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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Metabolismo

Desde Paul Ehrlich se sabe que los farmacos actdan en el organismo
fremte a celulas que efectian la respuesta observada. Para producir esta
respuesta los farmacos pueden actuar frente a la céiula blanco tal como se
administran, o bien reguieren de una bictransformacion previa para poder

generar |la respuesta actuando como metabalito (s) de |la substancia original'.

Este proceso de biotransformacion o metabolismo se lleva a cabo
principalments en el higado, el cual cantiene altas concentraciones de
sistemas enzimaticos, los cuales son capaces de utilizar a los compuestos

exdgenos como substrato y generalmente transformarlos a compuestos més



2
facilmente excretables. Otros érganos con capacidad metabdlica importante

san el rifién, el intestino y el pulmoén®.

Del proceso metabdlico se han descritc 2 fases: la fase | ©
degradativa, en la que se incluye la oxidacidn, la reduccion y la hidrolisis y
la fase |l ¢ sintética, que incluye la acilacidn, la alquilacién y la conjugacién
con compuestos enddgenas tales como el dcido glucurdnica, el glutation | el

4cido acetico o el acido sulfrico®.

Dentro de la fase | las reacciones de oxidacion se producen
principalmente en la fraccion microsomal del higado y en menor grada en la
mitocondria, el nucleo y la membrana plasmatica. Todas estas son
reacciones catalizadas por el sistema de monooxigenasas u oxigenasas de
funcidn mixta las cuales se encuentran en la superficie del reticulo
endoplasmico liso. Este sistema microsomal s, con mucho el que interviene

en el metabelismo de la mayoria de los farmacos®.



La actividad del sistema de monooxigenasas de funcidn mixta
requiers de la presencia ds un flujo de electrones, los cuales son aportados
por la NADPH-citocromo P-450 reductasa a partr del NADPM hasta un
complejo formado por el substrato o farmaco con una hemcproteina
denominada citocromo P-450. En este proceso de oxidacidon por el sistema
del citocromo P-450 también estd involucrada la formacién de radicales
libres (intermediarios reactivos); es decir, la liberacidn de productos de
reduccién del oxigeno (O,) que no estédn acoplados a substratos de
hidroxilacién, como son el anidn superdxide (O,) v el perdxido de hidrégeno
(H.O,) entre otros. El anidn superdxido se origina a partir del oxigeno, el cual
es un compuesto con una gran capacidad para formar radicales (ibres. Far lo
tanto, la formacion del anidn supardxido, peroxido de hidrégeno y en
especial el radical hidroxilo (OH), conlleva un alto potencial toxico para las
células y tejidos & los que lesiona, ya sea por accion directa mediante la
inactivacion de sistemas enzimaticos o bisn de manera indirecta por la

estimulacion del progeso de peroxidacion de lipidos®.
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Las reacciones de reduccion también sa llevan a cabo en |a fraccidn
microsomal hepdtica y ocurren con menos frecuencia que las oxidativas.
Algunas de las enzimas responsables del proceso de reduccion son la

citocromo P-450 reductasa y la NADPH-citocromo ¢-reductasa®*,

Las reacciones de hidrdlisis son producidas por hidrolasas que se
encuentran ampliamente distribuidas en el plasma y los tejidos, las cuales

pueden ser esterasas, amidasas, glucosidasas o peptidasas®.

Dentro de las reacciones de la fase Il, la conjugacién se lleva a cabo
principalmente en los microsomas o en el citosol de las células hepalicas,
pero también pueds ocurrir en otros drganos tales como el pulmén y el rifidén.
El proceso se lieva a cabo por medio de las enzimas denominadas
transferasas, las cuales catalizan el acoplamiento de una substancia
endogena activada, como el uridin §'difesfato [UDP] con un farmaco o

compuesto exdgeno®,



En términos generales, las reacciones da biotransformacién generan
metabolitos inactivos mas polares, que son facimente excretables*?4, Sin
embargo, en algunas casos se producen metabalitos con potente actividad
biolégica o con propiedades tdxicas, los cuales en @l caso de algunos
farmacos son los responsables de la accidn farmacalégica o de la toxicidad
de los mismos. Al respecto, algunas farmacos utilizados actualmente en la
quimioterapia del cédncer como la Adriamicina, Daunerrubicina, Doxarrubicina
y Mitomicina C y sus andlogos, reaccionan con la enzima citocromo P-450
reductasa en presencia de NADPH, para formar metabolitos activos
(radicales semiquinénicos @ de ofro tipc), los cuales son productos
intermediarios responsables de su efecto antitumoral y de algunos de sus

efectos tdxicos, particularmente hacia corazon®s72,

1.2 Estudio del metabolismo de farmacos en desarrollo.

El estudio del metabalismo de los farmacos en desarrailo, puede

llevarse a cabo in vivo e in vitro. Par su tiempo, costo y menor complejidad



en el andlisis de los resultados, los estudios in vitro generalmente preceden

a los estudio in vivo.

Entre los sistemas utilizados con mayor frecuencia para el estudio del
metabolismo Jin vitro, 56 encuentran las microsomas hepaticos (obtenidos de
diversas especies), el cultivo primaric de hepatocitos y el sistema
denominado rebanadas de higado en cultivo. La FDA (Food and Drug
Administration) establece en su guia denominada “Drug Metabolism/Drug
Interaction Studies in the Drug Development Process: Studies In Vitro®, las
técnicas y criterios para la realizacion de estudios in vitro de medicamentos
en desamallo. En dicha guia propone al citocromo P-450 y a |0s microsomas
hepaticos como las principales herramientas en este rubro, ya que las
enzimas responsables del metabolismo de |a mayoria de los medicamentos

de uso humano estdn contenidas en estos sistemas.

Los microsomas de higado se obtienen como una fraccion subcelular
de este tgjido, la cual es obtenida par media de ultracentifugacion diferencial.
Todas las enzimas del sistema citocromo P-450 son colectadas en la

fraccién microsomal. Se ha descritc que las enzimas del citocromo P-450
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conservan su actividad en los microsomas y/o en el higado aislado, si stos
se@ mantienen almacenados a baja temperatura (-80°C). Por otra parte, para
el desarrollo de estudios mas completos en cuanto a metabolismo se refiere,
pueden utilizarse sistemas hepéticos intactos, en los cuales ios cofactores
son autosuficientes y (@ orientacion natural para la actividad enzimatica esta
preservada. En esta contexto, tanto los hepatocitos aislados, como las
rebanadas de higado en cultivo son considerados los modelos mas
adecuados. El cultivo de rebanadas de higado es un sistema complejo en
cuanto al mantenimiento de su viabilidad celular y capacidad metabdlica. Por
otro lado, el cultivo primario de hepatocitos es considerado una variante de
gran utilidad por la conservacion de su capacidad metabdlica, lo cual ha sido
ampliamente demostrado. Al respecto, Dallner y cols.® demostraron que los
hepatacitos en cultivo primario conservan la actividad del citocromo P-450,
de la NADPH citocroma C reductasa y de la Glucosa-6-fostatasa. Por otro
lado, Gram y cols.” demostraron que las reacciones de desmetilacién e
hidroxilacion estan preservadas en este tipo de cultives. La capacidad de los

hepatocitos para formar conjugados con acido glucurdnico y la conservacion



de la actividad de la L-piruvatocinasa (especifica del parénquima hepético)

