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RESUMEN

El cancer a nivel mundial se ha convertido en un problema de salud puablica, en nuestro
pais es la segunda causa de muerte con predominio en el sexo femenino, siendo los mas
frecuentes el Cancer Cérvico Uterino, Mama y Ovario, mientras que para el sexo masculino
son: el Cancer de Prostata, Estomago y Ganglio Linfatico. La gran mayoria de pacientes se
someten al tratamiento de quimioterapia combinada la cual tiene como objetivo incrementar
la eficacia sobre las células tumorales. Sin embargo, son bien conocidos los efectos adversos
que se presentan por el uso de la combinacion de agentes antineoplésicos, asi que se buscan
nuevas estrategias de combinacion con la finalidad de incrementar el efecto farmacologico y
disminuir los efectos adversos. En investigaciones recientes se ha encontrado que hay una
gran similitud entre la implantacion embrionaria y la metéastasis de tumores, compartiendo
impresionantemente condiciones bioldgicas similares como lo es; la adhesion celular,
angiogenesis, invasion y expresion genética, por esta razon es interesante la direccion que se
ha tornado al uso de antiprogestagenos, farmacos contra la implantacion embrionaria o
invasion de tumores y metastasis. Por ello en el laboratorio se esta estudiado el uso de
agentes antineoplasicos (Etopdsido) combinados con agentes antiprogestagenos como
Mifepristona en una linea celular de cancer de mama (MCF-7), obteniéndose un efecto
sinergistico sobre la inhibicion de la proliferacion celular. En este trabajo se estudio la
posible interaccion a nivel sistémico de la combinacidn del antineoplasico Etopdsido con el

agente antiprogestageno Mifepristona en ratas Sprague Dawley.

Las muestras sanguineas se recolectaron a diferentes tiempos durante 6 horas y se
determind la concentracion sanguinea de Etopdsido por Cromatografia de Liquidos de Alto
Rendimiento, (CLAR) a partir de la realizacion de las curvas de concentracion sanguinea de
Etopdsido contra tiempo se calcularon los pardmetros farmacocinéticos de concentracion
maxima (Cmax), tiempo maximo (tmax) Y area bajo la curva (ABCy.360). Para el grupo tratado
la Cmax fue de 0.0981ug/mL mientras que la del grupo control fue 0.1197ug/mL, en cuanto
al ABCo.360 del grupo tratado se obtuvo 0.5508ug.min/mL y para el grupo control
0.2576pg.min/mL. Efecto que se debe a una posible interaccion a nivel de eliminacién,

involucrando mecanismos como inhibicion del metabolismo via CYP450 3A4 y/o inhibicion



de Pgp (glicoproteina que actia como bomba expulsora de agentes xenobioticos) presente en
la membrana celular de varios 6rganos entre ellos el intestino delgado, en éste se encuentra
tanto del lado baso-lateral y apical de la célula epitelial expulsando hacia el lumen intestinal
al farmaco impidiendo que pase a circulacion sistémica. Por lo anterior Mifepristona si

modificé la farmacocinética de Etopdsido, reflejado en los parametros farmacocinéticos.



I. INTRODUCCION

Se ha observado que a traves de los afios, el niUmero de personas que contraen el cancer
es cada vez mayor, esto debido a un cambio en los habitos alimenticios, ambientales y
laborales, ademas por los mecanismos de resistencia ya sea intrinsecos (aquellos donde las
células cancerosas no responden desde el inicio del tratamiento) o adquiridos (desarrollada
durante el tratamiento), se necesita estudiar nuevas combinaciones farmacoldgicas que
provoguen un mayor numero de células cancerosas muertas. Por ello el uso de la terapia
combinada es un método terapéutico muy utilizado por los oncélogos, entre las ventajas de

esté método se encuentran las siguientes; *

Promover la llegada del farmaco a las células tumorales.

Disminuir la toxicidad en células normales.

Reducir la posibilidad de presentar resistencia a un farmaco.

Actuar sobre tumores que poseen poblaciones celulares heterogéneas.

Tener efecto sinergistico o potencializado.
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Diferentes mecanismos de accion y de toxicidad.

Recientemente se han hecho estudios de combinacion entre agentes antineoplasicos y
antiprogestagenos como es el caso de Mifepristona, la cual se ha utilizado en varios tipos de
cancer, como lo son: Mama, Ovario, Préstata y Pulmonar entre otros, > en todos ellos
Mifepristona demostré tener un efecto mas alla del ginecoldgico, por blogueo de uno de los
siguientes mecanismos: sobreexpresion de genes involucrados en la resistencia a maltiples
farmacos (del ingles mdr 1), sobreexpresion de enzimas destoxificantes, o alteracion de la
célula blanco®. En cuanto a terapia combinada, en estudios in vitro, se demostré que al
utilizar Mifepristona y un agente antineoplasico, como Vincristina, en una linea celular de
cancer de pulmén (GLC4/Sb30), los niveles intracelulares del antineopldsico aumentaron
con respecto a las células control, permitiendo un mayor efecto citotdxico’. En otro estudio
realizado por Wang et al.® se demostré que hay una interaccion entre Mifepristona y
Cisplatino al exponerse en una linea celular de adenocarcinoma de ovario (SK-OV-3), en
este mismo articulo se indica que los efectos antiproliferativos de Mifepristona se debe a



mecanismos independientes a receptores progestagenos, mas bien a la regulacién a la baja
de Bcl-2 (proteina que regula los mecanismos antiapoptoticos) e induccion de la expresion
de TGF-B. Mientras que en una linea celular epitelial de carcinoma de cervix (HelLa)
Mifepristona potencializ6 el efecto citotoxico de Cisplatino®, comprobandose a nivel in vivo
con ratones atimicos, a quienes se les implanto un tumor de cancer cérvico uterino,
observandose una disminucion del tamafio en dicho tumor, al mismo tiempo que disminuyo

la toxicidad observandose en el decrecimiento del peso corporal *°.

Mientras que Etopdsido es un derivado semisintético de la epipodofilotoxina extraida de
la planta mandragora, se utiliza como antineoplasico de primera linea para tratar el cancer
Testicular, Ovérico, Pulmonar de células pequefias, Linfoma Hodgkin y no Hodgkin, entre
otros™ ™. A nivel in vitro a mostrado tener un potente efecto citotéxico en varias lineas
celulares humanas, una de ellas es la linea celular de cancer de mama (MCF-7) y de cancer
de ovario (A2780), en dosis y tiempo de exposicién dependiente. Esta clasificado dentro de
los agentes que actlan sobre el ciclo celular, debido a que hace un arresto en la fase S tardia
e inicio de la G,. Estos datos proporcionan la base para que se investigue la combinacion

entre Mifepristona y Etopdsido y asi mejorar la calidad de vida del paciente.



Il. ANTECEDENTES

A. GENERALIDADES DEL CANCER

1. EPIDEMIOLOGIA

El cancer ha acompafiado siempre al hombre, por o menos parece tan antiguo como éste,
se han encontrado lesiones tumorales en huesos del Pithecanthropus erectus. En Egipto, se
hallaron tumores malignos en momias que datan del afio 3400 a.C., calificadas como
osteosarcomas™*. El papiro de Edwin-Smith, que data del antiguo Imperio Egipto, con una
probable antigliedad de 1600 afios a.C., consiste en una coleccion de 48 historias clinicas,
tiene una dedicada al cancer de mama. El papiro de Ebers de aproximadamente 1550 afios
a.C., en su Gltima coleccion trata de los tumores®, asi a través de los afios se ha observado
un incremento de este padecimiento, reflejado en las tasas de morbilidad y mortalidad. Con
el proposito de determinar el panorama epidemioldgico en nuestro pais, desde hace varios
afios se han llevado a cabo diversos estudios, sistemas de vigilancia y registro de esta
enfermedad a través del Registro Histopatologico de Neoplasias Malignas (RHNM).
Mediante este registro se sabe que desde 1990, el cancer es la segunda causa de muerte en
México y que en el afio 2001 existié un predominio en el sexo femenino con el 52% y en
hombres con el 48% de los casos reportados. Los més frecuentes para el sexo femenino son
el Cancer Cérvico Uterino, Mama y Ovario y para el sexo masculino el de Prdstata,
Estomago y Ganglio Linfatico. Haciendo énfasis en el cdncer de mama, en el afio 2001,
hubo 17 defunciones por 100,000 mujeres, el problema comienza de los 25 afios en
adelante agravando con la edad, de los 35 a los 64 afios hay un aumento considerable y
pasando los 65 afios la tasa duplica al del grupo anterior. Por ello, el cancer es sin duda una
de las enfermedades que ha irrumpido con mayor impacto desde finales del siglo XX,
convirtiéndose en un problema de salud publica a nivel mundial no s6lo por sus graves
manifestaciones clinicas y su alta letalidad sino también por la gran variedad de factores de

riesgo tanto individuales, laborales y ambientales con los que se asocia *.



