 0.219 0.193 0.230 0.214 0.016 7.25
25 0.437 0.367 0.316 0.373 0.050 | 13.29
B 50 0.857 0.883 0.78 0.840 0.044 5.21

La curva promedio de las tres curvas es la siguiente:

Linealidad Método
y =0.0152x + 0.0536

1 R?=0.9863

Q

° 1
[~/ ]
S o1
&80
o 0
9

0 10 20 30 40 50 60
Concentracion (ug/mL)

Figura 9. Linealidad del método.
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Tabla 14. Analisis de varianza para la linealidad del método.
ANOVA LINEARIDAD

Resultados

METODO.
Fuente de Variacion GL SC SCM Fcal Ftab
| Regresion 1 1.071016| 1.071016| 518.4913| 4.667186
Error de regresion 13 0.026853 | 0.002066
Falta de ajuste 3 0.012778 0.004259 | 3.026091 ] 3.708266
Error puro 10 0.014075| 0.001408

5.2.5. PRECISION DEL METODO.

5.2.5.1. Repetibilidad.- Se realizé con el analisis por quintuplicado de los puntos controles

(concentraciones de casiopeina ligly en plasma de rata, baja: 4 pg/mL, media: 20 pg/mL'y

alta: 40 pg/mL) verificando que el coeficiente de variacion (C.V.) fuera menor al 15%, tabla

15.

Tabla 15. Precision del método (repetibilidad).

| (ug/mL)

i

[

[Conc. [Rep.1 |Rep.2 |Rep.3 |Rep.4 |Rep.5 |Promedio|Desv. |C.V.%

| Est.

4 0.1544 |0.1565 |0.1561 |0.1554 |0.1505 |1.0567  |0.18333 [1.17
20 03671 |0.3885 [0.44030|0.38753|0.34888|0.38627 |1.399585(3.62
40 06417 07022 |0.8069 |0.6995 |0.5962 |068934 |0.07911 |11.47

5.2.5.2. Reproducibilidad.- Los puntos controles se analizaron por triplicado en tres dias

diferentes, verificando que el C.V. fuera menor al 15%. Se presentan los promedios de

cada dia en cada nivel de concentracién, tabla 16.

85

Biofarmacia



Tabla 16. Precision del método (reproducibilidad).

Resultados

Conc. Dia 1 Dia 2 Dia 3 Promedio |Desv. CV. %
(ug/mi) Est.
4 0.115423 {0.112890 [0.109911 {0.112741 |0.002759 2.45
20 0.386277 {0.326561 |0.316288 |0.343042 |0.037793 11.02
40 0.673145 |0.567093 {0.600921 |{0.613719 10.054172 8.82

5.2.6. EXACTITUD DEL METODO.- Con base en los resultados de repetibilidad y
reproducibilidad del método, se calculé el porciento recuperado, para cada uno de los
puntos controles, en funcion al valor nominal de cada concentracion, tabla 17.

Tabla 17. Exactitud del método.

Desviacion| C.V.%

Valor Dia 1, %|Dia 2, %|Dia 3, %|Promedio
nominal |recuperado]recuperado|recuperado estandar
(ug/mL)
4 101.75 97.00 92.75 97.33 4.50 4.63
(4.07) (3.90) (3.71)
20 109.50 89.85 86.45 95.26 12.44 13.06
(21.90) (17.97) (17.29)
a0 101.95 84.50 90.07 92.17 8.91 9.67
(40.78) (33.80) (36.03)
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5.2.7. RECOBRO (%).- Se realiz6 obteniendo la relacién entre dos curvas de calibracion
en el rango de trabajo establecido, la primera de ellas en la matriz biolégica (plasma de
rata), y la segunda en solucion (fase mévil), para determinar el porciento de recobro entre
el sistema y el método. EI C.V. total debe ser menor o igual al 16%, tabla 18.

Tabla 18. Recobro (%) del método.

Conc. (pg/mL) Método Sistema Relaciéon Recobro (%)
2.5 0.109 0.160 0.68125 68.13
5.0 0.137 0.188 0.72872 7287
10.0 0.214 0.227 0.94273 9427
T 250 0.373 0.443 0.84108 84.19
500 | 0840 0.880 0.954545 95.45

Promedio total: 80.98%
Desviacion estandar: 10.74
Coeficiente de variacion: 13.26%

5.2.8. LIMITE DE DETECCION.- Se calculé a partir de la formula del intercepto y la-
pendiente de la curva promedio para la linealidad del método, (LOD = 3.3 desviacion

estandar intercepto/ promedio de las pendientes), resultando un valor de 0.52 pg/mL.