ha sido reportado por Van Berkel y cols',

El cultivo primario de hepatocitos ha sido utilizado para e| estudio de
diversos procesos celulares que incluyen, la sintesis de DNA'2" aventos de
transcripcion  de genes y efectos hormonales''s'  pracesos
secretores''*'® metabolismo y efectos de xenobidticos como el etanal y
diversos medicamentos®*'#, asl coma, evaluacién de hepatotoxicidad y de
efectas carcinogénicos y mutagénicos™. En relacidn a la uso de los sistemas
in vitro para la evaluacién del metabelismo de diversos farmacos, Vrignaud y
cols.* investigaron el metabolisma de la Doxorrubicina en cultivo primaria de
hepatocitos de raton y de rata y encontraron dos metabalitos de la misma en
ambas especies. Jamis-Dow y cols.® por otro lado, utilizaron rebanadas de
higado humano, asi como, microsomas de higado de origen humano y de
rata, para estudiar el metabolismo del Taxol (compuesto con actividad
antitumoral); lo que permitid adem&s conocer la interaccion de este
compuesto con otros medicamentos, y las diferencias metabdlicas
interespecie. En este estudio se establecid que el Taxgl es metabolizado por

ol sistema del citocromo P-450 a 6-alfghidroxitaxol y que el proceso
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metabdlico fue diferente en los microsomas de origen humane y en los de
rata. Por otro lado Valles y cols.® evaluaron el metabolismo de Mofaroteno
en cultivo primario de hepatocitos y en microsomas hepaticos obtenidos de
diferentes especies y compararon los resultados con los datos obtenidos in
viva en las mismas especies y encantraron una buena correlacion entre los
perfiles metabdlicos abtenidos in vivo (rata, perro y humano) y los obtenidos
in vitro, en los microsomas de higado y hepatocitos de la especie
correspondiente. En el mismo estudio se investigaron las diferencias
metabdlicas interespecie, en microsomas de higado de raton, rata, perro,
mono y de humano, y se demostrd que los perfiles metabdlicos tanto
cualitativa como cuantitativamente fueron similares en los microsomas
hepaticos de mono y de humano. Fischer y cols# utilizaron el cultivo
primario de hepatocitos y microsomas hepaticos de origen humano para
predecir la interaccion del metabolismo del Verapamil en presencia de
Cimetidina. En dicho estudio se observd que el metabolismo del Verapamil
se inhibié con Cimetidina y que esta inhibicidn fue similar a la reportada para
estudios in vivo. Los mismos autores reportaran que el cultivo primario de

hepatocitos s un sistema que permite evaluar tanto las reacciones de la
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fase | como las de la fase Il del metabolismo, y de esta forma hacer
predicciones cuantitativas de varias vias metabdlicas, las cuales se acercan
estrechamente a las situaciones que ocurren en 8l humano. Mas-Chamberlin
y co0ls® estudiaron el metabclismo de la Dihidro-alfa-ergocripting,
9,10[9,10,3H(N)] en cultivo de hepatocitos de rata y humano, asi como, en
micrasomas de rata, de mono y de humano y encantraron que en ambos
sistemas in vitro (cultivo de hepatocitos y microsomas) el compuesto fus
extensamente metabolizado. Al respecto reportaron, basados en [0S
patrones cromatogréficos, la formacidn de ocho metabalitos en los
microsomas de origen numana, de 10s cuales siete también se encontraron
en los microsomas de rata y seis en los de mono. Basados en lo anterior 10S
autores llegaron a la conclusion de que los metabolitos detectados en los
microsomas de origen humano tambien fueron producidos en |0s
microsomas de rata y de mono. Con lo anteriormente mencionado se puede
concluir que tanto los microsomas hepaticos como sl cultivo primario de
hepatocitos son sistemas de gran utilidad para la realizacion de estudios

toxicoldgicas y de metabalismo.
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Ya que los resultados del estudio del metabolismo de un compuesta in
vitro no son directamante extrapolables al fenémeno in vivo, dichos estudios

generalmente brindan informacién que precede a los estudios in vivo®,

Para la evaluacién del metabolismo de un compuesto i1 vivo se han
utilizado animales de difarentes especies entre los que se encuentran el
ratén, la rata, el cobayo, el conegjo, el perro, y el mono, entre otros. En
general se acepta que entre mas cercana sea la especie al humano mayor

serd la posibilidad de extrapolar conclusiones del proceso metabdiico.

1.3 T-514 del género Karwinskia.

Al género Karwinskia pertenecen plantas de la famila de las
Rhamnaceas, distribuidas précticamente en todo el territorio mexicano, en el
Surceste de los Estados Unidos de Norteamérica y en parte de Centro
América. La Karwinskia fue descrita por primera vez en el siglo XVIIl por el
sacerdote Jesuita Francisco Javier Clavijero en el libro "Historia de la
Antigua o Baja California™ como una planta toxica. Dreyer y cols.® en 1975

aislaron del endocarpio de la Karwinskia humboldtiana cuatro compuestos
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antracendnicos diméricos a los que llamaron por su peso molecular T-496,
T-514, T-516 y T-544. Posteriormente Waksman y cols.® y Rivas y cols.®
han hecho modificaciones a las técnicas originales de aislamiento para la
obtercién de éstas y otras antracenonas, entre ellas dos diasterecisdmeros

y dos isdmeras posicionales de la T-514.

De todos los compuestos aislados a la fecha, la T-514 originalmente
descrita por Dreyer y cols.® (figura 1) ha resultado de particular interés por
su toxicidad selectiva hacia células de origen tumoral®. Dicha toxicidad
selectiva se estudié inicialmente en lineas celulares de higado, pulmén y
colon de arigen neoplasica y benigno. Al comparar |0s resultados obtenidas
con este compuesto con los de otros agentes antineoplasicos comao la
Vincristina, el 5-Fluoruracilo, la Doxorrubicing, la Epidoxosrubicina y la
Mitomicina, se observd un mayor Indice Terapéutico para la T-514 lo cual
hizo suponer que esta substancia podria ser un potencial medicamento
antineopldsico® Lo anterior fue motivo de una patente otorgada por la
Comunidad Econémica Europea en 1995, asi como, por los Estados Unidos

de Norteamérica y Japdn en 1996 y 1997, respectivamente.
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Figura 1. Estructura quimica de la T-514 (Peroxisomicina A1).

La wxicidad selectiva de 1a T-514 reportada por Pifieyro y cols. se
corrobard en estudias in vitro realizados en &l National Cancer Institute (NCI)
en un panel de 60 lineas celulares de crigen neoplasico. Actuaimente la
T-514 se encusntra en estudios de tase clinica | en pacientes con carcinoma,

avanzado sin tratamiento alternativo® (Protocolo | 1/15 inscrito en la
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Subdireccién de Investigacion y Estudios de Posgrado de la Facultad de

Medicina de la UANL).

Ya que se ha demostrado que la T-514 tiene caracteristicas que la
hacen un producto de interés farmacolégico en la terapéutica del cancer,
resulta de particular impartancia e conocer su comportamiento
farmacocingtico el cual incluye, su absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecidn, asi como, su farmacodinamia o0 mecanismo de accién lo que

permitiria € manejo adecuado y racional de este compuesta como farmaco.

En relacion al pasible mecanisme de accidn de la T-514, Septlveda y
cols.¥* reportaron que gsta produce una marcada disminucién en el namero
de peroxisomas de hepatocitos de rata y de mono. Adicionalmente
Sepllveda y cols.® demostraron en estudios efectuados en levaduras
metilotréficas (Candida boidinii y Hansenula polymorpha), que la T-514
afecta de manera selectiva ¢ irreversible la integridad de la membrana
peraoxisomal. Este efecto selectivo sobre la membrana peroxisomal llevé a

los investigadores a renombrar a la T-514 como Peroxisomicina A1 donde la
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letra A y el nimero 1 provienen de la nomenclatura para estereoisomaros de

esta naturaleza establecida por Steglich y Gill“.