2. DEFINICION

El cancer se define como un conjunto de enfermedades producto de una pérdida,
mutacion o desregulacion de genes cuya funcion es regular positiva 0 negativamente la
proliferacion y la reparacion celular'’, provocando un crecimiento excesivo y sin control;
ademas, es multifactorial porque intervienen uno o mas de los siguientes factores; tipo de
ocupacion, estilos de vida propio como sobrepeso, deficiencia vitaminica, tratamiento
prolongado con anticonceptivos hormonales, niUmero de embarazos, asi como antecedentes

familiares del padecimiento, edad y raza (Figura 1).

Ambientales > -Ocupacion

-Alcoholismo

-Tabaquismo
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- Sobrepeso
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padecimiento

-Edad

-Raza

Historia familiar >

Figura 1. Factores que pueden inducir el desarrollo del cancer 1819

Es importante sefialar que la presencia de una o varias causas en una persona no es factor
para desencadenar cancer, eso dependera de la inestabilidad genética por la acumulacion de

mutaciones.



3. CARACTERISTICAS

Presenta cuatro caracteristicas esenciales;

1. Clonalidad: cada tumor maligno se origina de una sola célula cancerosa que

proliferay da lugar a un conjunto de células malignas.

Autonomia: el crecimiento y desarrollo de la célula cancerosa no es regulado de
forma correcta por los moduladores hormonales y bioquimicos normales.
Anaplasia: las células tumorales tienen una pérdida de diferenciacion celular.
Metéstasis: la célula cancerosa tiene capacidad de difundir (invadir otros tejidos) a

distancia de su lugar de origen.

Cabe mencionar que las células presentes en un tumor no son homogéneas aunque se

hayan originado de un mismo grupo clonal; por el contrario, en el transcurso de la

proliferacion y del crecimiento las células desarrollan caracteristicas distintas de caracter

bioquimico, morfolégico e inmunoldgico posiblemente como consecuencia de cambios

mutégenos.

4. TIPOS

El cancer se desarrolla en cualquier parte del organismo incluida la sangre, ello conlleva

a una gran variedad, por ello la terminologia que se emplea para catalogarlo deriva de las

células o tejidos donde se origina. Obteniéndose la siguiente clasificacion®.

Carcinoma. Un tumor derivado de las células epiteliales, estas forman la
superficie de nuestra piel y 6rganos.

Sarcoma. Un tumor derivado del musculo, el hueso, el cartilago, la grasa o el
tejido conectivo.

Leucemia. Un cancer derivado de los globulos blancos o sus precursores.

Linfoma. Un céancer derivado de la médula 6sea que afecta el sistema linfatico.
Mielomas. Un cancer de glébulos blancos destinados a la produccion de

anticuerpos.



5. METODOS TERAPEUTICOS

Si se extirpa completamente el tumor se habla de curacion o tratamiento radical. Pero si
no esta localizado y hay metastasis el objetivo de la terapia es paliativa, en ella hay una
reduccion del tamafio del tumor y prolongacion de la supervivencia con una calidad de vida
aceptable. Los tumores se tratan por medio de cirugia, radioterapia y quimioterapia. Estos
métodos pueden emplearse solos 0 en combinacion, segun el estado de la persona, la

naturaleza, extension y sitio del tumor.

a. Cirugia

La intervencion quirurgica tiene el papel central en el tratamiento del cancer, en general,
el 60% de todos los pacientes requieren de un tratamiento quirurgico en el curso de su
tratamiento. En algunos casos sera la obtencion de una biopsia y otros casos serd un

procedimiento mayor y definitivo con el objeto de buscar la cura del paciente.

b. Radioterapia

Método que se utiliza en el tratamiento inicial y paliativo del cancer. Consiste en el uso
de particulas de alta energia, como los rayos X, rayos gama, particulas alfa o beta, a través
de una méaquina llamada acelerador lineal, en donde se generan y dirigen esas particulas

hacia el lugar concreto donde se tengan que aplicar.

c. Quimioterapia

Es la terapia a base de farmacos, se usa para combatir tumores en los cuales ya hay
diseminacion o de hecho existe metastasis. Tal capacidad hace que la quimioterapia sea
muy importante en la lucha del paciente por superar el cancer, dado que la radioterapia y la
intervencién quirdrgica son adecuadas sélo para tratar el cancer en zonas localizadas®. Sin
embargo algunos pacientes no responden desde el inicio o durante el tratamiento, esto
debido a que pueden presentar resistencia a los farmacos la cual se desarrolla con rapidez

cuando el tratamiento se realiza con un solo farmaco. A nivel celular existe més de un



mecanismo de resistencia que permite a una célula cancerosa sobrevivir. En la década de
1960, se utilizo la quimioterapia combinada para el tratamiento de la Leucemia Linfocitica
Aguda (LLA) y la enfermedad de Hodgkin, fue una consecuencia de estudios
experimentales que demostraban que la combinacion de farmacos daba una mayor
capacidad de destruccion celular y retardaba o impedia la resistencia a los farmacos. Los
farmacos se usan en combinacion cuando la toxicidad de uno de ellos no se potencializa al
combinarse con el otro y cuando se han obtenido evidencias en tumores in vitro que la
combinacién proporciona efectos antitumorales aditivos o sinérgicos®. La quimioterapia

combinada presenta varias ventajas entre ellas estan;

Promover la llegada del farmaco a las células tumorales.

Disminuir la toxicidad en células normales.

Reducir la posibilidad de presentar resistencia a un farmaco.

Actuar sobre tumores que poseen poblaciones celulares heterogéneas.

Tener diferentes mecanismos de accion o actuar en fases celulares distintas.
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Presentar interacciones sinergistica o de potenciacion.

Estos tres tratamientos cuando se utilizan en combinacion, sus rutas se complementan para
atacar la enfermedad ofreciendo con frecuencia al paciente, mejores posibilidades de

derrotar el cancer.

B. FARMACOLOGIA

1. QUE ESTUDIA

Deriva de la palabra griega pharmacon, que significa medicamento, pocién o droga, y
logia significa estudio; por lo tanto, la farmacologia estudia, los efectos, usos, mecanismos
de accion y vias de administracion de los farmacos, es decir; las interacciones entre los
sistemas vivos y las moléculas especialmente de las substancias quimicas que son
introducidas desde el exterior del sistema. Abarca las acciones tanto deseables como

indeseables de los farmacos, con el objetivo primordial de beneficiar al paciente y hacerlo



de un modo racional y estricto. Se divide en dos ramas; farmacocinética vy

farmacodinamia®.
2. FARMACOCINETICA

Es la rama de la farmacologia que se ocupa de estudiar los procesos de liberacion,
absorcion, distribucion, biotransformacién y excrecién de los farmacos®. Determina la
rapidez, la concentracion y por cuanto tiempo el farmaco se encuentra en el organismo, a
partir de la aplicacion del medicamento sobre el organismo vivo, ello requiere la
cuantificacion de las concentraciones del farmaco y sus metabolitos en los liquidos
bioldgicos, tejidos y excretas a través de la construccion de modelos adecuados, asi como
su relacién con la respuesta farmacoldgica. También proporciona al medico la posibilidad
de tomar en cuenta las diversas caracteristicas patologica y fisiologicas de un paciente en
particular. Las etapas por las que pasa el farmaco, desde que se administra hasta que es
eliminado, se inician con la liberacion de la forma farmacéutica continuando con la
absorcion, posteriormente una fraccion se elimina sin cambio alguno, otra se distribuye

hacia los tejidos donde se biotransforma y finalmente es eliminado (Figura 2).

Forma de dosificacion
Liberacién

Lugar de absorcion

Absorcién
l* Plasma < > Tejidos
Excrecion
Biotransfirmacién
Orina Metabolitos Distribucion Metabolitos
en plasma < »  entejidos
lExcrecién
Metabolitos
en orina

Figura 2. Esquema general de liberacion, absorcidn, distribucion, biotransformacién y eliminacion
de farmacos (LADBE).



La absorcion; incluye el paso del farmaco desde el lugar de administracion hasta la

sangre. Para ello el farmaco tiene que atravesar la membrana celular y lo hace por los

siguientes mecanismos:

Transporte pasivo. Hay dos mecanismos; difusion pasiva, por
transferencia a través del componente lipidico, el movimiento del
soluto sera de la fase de mayor concentracion a la fase de menor
concentracion, proceso que no requiere gasto de energia. Tanto las
sustancias liposolubles como insolubles de pequefio tamafio
pueden atravesar las membranas por este proceso; Yy filtracidon
proceso puramente fisico, la fuerza motora es un gradiente de
presion y la velocidad de filtracion depende de éste gradiente y del
tamafio de la particula, hay flujo del disolvente junto con las
sustancias disueltas en él.

Transporte especializado; comprende dos mecanismos; transporte
activo, es la forma de transporte en la que el farmaco atraviesa la
membrana en contra de un gradiente electroquimico. Para ello
requiere consumo de energia procedente del metabolismo celular y
la utilizacion de varias proteinas de membrana con funcion
transportadora; difusion facilitada, se realiza a favor de un
gradiente de concentracion por lo que no requiere energia, pero
utiliza un sistema especifico transportador que puede ser saturable
o inhibido.