5.2.9. LIMITE DE CUANTIFICACION.- Se tomé el nivel més bajo de concentracion en la
curva de calibracion (2.5 pg/mL) mediante un analisis por quintuplicado, cuyo’resultado fue

preciso y exacto con un C.V. de 1.95%.
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Resultados

5.2.10. ESTABILIDAD.- La casiopeina ligly fue estable hasta 30 dias en el plasma de rata
en ciclos de congelacién-descongelacion. Esto se determind realizando el analisis de los
puntos control en ciclos de congelacion-descongelacion a diferentes intervalos de tiempo
(24, 48, 72 horas, 7, 14 y 30 dias). Se compararon las respuestas obtenidas contra puntos
controles de preparacion reciente.

En la tabla 19 se reportan las concentraciones obtenidas en ciclos de congelacion-
descongelacion de -20°C a temperatura ambiente, a diferentes intervalos de tiempo:

Tabla 19. Estabilidad de casiopeina ligly a -20°C.

Concentraciéon | -20°C/24 | -20°C/48 | -20°C/72 | -20°C/7 | -20°C/114 | -20°C/30
(ug/mL) h h h dias dias dias
4 43 4.14 3.99 4.04 4.09 3.75
20 | 2057 22.39 20.84 20.61 20.90 20,02
40 40.17 | 41,09 40.35 40.60 4080 | 4012

5.2.11. ROBUSTEZ.- El método analitico desarrollado fue poco robusto, ya que cuando se
cambia la relacién de fases, la senal de casiopeina llgly mostraba un cambio drastico en el
tiempo de retencion y en su simetria.
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5.3. FARMACOCINETICA PRECLINICA.

5.3.1. Estudio farmacocinético.

Resultados

En la tabla 20, se presentan los resultados obtenidos para la concentracion

plasmatica de casiopeina ligly en los diferentes intervalos de tiempo en los que se llevo a

cabo el estudio de farmacocinética preclinica en ratas:

Tabla 20. Concentracion plasmatica de casiopeina ligly en plasma de rata vs tiempo.

Tiempo Cp (ug/mL) Desv. LnCp n*
(minutos) estandar

10 19.44 15.52 2.97 4
20 11.34 12.43 2.43 4
30 7.76 0.21 2.05 3
45 7.38 | = 1.99 1

T 60 7320 ] 286 1.16 3
120 3.08 0.27 1.12 3
180 2.66 2.15 0.98 3
240 2.56 0.42 0.94 2
360 791 148 0.64 3

*'n = numero de muestras para la cuantificacién de la concentracion.

Se realizo el analisis farmacocinético de los datos obtenidos, con la ayuda del
paquete Win-Nonlin version 1.1, se obtuvo el siguiente perfil farmacocinética, figura 10.
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Farmacocinética Casiopeina ligly en plasma de ratas.

6~ Observados
__ Prodchos

Concentraclén (ug/mL)

100 150 200 250
Tiempo (minutos)

Figura 10. Perfil farmacocinético de Cp de Caslopeina ligly vs tiempo.

De los datos obtenidos, el modelo farmacocinético al que mejor se ajustaron éstos
fue el modelo abierto de dos compartimentos, con administracién por bolo intravenoso, sin
tiempo lag y considerando microconstantes de velocidad (figura 11). Los valores de los
diferentes parametros para este modelo analizados con el Win-Nonlin, version 1.1, se
presentan en la tabla 21.

K12
Bolo 1.V.
— 1 2
Ka1
10
Cp(t) = Ae™ + Be™
Figura 11. Modelo ablerto de dos compartimentos por bolo LV,, sin tiempo lag y micr ntes de

velocldad al cual se ajustaron los datos obtenidos.
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Resultados -

Tabla 21, Parametros farmacocinéticos obtenidos con el programa WinNonlin.

Parametro Valor estimado Parametro Valor estimado
Volumen (Lts) 0.065565 Trrza(min) 10.11312
Kio (min’') 0.016998 T1p(min) 228.1846
Kiz (min™") 0.042331 A (pg/mL) 29.04056
Kz1 (min™) 0.012249 B8 (pug/mL) 4.752077
ABCg.- 1988.093 Co (Hg/mL) 33.79263
(Hg/mL.min)

ThzKio (Min) 40.77934 Cl (mL/min) 1.114400
7 a(min’") 0.068539 TMR (min) 262.1504

[ © B(minh 0.003038 Vdee (Lts) 0292149 |

Los datos también se analizaron por el paquete PK Analyst, haciendo el ajuste con
el modelo abierto de dos compartimentos con bolo intravenoso, eliminacién de primer

orden, y con microconstantes de velocidad (tabla 22).
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Resultados

Tabla 22. Parametros farmacocinéticos obtenidos con el programa PK Analyst.