Morenc y cols.*! establecieron que la T-514 produce inhibicidn de tipo
no competitivo sabre |a catalasa hepatica obtenida de animales de tres
especies. Posteriorments, Moreno y cols. realizaron estudios in vivo en
ratones intoxicados con T-514 y demostraron, tanto por métodos
bioquimicos como histoquimicos, que la T-514 no produce inhibicién de la
catalasa hepatica, por lo antsrior sugifieran que la catalasa no estaba

invalucrada en forma directa en el dano peraxisomal.

Garza y cols® estudiaron el efectc de la T-514 sobre la
lipidoperoxidacion microsomal hepatica. Adicionalmente los mismos autores
reportaron la produccion de radicales libres por la T-514 en ¢ultive primario
de hepatocitos y la disminucidn de la citotoxicidad de este compuesto en
presencia de superdxido-dismutasa y catalasa*. Basados en ko anterior
postularon la implicacién del anidn superoxido y el perdxido de hidrdgeno en

la toxicidad producida por este compuesto. Al respecto es importante
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mencionar que se ha reportado la praduccién de radicales libres, dafio al
DNA e induccidn de lipidoperoxidacidn como parte del mecanismo de accién
antitumoral de algunos agentes antineopldsicos como la Mitomicina C y las

antraciciinas (Doxorrubicina y Daunorrubicina)®®’®,

Por atra parte Guerrero y cols.® reportaron un procesc de
autooxidacion de la T-514 en sistemas no enzimaticos, asi como, en
microsomas hepaticos. También relacionado con el posible mecanismo de
accion de este compuesto, Martinez y cols.* reportaron que induce

apoptosis en lineas celulares de origen tumoral.

Ya que a la fecha no se conoce si la T-514 es metabolizada por el
higado, y dado que ésta se relaciona estructuraimente con compuestos
politendlicos aromaticos con actividad antitumoral ya conocida®, los cuales
ejercen su accion a través de metabolitos activos producides en el
organismo, se planted el siguiente protocolo, con el propdsito de investigar el

posible metabolismo de la T-514 in vitro e in vivo. Ademas de lo anterior, se
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propone aislar a los metabolitos de la T-514 (si los hubiere) € investigar (a
posible accion selsctiva de los mismos hacia células de origen tumaral.

Para propdsito de esta tesis la peroxisomicina A1 serd mencionada

como T-514.
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1.4 HIPOTESIS

La T-514 se metaboliza en el organismo y sus metabolitos son los

responsables de su accion selectiva hacia células tumorales.

1.5 OBJETIVO GENERAL

Deteccién de los metabolitos de la T-514 in-vitro e in-vivo,
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1.6 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer las condiciones del sistema de cultiva primario de hepatocitos

de rata y de humano para su exposicién a la T-514.

2. Exponer a los hepatocitos de rata y/o humano cultivados in vitro a |a

T-514.

3. Determinar la presencia de la T-514 yfo de sus metabolitos en

hepatocitos de rata y su medio de cultivo por medio de HPLC.

4. Detorminar la presencia de la T-514 y/0 de sus metabolitos en

hepatocitos de humano y su medio de cuitivo por medio de HPLC.
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5. Exponer a los microsomas hepéticos de raton, rata, cobayo, perro, monc

y de humano a la T-514.

6. Determinar la presencia de la T-514 y/o de sus metabolitos en los

microsomas hepaticos de las especies mencianadas en el punto 5 por

medio de HPLC.

7. Administrar la T-514 a perrcs Beagle.

8. Determinar la presencia de la T-514 y/a de sus metabalitas en plasma de

perro Beagle, por medio de HPLC.

9. Determinar la presencia de la T-514 y/o de sus metabolitos en plasma de

pacientes del Protocolo | 1/15 del ensayo fase clinica |, por medio de

HPLC.

10. Aislar los metabolitos que se hubiesen detectado in vitro e in vivo.
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11.Evaluar la citotoxicidad selectiva de los metabolitos que se hubiesen

detectado en los sistemas in vitro e in vivo.



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Materlal Blalagico

Ratas Wistar (ambos sexos) de 8-12 dias de nacidas, para el cultivo

primario de hepatocitos.

Ratas Wistar macho (150-200 g de peso), para la obtencion de

microsomas hepéticos.

Mono Macaca mulata macho (1.758 Kg de peso), para la obtencién de

microsomas hepaticos.

Perros Beagle machos (10-13 Kg de peso).

22
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Plasma de pacientes del Protocolo | 1/15 (Pacientes con carcinoma
avanzado sin tratamiento alternativo).

Microsomas de ratén, cobayo, perro beagle y humano, obtenidas de
In Vitro Technologies, Inc., Baltimore, MA, EUA.

Cuitivo primario de hepatocitos de origen humano, obtenidos de In
Vitro Technologies, Inc.

Lineas celulares hepdticas de origen humano: Chang liver (CCL13) y
Hep Gz (HB806S) obtenidas de American Type Culture Collection (ATCC)

Manassas,VA, EUA.

2.1.2 Reactivos, material y equipo.

2.1.2.1 Reactivos

Los reactivos utilizados tanto en el Modelo in vifro como sn el Modelo
in vivo se obtuvieron de Sigma Chemical Co..San Louis, MO, EUA, Merck
Darmstadt, RFA, Productos Quimicos Monterrey, SA, México, BIO-RAD, CA,

EUA y de In Vitro Technologies, Inc.



Sigma Chemical Co.:

Medio Williams E

Medioc Esencial Minimo (MEM)
Colagenasa

Suerq de ternera

Penicilina

Estreptomicina

Fungizons

Fosfato de potasio monobasico
Fosfato de sodio dibasico
Acido citrico manohidratado
Cloruro de potasio

Benceno

Merck Darmstadr.

Etanol calidad gradients
Metanol grado HPLC

Acetato de Etilo grado HPLC



Productos Quimicos Manterrey, S.A.:
Hidréxido de potasio

Acido clorhidrice

Acetona

Eter de petrdlao

BIO-RAD:

Kit para determinacién de proteinas

in Vitro Technologies, Inc..

Medio de cultiva para hepatocitos humanas (lote 14L5)

T-514.

La T-514 se aisld y puriticd en el Departamento de Farmacologia y
Toxicologia de la Facuitad de Medicina de la UANL y se almacend a -20°C,

protegida de la luz hasta su uso.



2.1.2.2 Cultlvo Primario y aislamiento de microsomas.

Para el cultivo primaric de hepatocitos y el aislamiento de 10s
microsomas de rata y mano se usd el siguiente material y equipo:

Cajas de Petri desechables.

Matraces Erlenmayer de 250 mi (Pyrex)

Placa de calentamiento con agitador magneético PC 101 (Corning)

Equipo de diseccion

Fipetas Pasteur desechabies

Membranas de filtracién de 0.22 ym de diametre de poro (Millipore)

Tubo para centrifuga de polipropileno de 15 mi con tapén de rosca

(Carning)

Tubos para ultracentrifuga de polialomero (Beckman)

Cémara de Neubauer

Invertoscopio Axiovert 100 (Carl Zeiss)

Campana de flujo laminar

Incubadara madelo 5410 {Napco)

Ultracentrifuga L8-M (Beckman)



Desmembranizador sérico Modsla 300 (Fisher)

Homogenizador Con-Torque (Eberbach) con vaso de vidrio (Potter-
Elvehjem) y émbolo de tefidn

Espsctrofotdmetro Bio Assay Reader HTS7000 (Perkin Elmer)
Centrifuga Spinchron (Beckman)

Potencidmetro modelo @ 320 (Beckman)

Balanza analltica modelo AB24Q {Mettier Toleda)

Espectrofotdmetro Beckman DU7500 con arreglo de diodos y

controlador de temperatura Peltier.