Pinocitosis; la transferencia se hace por invaginacion local de la
membrana celular y separacion subsiguiente de un vesicula,
mecanismo por el cual hay ingesta de liquidos. En algunos casos
también puede transferirse material solido por invaginacién pero

entonces el proceso se denomina fagocitosis®*.

La distribucion de un farmaco en todo el organismo depende de su afinidad por los

diversos componentes de los tejidos, incluyendo su hidrosolubilidad, liposolubilidad, unién

a substancias extracelulares y captacion intracelular. Una vez que el farmaco ha penetrado



en el compartimiento sanguineo, el ritmo con el cual penetra en los tejidos y otros liquidos

corporales depende de varios factores, estos incluyen;

Intensidad de riego sanguineo del tejido.

Masa del tejido.

Grado de fijacion del farmaco por proteinas plasmaticas y tisulares.
Diferencia del pH regional.

Mecanismos de transporte disponible.
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Caracteristicas de permeabilidad de membranas tisulares especificas.

La biotransformacion; son los cambios bioquimicos realizados en el organismo mediante
los cuales, los farmacos que fueron absorbidos en el tubo digestivo y antes de pasar al
torrente sanguineo son transportados por la circulacion porta al higado, en donde pueden
ser captados y metabolizados por los hepatocitos, estos cambios enziméaticos causan
disminucion o pérdida de su actividad farmacologica. El principal érgano relacionado con
el metabolismo de los farmacos es el higado, pero también el rifion, pulmén, mucosa
intestinal, plasma y tejido nervioso. EI metabolismo disminuye la liposolubilidad de la
molécula, haciéndola mas polar por lo tanto mas hidréfila facilitando su eliminacion®.
Estas reacciones quimicas de biotransformacion se clasifican como reacciones de fase | y
de fase Il.

Las de fase I; convierten al farmaco original en un metabolito mas polar por oxidacion,
reduccion o hidrdlisis.

Las de fase II; se denominan reacciones de conjugacion o de sintesis, implican la union del
farmaco o de su metabolito polar con un sustrato enddégeno como glucuronato, sulfato,

acetato o un aminoacido.

La eliminacidn; es el paso de un farmaco del medio interno al externo. Se distinguen las

siguientes vias de eliminacion:

1. Renal 4. Salival 7. Cutanea
2. Biliar 5. Gastrica 8. Lagrimal
3. Pulmonar 6. Intestinal 9. Mamaria
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Del proceso farmacocinético se obtienen parametros que expresan la intensidad y la
velocidad con que los farmacos cursan temporalmente en el organismo, como son; area
bajo la curva (ABC), indica la cantidad de farmaco en sangre que esta disponible para
ejercer el efecto farmacolégico, distribuirse o biotransformarse; vida media (ty/2), tiempo en
el cual se ha eliminado la mitad de la dosis del farmaco; Volumen de distribucién (Vd),
volumen hipotético en el cual el farmaco se esta distribuyendo; Concentracion y tiempo
maximo (Cmax Y tmax), donde la concentracion maxima es la cantidad mas alta del farmaco
gue se obtiene en sangre y al mismo tiempo se relaciona con la obtencién del efecto
terapéutico, mientras que el tiempo méximo es el tiempo en que se alcanza esa
concentracion maxima, es decir; que tanto tiempo se tardara en presentarse el efecto; y la

depuracién (CI), volumen de sangre que se libera de farmaco por unidad de tiempo.

3. FARMACODINAMIA

Estudia los efectos bioquimicos, fisiologicos y mecanismos de accién de los farmacos en
los organismos vivos, es decir; lo que el farmaco hace al organismo. En general, los efectos
farmacoldgicos se deben a la interaccion entre el medicamento y los componentes
especificos del organismo llamados receptores. Los receptores son macromoléculas que
pueden estar localizadas en la membrana celular o en el espacio intracelular y se combinan
con el farmaco para producir una reaccion quimica, cuya consecuencia es que modifica la
funcién celular. Por lo tanto, para que el efecto bioldgico aparezca, debe ocurrir primero la
union del farmaco con su receptor. Esta interaccion sucede por el establecimiento de
uniones quimicas, eléctricas o nucleares entre las partes activas de ambas moléculas.
Mientras méas fuerte sea la union mas tiempo persiste el efecto farmacoldgico, como es el
caso de la unién covalente en donde dos atomos comparten sus electrones de valencia,
debido a su fuerza y a la dificultad de reversion o de rotura, los farmacos con este tipo de
unién poseen efecto prolongado, estos compuestos tienden a ser extremadamente toxicos.
Existen otros tipos de union que participan en la interaccion farmaco-receptor, como los;
enlaces ionicos, en ella la interaccion es a través de grupos cationicos y aniénicos; puentes
de hidrogeno resultan de la atraccion entre &tomos de hidrégeno y pares de electrones libres
de oxigeno, nitrégeno o fludr; y los llamados enlaces de van der Waals, interaccion entre

atomos neutros muy cercanos hay atraccion electrostatica del nucleo por electrones de otra
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molécula. Estos tres tipos de enlace son débiles con efecto farmacol6gico de corta

duracion?.

4. INTERACCIONES

Al utilizar terapia combinada, surgen interacciones farmacoldgicas que modifican la
accion profilactica, terapéutica o diagnostica de un farmaco, dentro o en la superficie del
organismo, por accion de una segunda sustancia quimica de la dieta o del medio ambiente.
Como resultado del fenémeno, la accion de uno o de ambos interactuantes puede aumentar,
disminuir, alterarse o no modificarse. En términos generales los farmacos pueden

interactuar tanto in vitro como in vivo.

Interacciones farmacodinamicas. Se divide en; sumacion, potenciacién e inhibicion.
Cuando hay sumacion, el efecto de dos farmacos administrados al mismo tiempo son
exactamente aquellos que se hubieran previsto a partir de la suma de sus efectos por
separado. Potenciacion o alternativamente sinergismo, donde los efectos de dos farmacos
son mayores de lo previsto a partir de sus efectos por separado; e inhibicién, fenémeno por
el cual los efectos de dos farmacos son menores que los previstos a partir de sus efectos por

separado?’.

Interacciones farmacocinéticas; tienen lugar cuando un agente modifica la absorcidn,
distribucion, biotransformacién o eliminacién de otro, bien favoreciendo su efecto u
oponiéndose a el.

Durante la fase de absorcion; las interacciones de los farmacos pueden producirse
inmediatamente después de ser administrados por cualquier via, las mas importantes son las
que se relacionan con la administracion oral, local (tdpica) y parenteral. Esta interaccion
produce rapidez en el vaciamiento gastrico o aumento en la motilidad del intestino.

Durante la fase de distribucion; las interacciones farmacoldgicas pueden alterar la
distribucion de los farmacos al afectar su unién a proteinas plasmaticas, el flujo sanguineo
o el transporte del mismo a través de las membranas.

En relacion con el metabolismo; la intensidad y la duracion del efecto farmacoldgico de

muchos farmacos, depende de la rapidez del metabolismo de éstos. Muchos farmacos o sus
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metabolitos pueden acelerar o disminuir la rapidez del metabolismo de ellos mismos o de
otros farmacos afines o no afines, como es el caso de farmacos que tienen la misma via
metabolica, como es el caso de aquellos que se metabolizan por citocromo P450 y por la
misma isoforma.

Durante la eliminacion; las interacciones de los farmacos pueden alterar la excrecion de
otros farmacos por la orina, al aumentar o disminuir la filtracion glomerular, la secrecion
tubular o la resorcion tubular activa o pasiva. Los mecanismos mas importantes que
participan en estas interacciones son las alteraciones en el flujo sanguineo glomerular, los
cambios en los gradientes osméticos o de pH dentro de los tabulos, o la competencia por

los sistemas de transporte tubular®.

C. METODOS CROMATOGRAFICOS

La cromatografia es probablemente una de las técnicas analiticas mas versétiles en la
quimica moderna, esto se debe a la capacidad de cuantificar individualmente compuestos
presentes en una mezcla, ademas se puede analizar una gran variedad de muestras tanto
solidas, liquidas y gaseosas. La cromatografia se define como un proceso fisico de
separacion, el fundamento de este proceso se basa en los diferentes coeficientes de
distribucion que presentan los componentes individuales entre dos fases inmiscibles una de

ellas estacionaria y la otra mévil *°.

1. CLASIFICACION

Se clasifican de acuerdo a la naturaleza de las fases; la estacionaria puede ser sélida o

liquida y la fase mévil, liquida o gaseoso®.
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Cromatografia

4/\

Cromatografia de gases Cromatografia de liquidos
Gas-Liquido Gas-Solido Lig-Lig Lig-Sol Intercambio Exclusion
(GLC) (GSC) (LLS) (LSC)  (IEC) (EC)

2. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

La cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC, de High Performance Liquid
Chromatography) o CLAR no esta limitada por la volatilidad o la estabilidad térmica de la
muestra. Es capaz de separar macromoléculas y especies ionicas, productos naturales
labiles, materiales poliméricos y una gran variedad de grupos polifuncionales de alto peso

molecular. Los principales componentes de CLAR son los siguientes: (Figura 3)

1. Reservorio de la fase movil. Puede ser cualquier recipiente desde un frasco
Erlenmeyer hasta un vaso de precipitado, siempre y cuando este bien cerrado,
ademas; se burbujea helio a través de la fase mavil.