Parametro Valor estimado Parametro Valor estimado
Co (Mg/mL) 33.77674 B (pg/mL) 4.742971
Kio (min™) 0.016962 ABCg.- 1991.269
(Hg/mL.min)
Kiz (min) 0.042312 ABCPM 524031.8
(pg/mL.min?)
Kz1 (min™") 0.012215 TMR (min) 263.1646
Tir2kso (min) 40.86369 ABC trapezoidal 2071.469
{(Hg/mL.min)
a(min™) 0.068463 ABCoy. 1233.256
(Hg/mL.min)
B(min™") 0.003026 ABCPMg. 91642.92
(Hg/mL.min?)
T 1120({min) 10.12436 TMRg., (min) 74.30972
T 1rzp(min) 229.0324 ABC trapezoidalo: | 1225.583
(Hg/mL.min)
A (pug/mL) 29.03377
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CAPITULO VI.

ANALISIS DE RESULTADOS.
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6.1, DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR CLAR.

En los cromatogramas mostrados en las figuras 3 a la 7, el tiempo de retencion
obtenido para la casiopeina ligly fue de 4.6 minutos. No se presentd interferencia alguna
de picos del plasma de rata para el tiempo de retencidén de la casiopeina ligly. Los
posibles compuestos de descomposicién fueron [Cull(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina] y
[Culi)(glicina)] los cuales se demostro, mediante su analisis por CLAR, que los tiempos de
retencion obtenidos para éstos compuestos fueron 3.73 y 3.28 minutos. No mostraron
interferencia alguna en comparacion con el T.R. de casiopeina ligly. El anticoagulante
utilizado en todas las muestras fue la heparina, cuyo tiempo de retencion fue de 6.6
minutos en las condiciones cromatograficas establecidas.

Se encontrd una relacion lineal (r= 0.9933, r’= 0.9867) para la linealidad en relacion
de areas de picos de casiopeina llgly a diferentes concentraciones (2.5, 5.0, 10.0, 25.0 y
50.0 pyg/mL) en plasma de rata, sobre el area del pico del estandar interno (prednisona,
100 pg/mL en fase movil), considerando el analisis de 3 curvas en un dia, ademas los
coeficientes de variacion fueron menores al 15% en cada nivel de concentracion, ademas
se comprobd ia linealidad mediante el analisis de varianza y los resuitados obtenidos en
la prueba de hipotesis para la ordenada al origen.

La precision del metodo fue evaluada mediante muestras de control de calidad,
preparadas en un mismo dia en cinco determinaciones para cada concentracién usando
una solucion stock Con esto se comprobo la repetibilidad del método. Los coeficientes de
variacion correspondientes a las muestras de control de calidad (baja= 4pg/mLl, media=
20pg/mL y alta= 40 pg/mL) fueron 1.17, 3.62 y 11.47%, respectivamente con lo que se
cumple conforme lo establecido en la normatividad. Para la reproducibilidad las muestras
de control de calidad fueron analizadas por triplicado en tres dias diferentes. Los
coeficientes de variacion obtenidos para las muestras de control de calidad baja, media y
alta fueron 2.45, 11.02 y 8.82% respectivamente.

La exactitud del método se evalud con base en los resultados obtenidos en la

repetibilidad y la reproducibilidad del método, obténiéndose el porciento recuperado en
9.4
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cada una de las muestras de control de calidad, en funcién.a su valor nominal. Los
coeficientes de variacion resultantes para las muestras de control de calidad baja, media y
alta, fueron 4.63, 13.06 y 9.67% respectivamente, Con esto se cumple con lo establecido
de C.V. s 15%.

El recobro de la casiopeina ligly fue determinado comparando la relacién de areas
de picos en plasma de la casiopeina entre el estandar interno en cada nivel de
concentracion (2.5, 5, 10, 25 y 50 pg/mL) empleando el método de extraccion, contra la
relaciéon de areas de picos de la misma serie en fase movil. Cada muestra fue analizada
por triplicado; el recobro promedio para todos las concentraciones analizadas fue de
80.98%, con un coeficiente de variacién de 13.26%.