2.1.2.3 Extraccién de la T-514 de muestras blolégicas.

Para la extraccion de la T-514 de! medio de cultivo, de las células, de

los microsomas y del plasma se utilizé el siguiente material y equipa:

Tubaos de vidrio de § ml con EDTA (Vacutainer®)
Tubos de vidrio 13X150 con tapdn de rosca (Pyrex)
Tubos de vidrio 13X100 con tapdn de rosca (Pyrex)

Tubos Eppendorf de 1.5 ml



Pipeta automatica, 10-10Q ¢l ( Eppendorf)
Fipeta automatica, 20 pl (Eppendorf)
Pipeta automatica, 100-1000 yl (Eppendort)
Puntillas para pipetas automaticas
Microcentrifuga 5415C (Eppendcrf)
Rotavapor 011(Buchi)

Vortex (Sclentific/Products)

Membranas de 0.45 ym de tamafio de poro (Millipore)

2.1.2.4 Técnicas Cromatograficas.

La técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucién se
designara con las siglas HPLC.

HPLC Analftico I.

Cromatégrafo de liquidos Hewlett-Packard Modelo 1090 con arreglo
de diodos, columna ODS Hipersil con 5 ym de tamario de particula, de 100
mm de longitud y con un didmetro de 2.1 mm (HP). Viales de 2 ml y septas

de teflon para viales (HP).

Eluente 1a Condiciones:

A = Metanol
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B = Agua -Acetonitrilo-Acido acético (70:30:1.6)

Tiempo (min) Y%A %B
0-4 65 35
4-6 100 0
6-8 100 0
810 65 35
Flujo: 0.4 mlfmin

Temperatura: 26.9°C

Longitud de Onda : 410, 269, 310 nm.

HPLC Anaiitico 1.

Cromatdgrafo de liquidos Hewlett-Packard Modelo 1100 con detector
UV-Vis de longitud de anda variable. Columna ODS Hipersil con 5 ym
de tamario de particula de 100 mm de longitud y con un diametro de
21 mm (HP). Viales de¢ 2 ml y septas para viales (HP). Las
condicicnes usadas para este sistema fueron las mismas que las

descritas para HPLC |.
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CCF.

Cromatofolios Al de sflica gel 60 WF2s4 (Merck). Espesor de 0.2 mm

Eluente 1b Benceno-Acetona (3:1).

Deteccion CCF:
Lampara UV de 253.7 y 375.0 nm: GELMAN SCIENCES, INC. Modelo

No. 61438. Revelador: soluciéon KOH en etanol al § %.

CCP:
Silica gel 60 GFzs4 Merck, para cromatografia en placa, con un
aspesor de capa de 0.5 mm.

Eluente 1b Benceno-Acetona (3:1).

2.2 METODOS

2.2.1 Modela in vitro.

Para el estudio del metabolismo de la T-514 in vitro se seleccionaron

los siguientes modelos:
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Cultivo primario de hapatocitos de rata y de humano.
Microsomas hepaticos de origen animal (mono, ratdn, cobayo, perro)

y humano.

2.2.1.1 Procedimiento para la obtenclon de micrasomas hepaticos.

Los microsomas hepaticos se aislaron de acuerdo a procedimientos
previamente descritos. Se utilizaron ratas Wistar macho y un mono Macaca
mufata macho; las ratas se sacrificaron por dislocacion cervical y el mono
por medio de inyeccion intracardiaca de KCl al 10% a una dosis de 0.3
mg/Kg. La pared abdominal de ambas especies se abrid ¢con unas tijeras de
diseccion y el higado se perfundid in situ con una solucion de KCI 0.154 M
(pH 7.4) a través de la vena Porta. Posteriormente el higado se extrajo, se
pesod y se homogenizé. El homogenizado se centrifugd a 28,000 g durante
30 min, se elimind el precipitade y el sobrenadante se recuperd y se
centrifugd a 105,000 g durante 80 min. Posteriormente se descand el
sobrenadante y se canservl el precipitado, el cual contenia los microsomas.

Estos se resuspendieron en 5 ml de KC| 0.154 M (pH 7.4) y se determind la
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concentracidn de proteinas microsomales. En la figura 2 se muestra el

diagrama del procedimiento experimental.

Rata Wistar (macho)
Mono Macaca mulata (macho)
' = Pertusion KCl 0.154 M, pH 7.4
Higado ‘a

Homogenizar

J

Centrifugar 28,000 g por 30 min
Recuperar / Q‘\‘l Eliminar

Sobrenadante Botén

!

Centrifugar 105,000 g por 60 min

Eliminar ‘/' \ Recuperar

Determinacion de

Resuspender en KCI
Sobrenadante Boton ( Microsomas) == ) 4 545& pH 7.4

Proteinas (Bradford)

Figura 2. Obtencién de microsomas hepaticos
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2.2.1.2 Procedimiento para |la determinacién de proteinas.

La determinacion de la concentracién de proteinas en los microsomas
se llevd a caho por el método de Bradford®, para lo cual se prepararon
curvas de calibracidn de estandares de albumina serica bovina. Este metoda
se basa en la medicidon espectrofotometrica del complejo coloreado que se
obtiene al reaccionar el azul brillante de Coomassie G-250 con los residuos

de aminoécidos basicos.

2.2.1.3 Procedimiento para la Incubacidn de los microsomas can la
T-514 y obtencién de muestras para la determinacién de la
T-514 y sus potenclales productos de degradaclion

(metabolitos).

Se utilizaron tres concentraciones de proteinas microsomales: 12.5,

125y 250 pyg/ml en KCI 0.154 Ma un pH 7.4, las cuales se expusieron a {a
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T-514 (25 pM). Se utilizaron tres muestras para cada concentracidn
evaluada, y el experimento se realizd en dos ocasiones. La T-514 se disolvid

on otanol-KCl 0.154 M a un pH 7.4 en una proporcién 1:1.

Las muestras de microsomas control tuvieron las mismas
concentraciones de protelnas (12.5, 125 y 250 pg/ml), y a éstas solo se les

agrego el solvents (etanol-KCl).

También se incubé a la T-514 (25 uM ) en KCI1 0.154 M a un pH de

7.4, en ausencia de microsomas.

Todas las muestras se incubaron a 37°C durante los siguientes

tiempos: 0,05,1,3,6, 9, 12y 24, hrs.

Al llegar al tiempo establecido, las muestras se sacaron de la
incubadora y se agregaron 0.5 m| de metanol para detener la actividad

microsomal. Posteriormente las muesiras se sometieron a extraccion liquido-
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liquido con Acetato de Etilo para proceder a su andlisis por HPLC con el

eluente 1a. La figura 3 muestra el diagrama del procedimiento experimental.

Protelnas microsomales
g g U (12.5, 125, 250 pug/ml) H g g

T-514 25 yM Control ﬂ Etanol-KCl

B’H‘H 3L

Incubar 37°C
0,05,1,3,6,9 12y24 hrs

E’B‘H UUB

0.5 ml Metanol

1= 10

Figura 3. Obtencion de muestras de microsomas hepaticos
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2.2.1.4 Procedimiento para la obtencidn del cultivo primarlo de

hepatocitos de rata.