2. Bombas. Estas proporcionan un flujo constante de la fase movil a la columna. Es el
modulo que entrega a la fase movil de una manera exacta y precisa, al resto del
cromatografo.

Inyector. Es el sistema por donde se introduce la muestra.

4. Precolumnay columna. En la primera, se filtra la muestra evitando el deterioro de la
columna, siendo en ésta tltima, donde se lleva a cabo la separacion de la muestra.

5. Detectores. Proporciona de forma continua informacion acerca de la composicién
del flujo que circula, generalmente origina una sefial eléctrica continua.

6. Registrador de datos. Amplifica y registra las sefiales eléctricas provenientes del

detector y origina una sefial grafica conocida como cromatograma.
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Cromatografo de Liquidos de Alta resolucion

Figura 3. Esquema de un Cromatdgrafo de Liquidos de Alto Rendimiento (CLAR) con detector
electroquimico, mostrando tanto los componentes externos del equipo (1), como los internos del
detector (I1).

3. TIPOS DE DETECTORES

Todavia no se fabrica un detector universal y sensible para CLAR. Por ello es necesario
seleccionar el detector con base en el problema a resolver. Las caracteristicas ideales que

debe poseer un detector continuo en cromatografia liquida son: **

1. Alta sensibilidad (del orden de 10*%-10™* g/mL) lo que implica un bajo ruido de
fondo.

2. Amplio rango lineal de concentracion: entre 5y 6 érdenes de magnitud.

3. Volumen minimo de la célula de flujo, para evitar la dispersion de los solutos.

4. Debe ser no destructivo, en caso que se quiera recuperar las fracciones de la

muestra.
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5. Debe operar continuamente durante largo tiempo y su empleo debe ser facil y

comodo para el analista.

Los tipos de detectores son los siguientes:

Ultravioleta-visible
Fluorométrico
Absorcion molecular
Refractometria
Conductimetria

indice de refraccion
Constante dieléctrica
Espectroscopia de masas

© 0 N o 0 bk~ w DN PE

Electroquimico

4. DETECTOR ELECTROQUIMICO

Este detector se basa en la oxidacion y/o reduccion del compuesto a separar en un
electrodo conveniente. La deteccion principal esta basada en el concepto de polarografia,
donde el potencial para la oxidacién o reduccion esta impuesta en dos electrodos,
suficientes para producir una corriente en curso. Por lo tanto el nivel o la cantidad de
corriente impuesta esta directamente relacionada con la concentracion del analito, por ello
el proceso es cuantitativo. Es sensible para compuestos que tienen fenol, catecolaminas,

nitrosoaminas y acidos organicos, ademas, que se encuentren en el rango de nanogramos *.
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D. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
1. CONCEPTO Y UTILIDAD

Validacion es el proceso de obtener documentacién que evidencie un alto grado de
confianza de que un proceso especifico se encuentra en sus especificaciones y funciona de
la manera prevista. Por ello la validacion de los métodos analiticos permite al investigador
demostrar que el ensayo se ajusta a los requerimientos y se demuestra que los resultados
obtenidos son correctos. Para ello se realizan varios ensayos y se obtienen varios

pardmetros™.
2. PARAMETROS DE VALIDACION
a. Linealidad

De un sistema 0 método, es la habilidad para que los resultados analiticos, los cuales
pueden ser obtenidos directamente o por medio de una transformacién matematica, sean
proporcionales a la concentracion de la sustancia dentro de un intervalo determinado.
b. Precision

Es el grado de concordancia entre resultados individuales, cuando el procedimiento se
aplica repetidamente a diferentes muestreos de una muestra homogénea. Usualmente se
expresa en términos de desviacion estandar o del coeficiente de variacion y se evalla por el
grado de reproducibilidad y repetibilidad.

1) Reproducibilidad
Se refiere a la concordancia entre determinaciones diferentes, realizadas bajo

condiciones diferentes como lo son; diferente laboratorio, diferente analista, en diferentes

dias y diferente equipo.
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2) Repetibilidad
Se expresa como la concordancia obtenida entre determinaciones independientes,
realizadas bajo las mismas condiciones; mismo analista, mismo aparato y mismo
laboratorio.

c¢. Exactitud

Es la concordancia entre los resultados obtenidos experimentalmente y el valor de

referencia.

d. Especificidad

Es la capacidad del método para obtener una respuesta debida Gnicamente a la sustancia

de interés y no a otros componentes de la muestra.

e. Limite de deteccion

Es la concentracion mas baja a la cual la sustancia de interés puede ser detectada, pero no

necesariamente cuantificada bajo las condiciones experimentales establecidas.

f. Limite de cuantificacién

Es la concentracion mas baja de la sustancia de interés que puede ser determinada con

precision y exactitud, bajo las condiciones experimentales establecidas.
g. Estabilidad
Es la propiedad de una muestra preparada para su cuantificacion, de conservar su

integridad fisicoquimica y la concentracion de la sustancia de interés, después de

almacenarse durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas.

18



E. ETOPOSIDO

1. ESTRUCTURA QUIMICA

Etopdsido (4" -demethylepipodophyllotoxin-9-(4,6,-O-ethylidine-p-D-glucopyranoside) o
simplemente VP-16, es un glicosido semisintético de la epipodofilotoxina, principio activo
de la planta Podophyllum peltatum comdnmente llamada mandragora. Tiene un peso
molecular de 588g/mol, posee cinco anillos designados por A, B, C, D y E este Gltimo es
una anillo dimetoxifenol, otros grupos presentes es el glucdsido en el carbono 4 y los

anillos alifaticos y arométicos* (Figura 4).

Figura 4. Estructura quimica de Etopdésido o VVP-16

2. USOS TERAPEUTICOS

a. Invitro

Se demostrd en experimentos in vitro que Etoposido es un potente citotdxico al utilizarse
en lineas celulares humanas, una de ellas es la linea celular de cancer de mama (MCF-7), en
ella Yang et al.*® demostraron que al exponer las células a Etopésido, las células cancerosas
mueren por efecto del antineoplésico. Maanen y Ruiter 3 también demuestran el dafio a
células HeLa (linea celular de carcinoma de cervix epitelial) por efecto del antineoplasico,
posiblemente por un dafio al ADN (Acido Desoxirribonucleico). Mientras que otros
investigadores buscan alternativas terapéuticas para evitar los grandes efectos toxicos y los

19



mecanismos de resistencia de las células cancerosas, para ello hacen uso de la terapia
combinada. Moorsel et al.*” exponen lineas células de cancer de ovario (A2780) y de
cancer de pulmon de células pequefias (H322), a Etoposido en combinacién con
Gemcitabina (dFdC), dicha combinacion puede ser sinergistica, dependiendo del tiempo de
exposicion, proporcion entre los dos antineoplésicos y la sucesion en la exposicion, efecto
que se debe al perfil de toxicidad bajo para dFdC y las diferencias en los mecanismos de

citotoxicidad entre los dos farmacos.

b. In vivo

En estudios clinicos entre 1973-1974 se informo que Etopdsido tenia actividad
antineoplasica para la enfermedad de Hodgkin y no Hodgkin, Leucemia no Linfocitica,
Cancer de pulmén tanto de células pequefias y no pequefias, Cancer gastrico, de Ovario y
Mama ', Para 1980 Bloomfield et al.** indican que la direccién del tratamiento para los
pacientes con Linfoma no Hodgkins se basa en la terapia combinada, utilizando
Ciclofosfamida, Vincristina, Prednisona y Etopésido. En 1987 Smales E.* y en 1991
Williams S.* publicaron los resultados de pacientes con tumores de ovario, los cuales
fueron tratados conjuntamente con Bleomicina, Etoposido y Cisplatino, encontrando que
con esta combinacion se aumento el tiempo de sobrevida controlando la enfermedad. En el
2001 estudios de Patterson et al.*® con 33 pacientes de carcinoma testicular tratados
conjuntamente con quimioterapia combinada y radioterapia, se demostro que se aumentaba
el tiempo de sobrevida y la posibilidad de nuevas recaidas disminuia. Ya para el afio 2005

14647 estudiaron el efecto de la diferencia de sexo a la

tanto Singh et al. y Ardizzoni et a
respuesta terapéutica del cancer de pulmén de células pequefas, encontrando que las
mujeres experimentan méas toxicidad relacionada a la quimioterapia, pero presentan mejor

respuesta al tratamiento y un mayor tiempo de sobrevida.

3. MECANISMO DE ACCION

Etopdsido causa dafio al ADN, por inhibicion de la enzima topoisomerasa Il, la cual es
una enzima nuclear que mantiene y controla la topologia del ADN, con ello se inhibe la

progresion del ciclo celular, haciendo un arresto en la fase S tardia e inicio de la G,.
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4. FARMACOCINETICA

Absorcion. Después de la administracion oral, Etoposido sélo se absorbe moderadamente
a través de la via G.I. Se encuentra biodisponible el 50% de la dosis absorbida. Se une
altamente a las proteinas plasmaticas, especialmente a la albdmina, aproximadamente el
94%.