E! limite de cuantificacion se definid como la concentracidbn mas baja en el intervalo
de concentraciones de linealidad del método, realizando el analisis por quintuplicado de
este nivel de concentracién (2.5 pg/mL) con un coeficiente de variacion de 1.95%. El limite
de deteccion se obtuvo a partir de la férmula que relaciona 3.3 veces el intercepto entre el
promedio de las pendientes en las curvas de calibracién para la linealidad del método,
resultando éste en un valor de 0.52 pg/ml.

La estabildad de !a casiopeina ligly se evaludo en ciclos de congelacion-
descongelacion a -20°C, mediante el analisis a diferentes intervalos de tiempo (24, 48, 72
horas; 7, 14 y 30 dias) y se encontré que a los 30 dias la casiopeina estuvo presente en
un 85.6% con lo cual las muestras plasmaticas cargadas con Casiopeina ligly pueden

mantenerse en congelacion a -20°C hasta los 30 dias.
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6.2, FARMACOCINETICA PRECLINICA.

No se encontraron interferencias de compuestos enddgenos de plasma asi como de
los posibles metabolitos de la casiopeina ligly en la cuantificacion del farmaco, esto se
demostré mediante la selectividad del método analitico, con esto se verifico 'qué no
intervinieran posibles metabolitos en el perfil de concentracion plasmatica contra' tiempo
después de la administracion de la dosis de 8 mg/kg y asi poder realizar el ajusté de ios
datos obtenidos al modelo correspondiente.

Los valores de concentraciéon plasmatica vs tiempo se muestran en la tabla 20, en
donde se tiene que la variabilidad para concentracion en cada intervalo de tiempo es muy
alta, ademas en algunos tiempos se observa que se trabajo con 4, 3, 2 y 1 muestras,
presentandose el valor promedio en la tabla mencionada. Se observd que todos los
niveles de concentracion plasmatica resultantes del estudio caen dentro del rango de la
linealidad del método (2.5 — 50 pg/mL), a excepcion de la muestra correspondiente a los
360 minutos cuyo valor encontrado fue de 1.91 pg/mL por lo que no se consideré en el
estudio por estar debajo del limite de cuantificacion (2.5 pg/mlL) obtenido durante la
validacion del método.

Del analisis de los datos anteriores, con el uso de dos diferentes softwares
farmacocinéticos (Win-Nonlin y PK Analyst) se encontro que el mejor modelo al cual se
ajustaron los valores obtenidos, fue el modelo abierto de dos compartimentos para una
administracion por bolo intravenoso, sin tiempo lag y considerando a las microconstantes
de velocidad (MADC, figuras 10 y 11) cubriendo con los criterios de aceptacion para cada
uno de los programas. Ademas se observd que la farmacocinética de la casiopeina ligly
presentd el mismo ajuste al modelo bicompartimental comparando contra el cis-platino,
cuando éste se administro a ratas y perros en condiciones similares y diferentes.

Los parametros farmacocinéticos resultantes se muestran en las tablas 21 (Win
Nonhn) y 22 (PK Analyst), tomando en cuenta a los parametros farmacocinéticos
independientes: depuracion o aclaramiento (Cl = 1.114 mL/min) y volumen de distribucion
(Vd = 0.065 litros), asi como a los parametros dependienies: vida media de eliminacion

(T2 = 228.18 minutos), constante de eliminacién (B = 0.003 min’'), constante de
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distribucion (a = 0.068 min’'), asi como parametros independientes (TMR = 262.15 min)
indican que la fase de distribucion es mas rapida que la fase de eliminacion (a 2 B). Con
los demas parametros: concentracion plasmatica al tiempo cero (Co = 33.79 pg/ml),
microconstantes de velocidad (Kip = 0.065 min, Kq2 = 0.042 min”', K21 = 0.012 min’"), se

establece que el estado estacionario se alcanza después de los 120 minutos.
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CAPITULO VII.

CONCLUSIONES.

98
Btoiormccm



Conclusiones

7.1, CONCLUSIONES.

El método desarrollado resulté confiable para la determinacién de casiopeina |l gly
en plasma de rata, en forma rapida y simple. El método validado en el intervalo de
concentraciones de 2.5 a 50 pg/mL, tiene buena precision y exactitud, asi como limites de
deteccion y cuantificacion bajos. El recobro de casiopeina Il gly es bueno, es reproaucible
y constante en el rango de la curva de calibracion.

Este método fue suficientemente sensible para realizar un estudio farmacocinético
preclinico preliminar, y con los datos obtenidos del estudio se concluye que el perfil
farmacocinético se ajusté al MADC por bolo iv., y con los parametros obtenidos se
ayudara a la conformacion de!l escalamiento en otras especies animales, en estudios

posteriores.
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