Para la obtencion del cultivo primaric de hepatocitos de rata se
sacrificaron por decapitacion & ratas Wistar de 8-12 dias de nacidas, de
acuerdo al método descrito por Acosta y cols.®®. El higada se perfundié
in situ por la vena Porta con 10 ml de una solucidn amortiguadora de
fostatos & un pH 7.4, suplementada con c¢olagenasa (80 U/mi),
posteriormente {os hepatocitos se disociaron por medio de agitacion
magnética a 37°C durante 10 min, en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, que
contenia 25 mi de la misma solucién de colagenasa. Después de la agitacidn
se recuperd el sobrenadante y se centrifugd en tubos ¢dnicos durante 3 min
a 3000 rpm y el botdn celular se recuperd en medio Williams E. Las células
se resuspendieron con 5 ml de medic y se repitid el proceso de
centrifugacion y lavado 4 veces, con el mismo medio. Al final de {03 lavados
se elimind el sobrenadante y el botdn celular se resuspendid en media
Williams E suplementade con insulina, hidrocortisona y suero de ternera
(10% vA) como nutrientes. La densidad celular se ajustd a 1x10° cel/ml

mediante conteo celular en un hemacitometro, previa determinacién de la
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viabilidad celular mediante la prueba de exclusién de azul de tripano®. Los
hepatocitos se sembraron en cajas de Petri en el medio Wiliams E
suplementado. Las cajas de Petri conteniendo las células se incubaron a 37
°C durante 72 hrs en un ambiente de 95 % aire y 5 % CO,. Los hepatocitos
se lavaron cada 24 hrs con una solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4.
A las 72 hrs se evalu6 la adhesion y morfologia celular mediante
observacién en un microscopio invertido, y posteriormente, el medio se

cambio por medio Williams E fresco. Las figuras 4 y 5 muestran el diagrama

del procedimiento experimental.
- Disociacion celular
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g _I en medio
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y=> | == ] =)
m mB min mwan‘e

Figura 4. Cultivo primario de hepatocitos
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Figura 5. Exposicion de hepatocitos a la T-514.

2.2.1.5 Exposicion del cultivo primario de hepatocitos a la T-514.

Los hepatocitos de rata y de humano, se expusieron a la T-514 (25
M) y se incubaron durante los siguientes tiempos 0, 0.5, 1, 3, 6, 9, 12 y 24
hrs a 37 °C (figura 5). Se utilizaron seis muestras para cada tiempo
evaluado. Las muestras de hepatocitos control solo fueron expuestas al
solvente (etanol) .

Para descartar influencias no celulares sobre la T-514, ésta se incub6

a la misma concentracién y tiempos a los que fueron incubadas las células,
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tanto en medio Williams (medio utilizado para cultivo de hepatocitos de rata),

como en el medio de cultivo para los hepatocitos de origen humano.

2.2.1,6 Obtencion de las muestras para la determinacion de la T-514 y
sus probables metabolitos.
El material de estudio se obtuvo de la siguiente manera:

1.- Muestras de los hepatocitos expuestos a T-514:

El medio de la caja de Petri se retird con una pipeta Pasteur y se
colocd en un tubo de vidrio al cual se le agregaron 0.5 ml de metanol. A los
hepatocitos se les agregdé 1 ml de PBS y las membranas de las células se
lisaron con ultrasonido por 30 seg, la suspension se transfirid a un tubo de
vidrio, la caja se lavo con 0.5 ml de metanol y éste se agregé al tubo (figura

A
Retirar medi m e die

0.5 ml metanol

6).

Hepaiocitos Agregar
H 1 ml de PBS u
- Hepatocios |
Lisis celular ﬂ Transferir a tubo

Extraccion
m liquido-liquido
o.g?nv?rngnol g J U

Transferir a tubo

Figura 6. Preparacion de muestras de cultivo primario de hepatocitos



2.- Muestras control (hepatocitos en medio con etanol, sin T-514):

Las muestras control se prepararon de la misma forma como se
menciond para las muestras anteriores.
3.- Muestras de medio control con T-514:

El medio se retird de las cajas de Petri con una pipeta Pasteur y se
colocd en un tubo de vidrio, la caja se lavé con 0.5 ml de metanol y éste se
agregd al tubo, posteriormente las muestras se extrajeron con Acetato de
Etilo para proceder a su andlisis por HPLC | con el eluente 1a y asi

seleccionar aquellas en las que se detectara algun producto diferente a la

T-514 (figura 7).

Transferir al tubo
5 Retirar
- 0%
T-514
H === W =) Extraccion
Lavar con
0.5ml
metanU Transferir al tubo

Figura 7. Preparacion de muestras del medio control.




41

2.2.1.7 Extraccién liquido-liquido de las muestras del modelo /n vitro.
Las muestras de microsomas, hepatocitos 0 medio de cultivo solo,
fueron extraidas en dos ocasiones con 5 ml de Acetato de Etilo, se agitaron
en un vortex durante 1 min y se recuperé la fase organica. Posteriormente
las muestras se evaporaron a sequedad por rotacién al vacio y los extractos
se resuspendieron en 0.5 ml de metanol. Los extractos obtenidos se filtraron
a través de membranas de celulosa de 0.45 ym de tamafio de poro y se
transfirieron a un vial para su posterior analisis por HPLC | con el eluente 1a

(figura 8).

Medio, células o microsomas

H Extraer con Acetato de Etilo

ﬂ Agitar 1 min

g g Transferir fase organica

- Analizar por
£8 —> b % =D nec
.,_‘:._;-‘.-! s Evaporar y
R ot ) resuspender en

0.5 ml de metanol

Figura 8. Extraccién liquido-liquido
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2.2.1.8 Procedimlento para la evaluacidn de la cltotoxicidad selectiva de
los metabolitos de la T-514 en células de origen benigno y

neoplasico.

Para la evaluacién de la citotoxicidad selectiva se realizaron los
siguientes pasos:

a)- Cultivo de células de higado de Chang (origen benigno) y de cé€lulas
de Hepatoma G2 (origen neoplasica).

Las celulas de ambas lineas se sembraron en frascos de cultivo con
medio esencial minimo (MEM) suplementado con suero fetal boving en una
relacion 9:1, como nutrientes; estos frascos con las celulas se incubaron a
37°C durante 2 a 3 dias hasta la formacién de la monocapa celular,
posteriormente ya formadas las monocapas celulares éstas fueron
expuestas a tripsina al 0.25 % durante 5 a 15 min, para desprender las
células del recipiente y separarias entre si. Las células se resuspendieron en
media MEM y se determind la concentracion celular en un hemocitémetro

(cdmara de Neubauer), ajustdndose a 20x10° células por cada 0.1 ml.
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Posteriormente se agregod 0.1 mi de la suspensidn celular (20,000
células) a cada celdilla de 1a placa de 96 celdillas y las placas se incubaron a
37°C durante 24-48 hrs hasta la formacion de la monocapa celular lo cual se
comprobd por revision micrascdpica.

b)- Expasicién celular a los productos de degradacion (metabalitos) de
la T-514 y determinacion de la CTy,.

El medio de cultivo de las placas se retird y se agregaron 100 ul de
medio MEM a las 96 celdillas;, posteriormente se agrego el producto de
degradaciéon (metabolito) de la T-514 disuelto en etanol. Se evaluaron 12
concentraciones (160 pg/ml hasta 0.078 pgiml) y se dejaron celdillas contral,
en las cuales solo se agregd el solventa (etanol). Las placas se incubaron a
87°C durante 72 hrs. La evaluacion de las 12 concentraciones se realiz6 en
dos ocasiones en experimentos separados.

c)- Evaluacion de la citotoxicidad selectiva.