Distribucion. Se distribuye ampliamente en los tejidos del cuerpo, las concentraciones
mas altas se encuentran en el higado, bazo, rifiones y tejido cerebral. El farmaco cruza la

barrera hematoencefalica en grado limitado y variable .

Metabolismo. Se metaboliza en el higado, por la familia del citocromo P450 isoforma

3Ad4, sus metabolitos principales son: ***°

1. Hidroxy acid [4”-demethylepipodophyllic acid-9-(4,6-O-ethylidene--D-
glucopyranoside)]

2. Derivado Cis-(prico) lactona

3. Derivado aglicona

4. Conjugados del acido glucoronido y sulfato

5. Producto de oxidacion del anillo dimetoxifenol

Eliminacion. Estudios farmacocinéticos en humanos muestran que el 35-40% de una
administracion se excreta intacta en la orina, mientras que en las heces se elimina una
escasa porcion de la dosis. Por otro lado estudios en ratas han mostrado que una cantidad
significativa de Etoposido se excreta en la bilis, pero esta excrecion no esta demostrada en

humanos.

Reacciones adversas. A nivel hematico; depresion de la médula dsea, leucopenia y
trombocitopenia, a nivel del Sistema Nervioso Central; cefalea, hipersensibilidad visual,
debilidad, neuropatia periférica, a nivel Gastro Intestinal; nausea, vomito, estomatitis y a

nivel local; dolor en el sitio de aplicacion y alopecia reversible.
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En la Tabla 1 se muestran los pardmetros farmacocinéticas de Etopdsido administrado en

pacientes por via oral .

Tabla 1. Parametros farmacocinéticos de Etop6sido en pacientes

Vy 13.8 + 7.4L/m?

Cl (plasmética) 26.5 + 9.6 mL/min/m*
Cl (rena) 9.3 + 3.9 mL/min/m?
ti 6.4+2.4h

F. MIFEPRISTONA

1. ESTRUCTURA QUIMICA

Mifepristona  (17B-hydroxy-11p-[4-dimethylaminophenyl]-17a-[1-propynil]estra-4,9-
dien-3-one) o simplemente RU-486, es un esteroide sintético, que contiene un sustituto

dimetilaminofenil en la posicion 11p 2 (Figura 5).

CHs;

_—CCH
=

Figura 5. Estructura quimica de Mifepristona
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2. USOS TERAPEUTICOS

a. In vitro

En cuanto a su utilizacion en la terapia del cancer, Da-Quiang et al.>® demostraron que
Mifepristona es un inductor de la apoptosis e inhibidor de la proliferacion celular en una
linea celular de adenocarcinoma gastrico (SGC-7901). En otra linea celular de
adenocarcinoma gastrico (MKN-45) se demostré que inhibfa el proceso metastasico®.
Mientras que en 1985 Bardon S. et al.”> demostraron que al utilizar Mifepristona sobre
lineas celulares de cancer de mama, (MCF-7 y T47D) se inhibe el desarrollo celular por
bloqueo de los receptores positivos a progesterona. Por lo que se refiere a terapia
combinada, en estudios tanto in vitro como in vivo Mifepristona y Cisplatino ejercen un
efecto sinergistico el cual puede estar mediado al menos parcialmente por un incremento en
la concentracion intracelular del Cisplatino, por bloqueo de la proteina Pgp, asi como por

disminucién en la expresion de la proteina antiapoptotica Bcl-2 * *%%°,

b. In vivo

Se utiliza como farmaco de primera linea en la terminacién del embarazo y como método
anticonceptivo en la planificacién familiar >*® Brown et al. encontraron que al administrar
diariamente Mifepristona por 120 dias a mujeres asiaticas y europeas, inhibe la ovulacion e
interrumpe la funcién endometrial normal, lo que justifica su uso como anticonceptivo™.

Por su parte Coyaji K et al.*®

estudiaron el uso de esté antiprogestageno como método
anticonceptivo y abortivo en mujeres que viven en el area rural y metropolitana. Ademas de
las aplicaciones ginecoldgicas ya mencionada, existen estudios en donde se ha utilizado en
el tratamiento de la enfermedad de Cushing, para remitir las anormalidades
cardiovasculares, metabdlicas y neuropsiquiatricas que se presentan en los pacientes con
esta enfermedad®, que al parecer también tiene actividad independiente a los receptores
esteroides; como antioxidante y neuroprotector contra el estrés oxidativo inducido por la
degeneracion de neuronas, funcién que se atribuye a su estructura quimica, la cual es

similar a otras moléculas con actividad antioxidativa®.
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3. MECANISMO DE ACCION

Los efectos ginecoldgicos se derivan de un antagonismo a receptores de progesterona, es
decir; bloquea la funcién de la hormona progesterona (antiprogestdgeno) y con ello evita
que el Utero se prepare para la implantacion del 6vulo, permitiendo las contracciones del

Gtero®*.

4. FARMACOCINETICA

A las dos horas después de la administracion alcanza los niveles plasmaticos, tiene gran
afinidad a las glicoproteinas, se metaboliza en el higado por el citocromo P450 isoforma
3A4, (CYP3A4) sus principales metabolitos son los productos monodimetilado, dimetilado
e hidroxilado®, excretado principalmente en la bilis, tiene una vida media de 30 horas
aproximadamente. Se ha observado que los inhibidores de CYP3A4, como lo son
ketoconazol, eritromicina y jugo de toronja, incrementan los niveles plasmaticos de
Mifepristona®®. Los efectos adversos que presenta son el sangrado vaginal, calambres y
dolor abdominal. En algunos casos, después de la administracion hay sangrado por un
periodo de 9 a 16 dias, muy pocos requieren transfusion sanguinea. Transitoriamente

presentan nauseas, vomito, diarrea y dolor de cabeza.
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I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido al incremento cada vez mayor en el nimero de individuos que presentan cancer
especialmente del sexo femenino con el cancer de mama y cérvix, a la gran problematica de
la resistencia a farmacos ya sea adquirida o intrinseca y a los efectos adversos tan severos
que se presentan por el uso de la combinacion de agentes antineoplasicos como lo son;
nauseas, vomito, cefalea, debilidad, palpitaciones, entre otras, surge la necesidad de utilizar
nuevas estrategias terapéuticas, que mejoren la expectativa de vida, el tiempo de
recuperacion y la calidad de vida en los pacientes oncoldgico, sin aumentar los efectos

adversos ya mencionados.

En afios recientes se ha observado que existen condiciones bioldgicas muy similares
entre la implantacion embrionaria y la metastasis de tumores como lo es; la adhesion
celular, angiogenesis, invasion y la expresidén genética, por esta razon es interesante la
direccién que se ha tornado al uso de antiprogestagenos farmacos contra la implantacion
embrionaria o invasién de tumores®, ademas no produce los efectos secundarios de los
antineoplasicos. Por ello, en el laboratorio donde se desarrollo el presente trabajo se estudia
el uso de quimioterapia combinada con agentes antineoplasicos como es el caso de
Etopdsido y antiprogestagenos como Mifepristona en una linea celular de cancer de mama
(MFC-7), en donde se ha demostrado que dicha combinacion produce un efecto
antiproliferativo sinérgico debido a un posible incremento intracelular del antineoplasico.
Sin embargo, los estudios a nivel celular (in vitro), no permiten detectar una posible
interaccion a nivel sistémico. Asi que en el presente trabajo se planteé estudiar la
interaccion farmacocinética de Mifepristona y Etopésido.
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IV. OBJETIVOS

A. GENERAL

Evaluar la influencia de “Mifepristona” sobre la farmacocinética de “Etoposido” en ratas

Sprague Dawley.

B. PARTICULARES

1. Revalidar un método cromatografico para determinar Etopdsido en micromuestras de

sangre total de ratas Sprague-Dawley.

2. Determinar la farmacocinética de Etopdsido en ratas después de la administracién de
Mifepristona.
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V. HIPOTESIS

Los parametros farmacocinéticos del agente antineoplasico (Etopdsido) se modificaran

por la previa administracion del antiprogestageno Mifepristona.
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VI. MATERIAL

Equipo de diseccion
Tabla de diseccion
Desecador
Filtro de nylon marca Sigma-Aldrich
con un tamafio de poro de 0.45um.
Vasos de precipitado: 500, 100 y 50mL
Cubre bocas
Guantes
Jeringas para insulina
Tubos Eppendorf de 2mL
. Micropipetas: 200, 100, y 10uL
Matraz Kitasato
Embudo de filtracion

EQUIPO

Bomba de vacio Gast

Balanza analitica y granataria

Campana de extraccion

13.Trampa para vacio

14. Pipetas graduadas: 10 y 5mL

15. Cénula de polietileno calibre
PE90y PE10

16. Gasas

17. Termémetro de -10 a 120°C

18. Bafio Maria modelo BMT-8

19. Espatula

20. Aserrin

21. Jaulas de acrilico

22. Bebedero

4. Cromatografo de Liquidos de alta resolucion Waters 650-E equipado con:

a. Bomba Waters

b. Controlador Waters 600s

c. Inyector manual RC-1I

d. Detector Electroquimico marca BAS

e. Columna Symmetry Cig 5um (3.9 x 150mm)

5. Desionizador Simplicity 185 de Millipore Corporation

6.
7.

Agitador Vortex Thermolyne

Potenciometro Corning pH meter 430

28



© 00 N o o B~ W N B

8. Hamilton Rheodyne Syringe 250uL marca Aldrich

REACTIVOS

. Eter etilico GR de EM Science

. Diclorometano para CG de EM Science

. Acido acético glaciar RA Productos quimico Monterrey

. Acido nitrico al 1N

. Metanol EMD grado HPLC

. 2-acetamidofenol marca Sigma, utilizado como Estandar Interno
. Heparina marca Sigma

. Acetato de sodio de Baker GR

. Nitr6geno gaseoso marca Aga

FARMACOS

. Etopdsido sol. Inyectable de 100mg, Lab. Lemery N° de Lote HU074

. Mifepristona de Laboratorios Sigma-Aldrich

MATERIAL BIOLOGICO

Ratas hembras Sprague Dawley de 7 - 8 semanas de edad.
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VII. METODOLOGIA

A. PROCEDIMIENTOS INICIALES

1. PREPARACION DE LOS FARMACOS

a. Mifepristona. Se prepard una solucién stock, a una concentracion de 5 mg/mL, fue
exactamente pesada y disuelta en la menor cantidad de alcohol absoluto y posteriormente se
Ilevd a volumen final con aceite vegetal, se mantuvo en refrigeracion a —20°C hasta su

utilizacion.

b. Etopdsido. Para la administracion a las ratas, se utilizaron viales de 20 mg/mL, ello
permitio la administracion directamente de 20 mg/Kg. de peso por via oral. En tanto para la
construccion de las curvas de calibracidn se prepar6 una solucion stock a una concentracion
de 20 ug/mL con agua grado HPLC, a partir de esta solucion se prepararon diluciones
sucesivas con agua HPLC para obtener concentraciones de 0.025-10ug/mL, estas se

mantuvieron en refrigeracion a 2°C hasta su utilizacion.

B. REVALIDACION DEL METODO ANALITICO

1.5 a través de la

Para este objetivo se siguié el procedimiento realizado por Virto
siguiente técnica de extraccion.
A 100uL de sangre total contenidos en tubos Eppendorf de 2mL se agregd 40uL de
solucidn estandar Etopdsido, de concentracion creciente (0.025pug/mL— 10ug/mL), después
se agitd por 1 minuto, se agregd 25uL de estandar interno (E.l., 2-acetomidofenol) a una
concentracion de 1pg/mL, agitando por 1 minuto nuevamente, posteriormente se agrego 1
mL de solucidn extractora éter etilico: diclorometano (2:1), se centrifugd por 6 minutos a
11,000rpm., se decanté y evapord a sequedad bajo corriente de nitrégeno, finalmente se

resuspendio en 100uL de fase movil.
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C. OBTENCION DE LA FARMACOCINETICA

Con 4 ratas hembras Sprague Dawley se formaron dos grupos: el grupo tratado y el
grupo control (n=2). Al primer grupo se le administro por tres dias Mifepristona, 10mg/Kg.,
disuelto en aceite vegetal por via intraperitonial. Al segundo grupo se le administro el
vehiculo (aceite vegetal) por el mismo periodo de tiempo. Posteriormente al cuarto dia se
realizd una canulacién en la arteria caudal, y se administré p.o. (por oral) una dosis Unica
de Etopdsido 20mg/Kg., después se tomaron muestras de 100uL de sangre total a los 5, 10,
20,30, 60, 120 y 360 minutos.

D. CONSIDERACIONES GENERALES

1. ADMINISTRACION DE ETOPOSIDO

El alimento se retir0 12 horas antes de administrar el antineoplasico. Para la

administracion oral, se utilizé una canula orogastrica.

2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION SANGUINEA DE ETOPOSIDO Y
ANALISIS ESTADISTICO

Las inyecciones al cromatdgrafo se hicieron manualmente, ademas la cuantificacion se
realiz6 por alturas de pico. A partir de las curvas individuales de concentracion sanguinea
contra tiempo se determind la concentracion maxima (Cpax), €l tiempo maximo (tmax) Yy el
area bajo la curva (ABCy.360). En cuanto al analisis estadistico se calculo la diferencia
estadistica de los parametros farmacocinéticos entre el grupo tratado y el grupo control,
para ello se utiliz6 una prueba t-student, una p menor o igual a 0.05 se considera
estadisticamente significativa.
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E. DIAGRAMA DE FLUJO

1. REVALIDACION DEL METODO ANALITICO

Revalidacion del método analitico

Validacién del sistema Validacion del método

v

Linealidad Precision Linealidad Precision Exactitud

v v

Especificidad Estabilidad

v
Limite de cuantificacion y deteccién
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2. OBTENCION DE LA FARMACOCINETICA

4 ratas Sprague Dawley

2 ratas tratadas 2 ratas control
(Mifepristona 10 mg/Kg., (Vehiculo por 3 dias
por 3 dias via I.P.) via l.P.)

Canulacion de la arteria

caudal

|

Toma de muestra, 100 pL
de sangre total

(tiempo cero)

|

Administracion de Etoposido

(Unica dosis de 20 mg/Kg. p.o.)

|

Toma de muestra, 100 pL
de sangre total a los
5,10,20,30,60,120 y 360 minutos
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Extraccion de las muestras

v
Cuantificacion por CLAR

por el método del Estandar Interno

Construccion de curvas (Concentracion contra tiempo)

Analisis farmacocinético y obtencion de los

parametros

Andlisis estadistico
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VIIl. RESULTADOS

A. REVALIDACION DEL METODO CROMATOGRAFICO

1. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

a. Fase mavil: Buffer de acetatos pH 3.9 : Metanol, 52:48

b. Velocidad de flujo: 0.6mL/min

c. Columna cromatogréfica: Columna Symmetry C;g 5um (3.9 x 150mm)
d. Temperatura ambiente

e. Técnica isocratica

f. Deteccidn electroquimica, 0.8volts

2. CRITERIOS DE ACEPTACION

Establecidas las condiciones cromatograficas fue posible cuantificar el Etoposido. Se
tomaron como referencia las definiciones y criterios de aceptacion descritos tanto en la
NOM-177-ssa1-1998, ®¥ asi como los presentados por la FDA Guidance for Industry ©®),

los cuales se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Criterios de aceptacion para la validacion del método analitico.

Parametros de validacion Criterio de aceptacién
Linealidad r’> 0.98
m~1
b~0
Precision del sistema C.V.<15%
Linealidad del método r*>0.98
m~1
b= 0
Reproducibilidad C.V.< 15%
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Repetibilidad
Exactitud

Especificidad

Limite de cuantificacion

Limite de deteccidn

CV.<15%
85% al 115%

No deben existir
interferencia, en la
cuantificacion de
Etoposido y E.I.

< 15%
> 20%

Linealidad del sistema.

Se inyectaron al cromatografo muestras de Etopo6sido con E.l. y fase movil bajo las

condiciones establecidas. Al obtener los cromatogramas el tiempo de retencion fue de 7.25

y 2.25 minutos respectivamente (Figura 6).

A
i_é:
i
|
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|
I
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£
i1 f Fase
% iE émn\/ll
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i ELL #
! i
i - i
S v
P ik F i
....... el e
- 2.25min
7.25min
4
Al

MR s o

i
i i oSt e

Blanco

P N

Figura 6. En A se muestra un cromatograma tipico al inyectar una muestra de E.l y Etopdsido. En

B un cromatdgrama al inyectar solo fase movil.
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Para obtener la linealidad del sistema se construyeron curvas de calibracion de
concentracion creciente de Etopoésido (0.025 a 10ug/mL), las cuales se repitieron por

sextuplicado (Figura 7).

Linealidad del Sistema

10 -

Relacién de alturas
Etopdsido/E.I.

O T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Concentracion (ug/mL)

Figura 7. Curva de calibracion para el sistema, en la cual se grafica relacién de altura de Etopdsido/

E.l. contra concentracion de Etopdsido, cada punto representa el promedio de seis determinaciones.

Al obtener el coeficiente de determinacion (r?), la pendiente (m) y la ordenada al origen
(b) experimental y teorico estan dentro de los criterios de aceptacion establecidos por la

Norma Oficial Mexicana (Tabla 3).
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Parametros r>, my b experimental y te6ricos.

Parametro Tedrico Experimental
r? >0.98 0.9982
m ~1 0.7978
b =0 0.0938

Tabla 3. Coeficiente de determinacion (r2), pendiente (m) y ordenada
al origen (b) obtenidas a partir de las curvas de calibracion para el
sistema.