Evaluacidn morfolégica: una vez transcurrido el tiempo de incubacién
(72 hrs), las células se revisaron microscopicamente con diferentes factores
de ampliticacion (100x, 200x y 300x). El criterio de citotoxicidad evaluado fue

la adhesidn celular a la placa, las celdillas donde todas las células estaban
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desprendidas, se consideraron como celdillas con concentracidn citotdxica
total (CTyo0), ¥ las celdillas con adhesién celular igual a las células de las
celdiltas control, se consideraron como celdillas con concentracion no
citotéxica (CT,).

Prueba de reduccion del MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazal-2-il]-2,5-
difeniltetrazalio): se evalud la capacidad de las enzimas deshidrogenasas
succinicas mitocondriales de las células viables para reducir al MTT a un
compuesto azul (Formazan), producto que se midid
espectrofotométricaments a 570 nm ds acuerdo al método de Mosmann®,

Las celdillas donde todas las celulas estaban muertas y cuya
absorbancia correspondié a cero tueron consideradas coma concentracidn
citotéxica total (CT,), ¥ la CT, se obtuvo de las celdillas donde la medicién
de la viabilidad ceiular dio una absorbancia igual a (a de [os controles.

La concentracion citotdxica cincuenta porciento (CT,,) 88 calculé como
¢l promsedio geométrico entre la CT,, ¥ la CT, de acuerdo al criterio
previamente establecido por Ekwali® Como criterio de selectividad se
establecié una diferencia minima de tres veces entre las CT,, obtenidas de

las células de origen benigno y neoplésico.
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2.2.1.9 Exposicion de la T-514 a las soluclones amortiguadoras segun
Sdrensen (pH 7.3 , 5.0 y 3.5} y al plasma de perro (in-vitro), y
obtencién de muestras para la determinacion de la T-514 y sus

probables productos de degradacion.

Ademas de la autooxidacion reportada para la T-514%, se ha reportado
en la literatura para ciertas substancias la existencia de una degradacion
"espontdnea” en condiciones fisiolégicas, dependiente tanto del pH como de
la temperatura, llamada efecto Hoffmann®**%5 por tal motivo previo a la
administracion de la T-614 a los perros (modelo in vivg), se prepararan
soluciones amortiguadoras segun Sdrensen®, de fosfatos a pH 7.3, que
remeda a las condiciones fisiologicas extracelulares, de citratos para el pH
3.5 que remeda las condiciones fisioldgicas intracelulares y de tosfatos a pH
5.0. Adicionalmente se prepararon muestras de plasma de perre ¢on y sin
dilucion (1:10) en solucion fisioldgica (NaCl 0.9 %). Las soluciones
amortiguadoras y el plasma (diluida y no diluido) se incubaron a 37°C en
preserncia de T-514 (25 yM) disuelta en etanal, a los siguientes liempos: 0,

05, 1, 3,6, 9 12 y 24 hrs. Se utilizaron tres muestras para cada tiempo
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evaluado y se prepararon muestras control con cada una de las soluciones y

con 8l plasma a los que sélo se les afiadid el solvente.

Las muestras de las soluciones amortiguadoras se filtraron a través de
membranas de celulosa de 0.45 ym de tamano de poro, las muestras
plasmaticas se procesaron por precipitacidn de proteinas como se dascribe
en el punto 2.2.2.5, posterlorments las muestras se analizaron por HPLC |

con al eluente 1a.

2.2.2 Modelo In viva.

Para el estudio del metabolismo de la T-514 in vivg, se usaron perros

Beagle y plasma de pacientes del Protocolo | 1/15.

2.2.2.1 Administracion de T-514 a los perros Beagle.
Se utilizaron 4 perros Beagle machas (con un peso promedio de
12.32 Kg.), a los cuales se les uniformizo la alimentacion, y se mantuvieron

en ciclos de 12 hrs luz/obscuridad. Los perros se mantuvieron en ayuno
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durante 16 hrs previo a la administracion de la T-514 por via intravenosa a

una dosis Unica de 2 mg/Kg de peso.

2.2.2.2 Obtencién de muestras sanguineas de perros Beagle.

Se tomaron muestras de sangre periférica con EDTA como
anticoagulante, a los siguientes tiempos. 0 (previo a la administracion de
T-514), 1, 15,30 y 60 miny a las 2, 3, 4, 5, 6, y 12 hrs. Las muestras de
sangre se centrifugaron durante 15 min a 3000 rpm, el plasma se transfirié a
tubos de vidrio y posteriormente la T-514 y sus posibles metabolitos se
extrajeron por medio de precipitacién de proteinas como se describe en el
punto 2.2.2,5. Los extractos se analizaron por HPLC Il con el eluente 1a y

posteriormente por HPLC | con el eluente 1a.

2.2.2.3 Administracion de T-514 a pacientes del Protocolo | 1/15.

Para la evaluacion del metabolismo de la T-514 en el humano se
utilizaron muestras de plasma de dos pacientes del Protocolo | 1/15 a los

que se les administré la T-514 en solucidn de Haemaccel®, a una dosis de
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33 mg/m? por infusidn continua durante 4 hrs para el primer paciente Y

durante 8 hrs para el segundo paciente.

2.2.2.4 Obtencién de muestras sanguineas de pacientes del Protocolo

11/18.

Se tomaron muestras sanguineas con EDTA como anticoagulants, a
los siguientes tiempaos: 0 (previo a la administracion de T-514), 0.25, 0.50, 1,

3,6,9, 12, 18 y 24 hrs.

Las muestras se centrifugaron durante 15 min a 3000 rpm y el plasma
se transfirid a tubos de vidrio. Posteriormente, la T-514 y sus posibles
metabolitos se extrajeron dsl plasma por medio de precipitacién de prote/nas
como Sse describe en el punto 2225 para su andlisis

por HPLC || y posteriormente HPLC | ambos con el eluente 1a.
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2.2.2.5 Procedimlento para la extraccion de la T-514 y de sus poslbles
metabolitos por precipitaciéon de proteinas en el caso del

modelo in vivo.

Para la extraccién de la T-514 y sus posibles metabalitos de las
muestras del modelo in viva se ulilizd el metodo reportado por Salazar y
cols.® modificado para el presente trabajo, para lo cual se colocaron 250
pg/mli de plasma de perro ¢ de humano en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se
anadieron 500 ul de acetonitrilo al plasma de perro o 500 ul de metanol al
plasma de humano. Los tubos se agitaron durante 30 seg en €l vortex y se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min, posteriormente el sohrenadante se
transfirid a otro tubo Eppendorf y se centrifugd a 7000 rpm durante 3 min. El
sobrenadante obtenido se filtrd a través de membranas de celulosa de 0.45
¢m de tamafio de poro y se transfiridé a un vial para su posterior andlisis por
HPLC. En este caso las muestras se analizaron primero por HPLC 1l con el

eluents 1a y posteriormente par HPLC | con el elusnte 1a,



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 MODELOQ IN VITRO.,

3.1.1 Evaluacion del metabolismo de la T-514 en microsomas hepaticos.

3.1.1.1 Microsomas hepéticos de ratdn.

Los resultados de la exposicidn de la T-514 a los microsomas
hepaticos de raton, a tres diferentes concentraciones de proteinas

microsomales (250, 125 y 12.5 pyg/ml), se muestran en la figura 9.

Se observd que hubo un decaimiento en la concentracién de la T-514,
el cual fue proporcional a la concentracién de proteinas microsomales

utilizadas. En la curva de deteccién de la T-514 obtenida de su incubacién
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con la concentraciéon de 250 pg/ml de proteinas microsomales se observé

que el decaimiento fue abrupto y la desaparicion de la T-514 ocurri6 a las 6

hrs de incubacion.