Precision del sistema

Se efectuaron seis determinaciones independientes, a muestras en solucion que contenian
Etopdsido en concentraciones crecientes (0.025 — 10ug/mL) y se determind el coeficiente
de variacion (C.V.) para cada uno de los niveles de concentracion, estos resultados indican
que el % de variacion para cada una de los niveles de concentracion esta dentro de los

parametros de aceptacion (Tabla 4).
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Coeficiente de variacién para cada nivel de concentracién

Concentracion

(mg/mL)

C.V.
(%)

10.0
5.0
2.5
1.25
0.625
0.250
0.125
0.05
0.25

10.90
9.50
6.14
5.41
6.25
5.71
6.73
8.69
0

Tabla 4. Coeficiente de variacién para cada uno de los niveles
de concentracion obtenidos al dividir la desviacion estandar
entre el promedio de cada uno de los niveles de concentracion, n=6.

Linealidad del método

Se obtuvo al preparar cuatro curvas de concentracion conocidas de Etoposido en plasma,

con la técnica de extraccion mencionada anteriormente, se grafico la relacion de altura

Etoposido/E.l. contra concentracion de Etopdsido buscando que la respuesta sea lineal,

indicando que la concentracion de Etopésido aumenta conforme a la relacion de alturas

(Figura 8).
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Linealidad del método

Relaciéon de alturas

00 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Concentracion (pg/mL)

Figura 8. Curva que representa la linealidad del método obtenida a partir de la cuantificacion de

Etop6sido en muestras sanguineas, se grafico relacion de altura Etopésido/E.l. contra concentracion

de Etopdsido con una n=4.

Al determinar matematicamente la pendiente, el coeficiente de variacion y la ordenada al

origen se determino que estan dentro de los parametros de aceptacion (Tabla 5).
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Parametros r’, my b experimental y te6ricos.

Pardmetro  Tedrico Experimental

r? >0.98 0.9989
m ~1 0.6484
b ~0 0.0009

Tabla 5. Coeficiente de determinacion (r2), pendiente (m) y ordenada
al origen (b) obtenidas a partir de las curvas de calibracion para el
método.

Precision del método

Reproducibilidad

Los datos se recabaron al determinar la variabilidad en diferentes dias, se analizaron
curvas que contenian Etopdsido en concentracion de 0.05-4pg/mL en plasma, realizando el
analisis por duplicado en dos dias diferentes posteriormente se determiné el coeficiente de
variacion para cada nivel de concentraciéon. Encontrando que la variabilidad para cada
concentracion cae dentro del pardmetro de aceptacion dictado por la correspondiente

Norma Oficial Mexicana (Tabla 6).
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Coeficiente de variacion para cada nivel de concentracion

Concentracion C.V.
(ng/mL) %

4 10.45
2 11.48
1 13.79
0.5 10.10
0.25 8.36
0.1 11.17
0.05 10.87

Tabla 6. Coeficiente de variacion para cada uno de los niveles
de concentracion obtenidos al dividir la desviacion estandar
entre el promedio de cada uno de los niveles de concentracion, n=6.

Repetibilidad
Se obtuvo al preparar y analizar en el mismo dia dos curvas de Concentracion creciente

de Etopoésido en sangre para cada uno de ellas se determind el C.V. el cual indico ser
aceptable (Tabla 7).
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Coeficiente de variacion para cada nivel de concentracion

Concentracion C.V.
(ng/mL) (%)

4 2.35
2 12.09
1 8.32
0.5 1.99
0.25 11.08
0.1 11.03
0.05 14.34

Tabla 7. Coeficiente de variacion para cada uno de los niveles
de concentracién obtenidos al dividir la desviacion estandar
entre el promedio de cada uno de los niveles de concentracion, n=6.

Exactitud

Se realiz6 la determinacion de siete concentraciones de Etoposido, las cuales se tomaron
como el 100% y a partir de la curva de concentracion contra relacion de alturas
(Etopoésido/E.l.), se determinaron las concentraciones reales, de cada determinacion
independiente y entonces determinar el porciento de exactitud, el cual indica ser aceptables
(Tabla 8).
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Porciento de exactitud.

Concentracion Exactitud

(mg/mL) (%)
4 99.5
2 102
1 100
0.5 100.8
0.25 112.8
0.1 96
0.05 92

Tabla 8. Porciento de exactitud para cada uno de los niveles
de concentracién con una n=6.

Limite de Deteccion

Esta concentracion se determing, al obtener aquella concentracion minima que puede ser
detectable por el cromatograma pero ya no cae dentro de los pardmetros de precision y

exactitud aceptables, la cual fue de 0.01pg/mL

Limite de Cuantificacién

Esté pardmetro se determino al obtener la concentracion mas baja que cumpla con los

parametros de precision y exactitud aceptables, la cual fue de 0.05 pg/mL

Especificidad

Se inyectaron muestras que contenian Etopdsido y E.l. en plasma, y plasma libre de

farmacos, comparando los cromatogramas obtenidos en cada caso no se detectd ninguna
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otra sefial. Se obtuvo un tiempo de retencion para el estandar interno de 2.25 minutos y para
Etoposido de 7.25 minutos (Figura 9).

Cromatograma de una muestra sanguinea de Etop6sido

Fase movil

E.l !
2.25min i
| '
1 Wi |
Etopdsido | | +¥; ,
725%--1—'%’1 = Blanco .r [
= |
4 e = L
A
A B

Figura 9. Cromatogramas obtenidos al inyectar una muestra de plasma con Etopdsido y estandar

interno (A), y sin farmaco ni E.I. (B).

En cualquiera de las dos figuras, el primer pico es el de la fase mavil, seguido por el de
E.l. y finalmente el de Etopdsido, cuando se comparan con la Figura 9B, en donde la
muestra no contiene farmacos, solo esta el pico correspondiente a la fase movil, no se
detectaron picos que interfieran con la lectura de Etopdsido en plasma apreciandose que el

método analitico es especifico para la cuantificacion de las sustancias de interés.
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B. DETERMINACION DE LA FARMACOCINETICA DE ETOPOSIDO EN
RATAS DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE MIFEPRISTONA.

Con el objetivo de determinar las concentraciones plasmaticas de Etop6sido con la previa
administracion de Mifepristona, se trataron ratas Sprague Dawley por tres dias y al cuarto
se realizd la farmacocinética de Etoposido, se recolectaron, extrajeron y analizaron las
muestras sanguineas, con los datos obtenidos se construyo una curva farmacocinética, cada
punto de la grafica es el promedio de dos animales (Figura 10). Mientras que de las
concentraciones y tiempos individuales, se calcularon los pardmetros farmacocinéticos de
este analisis, como son ABC (area bajo la curva) la cual se calculé a partir del tiempo cero
al trescientos sesenta, por medio del programa WinNonlin profesion, para el grupo tratado
fue 0.5508 pg.min./mL. cifra que es mayor en comparacion con el grupo control, indicando
gue la cantidad biodisponible es mayor en esté grupo, el otro pardmetro es la Cmsx
(concentracion maxima) que es la concentracion méxima alcanzada en circulacion e indica
si se obtuvo o no efecto terapéutico, en el grupo tratado fue 0.0981 pg/mL, mientras que en
el grupo control fue 0.11975 ug/mL, y finalmente, tms (tiempo maximo) que es el tiempo
para alcanzar la méxima concentracion, para el grupo tratado fue mayor 40 minutos y 25

minutos en el grupo control (Tabla 9).
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Farmacocinética de Etopdsido despueés de
la administracion de Mifepristona

0.14 -

0.12 -

0.10 +

0.08 +

Concentracion (ug/mL)

0.06 +

0.04 +

0.02 +

0.00 gj T T T T T 1

0 60 120 180 240 300 360

Tiempo (minutos)

Figura 10. Efecto comparativo en la administracion p.o. de 20 mg/Kg de Etoposido (grupo control
m) y la administracion previa de 10 mg/Kg. via i.p. de Mifepristona (e) en ratas Sprague Dawley.
Cada punto representa el promedio de dos animales.
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Parametros farmacocinéticos de Etoposido con la previa administracion de Mifepristona en

ratas Sprague Dawley

Pardmetro Grupo control Grupo tratado
Cmax 0.11975 + 0.00075 0.0981 + 0.0431
(ng/mL)
ABC 0.25765 + 0.09695 0.5508 + 0.1039
(ug.min./mL)
tmax 25+ 5 40 + 20
(minutos)

Tabla 9. Pardmetros farmacocinéticos de Etopdsido en ratas sometidas a un tratamiento
previo con Mifepristona por tres dias, y ratas control. (n=2 + e.e.)

* No existe diferencia estadisticamente significativa, con un o =0.05
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IX. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Gracias a las investigaciones tanto in vitro como in vivo, se evallan nuevas
combinaciones farmacoldgicas que ayuden a aumentar el efecto citotoxico de los
antineoplasicos sin aumentar sus efectos tdxicos. FArmacos como Mifepristona, clasificado
como un antiprogestageno ha mostrado tener efectos antiproliferativos en varios tipos de
cancer. Actualmente en el laboratorio se estd estudiando su efecto antiproliferativo al
combinarse con un antineoplasico como Etopdésido en células de Cancer de Mama (MCF-7)

con la finalidad de incrementar el efecto citotoxico de manera sinergistica.
A. REVALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC

Para evaluar el comportamiento sistémico de Etopodsido en las micromuestras sanguineas
fue importante obtener la revalidacion del método analitico con la finalidad de que los
resultados obtenidos sean confiables y reproducibles. Al inyectar al sistema cromatografico
una muestra de Etopdsido y E.I. en solucion acuosa, el tiempo de retencion observado fue
de 7.25 y 2.25 minutos respectivamente, no observando ningin otro pico que pudiera
interferir.  Cuando se inyectd un extracto sanguineo se observaron los picos
correspondientes de Etopdsido y E.I. con respecto al extracto libre de farmacos, no se
observd ningun pico que interfiriera con los tiempos de retencion de cada uno de los
farmacos, lo cual demostro la especificidad del método analitico.

Al evaluar la linealidad del método en el rango de concentracion 0.05ug/mL- 4ug/mL este
fue lineal, los parametros de r>, m y b obtenidos se encuentran dentro de la especificacion,
establecida por la Norma Oficial de la Secretaria de Salud, NOM 177. La precision del
método se evalud por el grado de reproducibilidad y repetibilidad (Tablas 6 y 7). La
reproducibilidad se determin6 al calcular el C.V. para cada nivel de concentracion en dos
diferentes dias de andlisis, encontrandose que para cada nivel el C.V. fue menor a 15%, por
lo que la variabilidad en diferentes dias esta dentro de los pardmetros establecidos por la
Norma Oficial Mexicana. La repetibilidad, igualmente se evalu6 con el C.V. de dos curvas

realizadas en el mismo dia siendo este valor <15%.
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Al determinar la cantidad de Etoposido (expresado en porcentaje) recuperado en las
muestras. Se obtuvo un % de recobro para cada nivel de concentracion entre el 92-112% lo
que refleja una exactitud aceptable de acuerdo a lo establecido por la Norma Oficial
Mexicana. Finalmente el Limite de Deteccion y de Cuantificacion fue de 0.01ug/mL y
0.05ug/mL respectivamente, este ultimo valor presentd una precision y exactitud con un

coeficiente de variacion de 23.8% y 12.60% respectivamente.

En resumen, los resultados obtenidos de la revalidacion del método se encuentran dentro
de los parametros establecidos por la Norma Oficial de la Secretaria de Salud (NOM 177) y
por la FDA (Guia de validacion), siendo este método confiable para cuantificar Etop6sido

en micromuestras de sangre total.

B. DETERMINACION DE LA FARMACOCINETICA DE ETOPOSIDO EN
RATAS SPRAGUE DAWLEY DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE
MIFEPRISTONA

En la quimioterapia del cancer, las interacciones farmaco-farmaco pueden llevarse a cabo
tanto a nivel farmacodinamico (cuando la interaccion esta involucrada con el mecanismo de
accion) y a nivel farmacocinético (cuando la interaccién esta involucrando procesos de
absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacion, ADME). El presente trabajo esta
relacionado precisamente con la interaccion farmaco-farmaco a nivel farmacocinético
involucrando alguno de los procesos de ADME, teniendo como antecedente que a nivel in
vitro se presenta una interaccion farmaco-farmaco de tipo farmacodindmico, ya que la
previa sensibilizacion con Mifepristona en células de Cancer de Mama (MCF-7) ejerce un
efecto sinergistico con Etoposido, al comparar la curva de sobrevida del grupo control y
tratado, en este ultimo el numero de células muertas es mayor y su Clsy (Concentracion
inhibitoria 50, definida como la concentracion que inhibe el 50% de la poblacion total) es
menor para este grupo. Payen L. et al ’, demostraron que en células de Céncer de Pulmén
(GLC4/Sb30), Mifepristona aumenta los niveles de Vincristina (antineoplasico de primera
linea para el tratamiento del cancer de pulmon) modulando a la baja los mecanismos de

resistencia a multiples farmacos asociados a proteina (MRP), permitiendo asi que el agente
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antineoplasico tenga un mayor efecto terapéutico. Con lo anterior se demuestra que la
combinacion de Mifepristona y un antineoplasico como Vincristina o Etopdsido presenta
una interaccion de tipo farmacodinamico desconociéndose a la fecha una posible

interaccion a nivel farmacocinético.

En este trabajo, los resultados indican que las concentraciones sanguineas del grupo
tratado previamente con Mifepristona disminuyen con respecto al grupo control en las
primeras 3 horas. Sin embargo, estas concentraciones aumentan en el grupo tratado con
respecto al grupo control en las dltimas 2 horas de muestreo, (Figura 10). Mientras que al
obtener los parametros farmacocinéticos como son Cmax, ABCo60 Y tmax, €N el grupo
tratado hubo una disminucion de Cpax Y un aumento del ABC, (Tabla 9) debido a que hay
una interaccién a nivel de eliminacién; estudios previos han demostrado que existe
interaccion farmacolégica entre Mifepristona y Digoxina a nivel de eliminacion, evitando la
secrecion renal del glucésido que da como consecuencia el aumento de la concentracion
sistémica del glucésido®. Otra demostracién son los estudios realizados por Da-Qiang et
al.”’, al exponer células de cancer gastrico (SGC7901) resistentes a Vincristina con
Mifepristona, hay una mayor sensibilidad y por tanto una mayor muerte de células
cancerosas, debido a que esta Ultima puede estar modulando la expresion de genes
reguladores de la apoptosis Bcl-2 y Bax. Por otro lado He K. et al.”! indican que la
coadministracion de Mifepristona con un agente anticanceroso con una buena
biodisponibilidad, como es el caso de Tamoxifen, Vinblastina, Vincristina o Taxol, permite
llevar a cabo el mecanismo basado en la inactivacion de CYP3A4 via modificacion
irreversible de la aproproteina. Este mecanismo consiste en la oxidacion del triple enlace
carbono-carbono de Mifepristona por CYP’s en el cual se forma un intermediario que
puede modificar irreversiblemente el sitio critico (enzima-substrato) y asi inactivar la
enzima y como consecuencia al inactivar el metabolismo del antineoplésico se prolongan
las concentraciones circulantes, lo que ayudaria a obtener un mayor efecto terapéutico, sin
embargo no se puede descartar que la eliminacion este alterada y por lo tanto se este

observando este aumento del ABC.
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La disminucion de la Cmax puede ser explicado por los siguientes puntos, la absorcion
de ciertos farmacos es muy restringida por la presencia de la glicoproteina Pgp que se
encuentra en la membrana del intestino delgado, tanto del lado baso-lateral y apical de la
célula epitelial, la cual constituye los vasos capilares por donde pasa a circulacién sistémica
el farmaco’®. Normalmente esta glicoproteina se encuentra en la membrana y act(ia como
una bomba expulsora de farmaco o agentes xenobioticos fuera de la célula, con ello,
expulsa hacia el lumen intestinal al farmaco impidiendo que pase a circulacién sistémica,
ademas en células tumorales se encuentra sobreexpresada "’*. Se sabe que Etopésido sé
metaboliza por CYP3A4, isoforma que no solo se encuentra en el higado, sino también en
el intestino, lo que permite que exista un metabolismo de fase I a nivel intestinal y por tanto
se inactive el farmaco™. La concentracion alcanzada por el grupo tratado posiblemente no

sea suficiente para alcanzar niveles terapéuticos.

Otro mecanismo de resistencia que provoca que la concentracion absorbida disminuya,
es MRP (resistencia a multiples farmacos asociados a proteina) una bomba expulsora a
nivel membranal, la cual modulan el transporte de muchos farmacos y otros compuestos; se
han descubierto nueve tipos de subfamilias, cada una transporta un grupo especifico de
farmacos, las cuales estan presentes en todo el tejido humano e igualmente estan
localizadas en la parte baso lateral de células epiteliales dentro del cuerpo’. Los resultados
se analizaron utilizando un analisis estadistico de Mann-Whitney, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas, posiblemente por el tamafio reducido de

muestra.

En suma, Mifepristona demuestra no solo tener aplicaciones ginecoldgicas, sino también
en la terapia del cancer, a través de varios mecanismos como son: modulacion de las
proteinas apoptoticas, mecanismos de inactivacion metab6lica de CYP’s y como
antagonista de los receptores a progesterona. Nuestros resultados muestran una alteracion
de la farmacocinética de Etoposido por influencia de Mifepristona, se propone que en

futuras investigaciones se amplié el nimero de animales de experimentacion.
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X. CONCLUSIONES

1.- La revalidacion del método analitico para cuantificar Etoposido en micromuestras de
sangre total demostré ser rapido, sensible, lineal, reproducible y exacto en el rango de

concentracion 0.05ug/mL a 4pg/mL.

2.- La previa administracion de Mifepristona si modifica la farmacocinética de Etopdsido
a través de una interaccion a nivel de eliminacion, reflejado por el incremento en el ABC

del grupo tratado con respecto al grupo control.
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