En la curva de 125 pg/ml de proteinas microsomales también se
observo un decaimiento abrupto, pero menos violento que el observado con

la concentracion de 250 pyg/mi.
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Figura 9 Determinacién de T-514 en microsomas hepéticos de ratén. X + DE n=3.
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Por otro lado en 1a curva de 12.5 yg/ml de preteinas microsomales se
observo que el decaimiento de la T-514 fue mas lento que el cbservado con

las dos concentraciones anteriores.

En la curva abtenida de la deteccidn de la T-514 en (as muestras
control sélo se observd un ligero decaimiento en la concentracién de la
misma. En esta éspecie no se detectaron picos cromatogréaficos distimos a la
T-514 con ninguna de las concentraciones de enzimas microsamales

utilizadas (figuras 1, 2 y 3, apéndice 2).

3.1.1.2 Microsomas hepaticos de rata.

Los resultados de la exposicién de la T-514 a los microsomas

hepdticos de rata Wistar a tres diferentes concentraciones de proteinas

microsomales (250, 125 y 12.5 ug/ml) se muestran en la figura 10.



53

Se observd que hubo un decaimiento en la concentracion de la T-514,

el cual fue proporcional a la concentracion de proteinas microsomales
utilizada.

En la curva de deteccién de la T-514 obtenida de su incubacién con la

concentracion de 250 pg/ml de proteinas microsomales se observé un

decaimiento abrupto de la misma.
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Figura 10. Determinacién de T-514 en microsomas de hepéticos de rata. Xz DE. n=3

En la curva con la concentracién de 125 pg/ml de proteinas
microsomales también se observé un decaimiento abrupto de la T-514 en

funcion de tiempo, y no se observo diferencia marcada entre el decaimiento
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de la T-514 con esta concentracion y la de 250 pg/ml. Con estas
goncentraciones no se detectaron picos cromatogréficos distintos al de la

T-514 (figuras 4 y 5, apéndice 2).

En la curva de deteccion de la T-514, con la concentracion de 12.5
pg/mi de proteinas microsomales, el decaimiento de ésta fue més fento lo
que se cbservéd claramente en sus cromatogramas (figura 6, apéndice 2) y
ademas se detectaron a fas 24 hrs de incubacion dos picos cromatograficos,
a tiempos de retencidn distintos al de la T-514 (figura 11) y con espectros de
UV-Vis parecidos al de la misma (figura 12), los cuales se denominaron

compuestos M1y M2.

En la curva obtenida de la deteccidn de la T-514 en las muestras
control sélo se observd un ligero decaimiento en la concentracion de la

misma.
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3.1.1.3 Microsomas hepaticos de cobayo.

Los resultados de la exposicion de la T-514 a los microsomas
hepaticos de cobayo a tres diferentes concentraciones de proteinas

microsomales (250, 125 y 12.5 pg/ml) se muestran en la figura 13.
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Figura 13. Determinaci6n de la T-514 en microsomas hepaticos de cobayo. X £ DE. n=3
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Se observd que hubo un decaimiento en |la concentracion de la T-514,
el cual fue proporcional a la concentracidbn de protefnas microsomales

utilizada.

En la ¢curva de deteccion de la T-514 obtenida ¢on la concentracion de
250 ug/ml de proteinas microsomales se observé un decaimisnto abrupto de

la misma y su desaparicion a las 6 hrs de incubacion.

En la curva de 125 pg/ml de proteinas microsomales tambien se
observé un decaimiento abrupto de la T-514 pero menos violento que el

observado con fa concentracion de 250 pg/ml de proteinas microsomales.

Por otro lado en la curva de 12.5 yg/ml de proteinas microsomales se
observd que el decaimiento de la T-514 fue mas lento que el observado con

las dos cancentracianes anteriores.

En las muestras control sélo se abservd un ligero decaimiento en la

concentracion de la T-514, En esta especie no se detectaron picos
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cromatogréaficos distintos a la T-514 con ninguna de las concentraciones

enziméticas utilizadas (figuras 7, 8 y 9, apéndice 2).

3.1.1.4 Microsomas hepaéticos de perro.

Los resultados de la exposicion de la T-514 a los microsomas
hepaticos de perro, a tres diferentes concentraciones de proteinas

microsomales (250, 125 y 12.5 ug/ml) se muestran en la figura 14.
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Se observo que hubo un decaimiento en la concentracion de la T-514,
el cual fue proporcional a ia concentracidn de proteinas microsomales

utilizada.

En la curva de deteccidn de la T-514 con la concentracion de 250
pg/mi de proteinas microsomales se abservd un decaimiento abrupto de la

misma y su desaparicion a las 6 hrs de incubacidn.

En la curva de 125 pg/ml de proteinas microsomales también se
observd un decaimiento abrupto de la T-514 pero menos violento que el

observado con la concerntracion de 250 pg/ml de protginas microsomales.

Por otro lado en la curva de 12.5 pg/mi de protelnas microsamales se
observd que el decaimiento de la T-514 fue mas lento que el observado con
las dos concentraciones anteriores. En las muestras control sdlo se observé
un ligere decaimiento en la congentracidn de la T-514. En esta @5pecie no 38
detectaron picos cromatograticos distintos a la T-514 con ninguna de las

concentraciones enzimaticas utilizadas (figuras 10, 11 y 12, apéndice 2).
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3.1.1.5 Microsomas hepiticos de mano.

Los resultados de la exposicién de la T-514 a los microsomas
hepaticos de mono a tres diferentes concentraciones de proteinas

microsomales (250, 125y 12.5 yg/ml) se muestran en la figura 15.

En este caso al igual que en los microsomas de las otras especies se
observé que hubo un decaimiento en la concentracion de la T-514, el cual

fue proporcional a la concentracion de proteinas microsomales utilizadas.

En la curva de deteccién de la T-514, obtenida de su incubacion con
la concentracién de 250 yg/ml de proteinas microsomales se observd un
decaimiemto abrupto de |la misma, mientras que en la curva de 125 yg/m| de

proteinas microsomales el decaimiento fue abrupto, pero menos violento.

A estas concentraciones no se detectaron picos cromatogréaficos
distintos a la T-514 con ninguna de las concentraciones enzimaticas

utilizadas (figuras 13 y 14, apéndice 2).
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Figura 15. Determinacion de T-514 en micresomas hepéticos de mono. X # DE. n=3

En la curva obtenida con 12.5 pg/ml de proteinas microsomales se
observé que el decaimiento de la T-514 se enlentecié notoriamente lo que se
pudo observar claramente en los cromatogramas correspondientes (figura
15, apéndice 2). Ademas en este caso, se detectd a las 24 hrs de
incubacion, un pico cromatografico a Tr distinto al de la T-514 (figura 16) y
con un espectro UV-Vis parecido al de la misma (figura 17), el cual
correspondié al pico del compuesto M1 detectado en los microsomas de
rata. En las muestras control sélo se observé un ligero decaimiento en la

concentracion de la T-514,
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Figura 16. Cromatogramas obtenidos de las muestras de T-514 ingubada en

microsomas de mono (12.5 pg/mi).



DAD1,

1.963 (24-6 mAU, - ) R6f=1.667 &.oA
(1 *DAD1,5.743 (17.7 mAU, - ) Ref=5.362 & 5.991 of T-514013.D
L_1 *DAD1, 1.963 (24.6 mAU, - ) Ref=1.667 & 2.279 of T-514013.D
MRnom |
100 -
\
|
|
|
|
80 I
|
|
|
!
1
|
60 1
{ I wmi
‘\ .3 T-514
|
40 - \
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3.1.1.6 Microsomas hepditicas de origen humano.

Los resultados de la exposicidn de la T-514 a los microsomas
hepaticos de origen humano, a tres diferentes concentraciones de protelnas

microsamales (250, 125 y 12.5 pg/ml) se muestran en la figura 18,

Se observo que hubo un decaimiento en la concentracidn de la T-514,
el cual fue proporcicnal a la concentracion de prole/nas microsomales

utilizada.

El decaimiento en la concentracion de la T-514 fue abrupto en 8l caso
de la concentracion de 250 yg/ml de protefnas micrasomaies y se observd

su desaparicién cromatografica a las 12 hrs de incubacién.

Con la concentracidn de 125 pg/ml de proteinas microsomales
también se observd un decaimiento abrupto, pero menos violenta que el

observado con la concentracion de 250 pg/mi.
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Figura 18, Determinacién de T-514 en microsomas hepéticos de origen humano.  X+DE . n=3

Por otro lado en la curva de 12.5 ug/ml de proteinas microsomales se
observé que el decaimiento de la T-514 fue mas lento que el observado con

las dos concentraciones anteriores.

En las muestras control sélo se observé un ligero decaimiento en la
concentracion de la T-514. En los microsomas de origen humano no se
detectaron picos cromatogréficos distintos a la T-514 con ninguna de las

concentraciones enzimaticas utilizadas (figuras 16, 17 y 18, apéndice 2).
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3.1.1.7 Comparacion de la actividad de microsomas de diferentes

especies Incubados con la T-514.

El decaimiento en la concentracion de la T-514 en los microsomas
hepaticos de las diferentes especies fue proporcional a la concentracién de
proteinas microsomales utilizada. Ademas, |a diferencia en |a velocidad con
la ocurrié el decaimiento mostré que hubo diferencias interespecie en la

trasfarmacion de la T-514.

En el caso de la concentracién mayor de proteinas microsomales
(250 ug/ml) el decaimiento de la T-514 fue abrupto y ésta solo pudo ser
detectada hasta las 3 hrs en los microsomas de mong, ratén, cobayo y perro.
Por otro lade en los microsomas de rata y de origen humano la T-514 adn

pudo ser detectada a las 9 hrs (figura 19).
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Figura 19. Grafica comparativa de la deteccion de T-514 en microsomas hepéticos de
distintas especies expuestos a 25M de T-514. X+ DE. n=3

Con la concentracién de 125 ug/ml de proteinas microsomales la
velocidad en el decaimiento de la T-514 fue menor y ésta puedo ser
detectada hasta las 6 hrs en los microsomas de raton y cobayo, hasta las 9

hrs en los de mono y hasta las 12 hrs en los de rata y humano (figura 20).
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Figura 20. Gréfica comparativa de deteccion de T-514 en microsomas hepéticos de
distintas especies expuestos a 25uM de T-514. X2 DE. n=3

Con la concentracién de 12.5 pg/ml de proteinas microsomales la
velocidad del decaimiento de la T-514 fue menor y en este caso permitio la
deteccion de la T-514 ain a las 24 hrs. El decaimiento mas rapido en la
concentracion de la T-514 se observd en los microsomas de ratdén. Por otro
lado el decaimiento mas lento se produjo en los microsomas de origen

humano (figura 21).
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3.1.2 Evaluacion del metabolismo de la T-514 en cultivo primario de

hepatocitos de origen animal y humano.

3.1.2.1 Cultivo primario de hepatocitos de rata.

Los resultados de la exposicién del cultivo primario de hepatocitos de

rata a la T-514 se muestran en la figura 22.
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Figura 22 Determinacion de T-514 en cultivo primario de hepatocitos de rata. X+ DE. n=6.

En la curva de la concentracion de T-514 obtenida de la monocapa
celular expuesta a la misma, inicialimente se observé un incremento
progresivo de la T-514 en las células hasta alcanzar su maxima
concentracion intracelular a las 6 hrs y a partir de ese momento se observd
un decaimiento en su concentracién, para posteriormente entrar en fase de

equilibrio .
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En la curva obtenida del medio en el que se mantuvo el cultivo celular
se observd un decaimiento de la T-514, el cual fue inversaments
proporcional al incremento intracelular de la misma.

En la curva obtanida del medio control se observé un decaimiento de
la T-514 en funcién del tiempo, €l cual fue menor que el encontrado en el
medio en el que se mantuvo el cultive celular. Por otro lado |a suma de las
concentraciones intra y extracelulares, correspondid a la cancentracion
encontrada en el medio de cultivo control. En este sistema no se detectaron

picos cromatograficos distintos a la T-514 (figuras 19-21, apéndice 2).

3.1.2,2 Cultivo primario de hepatocitos de origen humano.

Los resultados de la exposicion del cultivo primario de hepatocitos de

arigen humano se muestran en la figura 23.

En la curva de concentracion de T-514 obtenida de la monocapa
celular, iniciaimente se observé un incremento progresivo de la

concentracion de T-514 en [as células a partir de la hora, hasta alcanzar su
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maxima concentracion intracelular a las 9 hrs y a partir de ese momento
hubo un decaimiento en la concentracion, para posteriormente entrar en fase
de equilibrio. En este caso se encontr6 ademas un pico cromatografico
(figura 24) que aparecié a partir de las 9 hrs de incubacién el cual tuvo un

espectro UV-Vis parecido al de la T-514 (figura 25).
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Figura 23. Determinacién de T-514 en cultivo primario de hepatocitos de origen humano.
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Figura 24. Cromatagramas obtenidos de las muestrias de hepatocitos de origen
humano expuestos a la T-514.
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Figura 25. Espectros UV-Vis de la T-514 y det compuesto
M1 detectados en (03 hepatocitos de origen humano.
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En la curva de las muestras de medio en el que se mantuvo el cultivo
celular, se observo un decaimiento de la concentracién de la T-514 en
funcién del tiempo y se detectaron a partir de las tres horas de incubacién
dos picos cromatogréaficos con Tr y con espectros UV-Vis distintos al de la
T-514 (figuras 26 y 27). Estos picos cromatograficos se incrementaron con el
tiempo de incubacion, asi como, con la disminucion de la concentracién de la

T-514.

En la curva obtenida del medio control (sin células), se observé un
decaimiento en la concentracién de la T-514 en funcién del tiempo, el cual
fue menos intenso que el observado en el medio donde se mantuvo el
cultivo. En este caso se encontraron dos picos cromatograficos con Tr
diferentes al de la T-514 (figura 28) y con espectros de UV-Vis parecidos al
de la misma (figura 29). Estos picos aparecieron a partir de las 3 hrs y
aumentaron conforme transcurrié el tiempo de incubacion. Tanto los picos
detectados en el medio control como los del medio en el que se mantuvieron
las células, correspondieron a los compuestos M1 y M2 detectados en los

microsomas de rata.
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Figura 26. Cromatogramas obtenidos de las muestras de la T-514 en el medlo
donde se cultivaron [0S hepatocitas de origen humano.
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Figura 27. Espectros UV-Vis de la T-514 y de los
compuestos M1 y M2 detectados en & medio donde se
cultivaron los hepatocitos de origen humano.
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Figura 28. Cromatogramas obtenidos de las muestras del medio (control) incubado

con T-514,
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3.1.2.3 Resultados de la incubacién de la T-514 en solucién
amortiguadoraa pH 7.3, apH 5.0 y a pH 3.5.

Los resultados obtenidos de la incubacidén de la T-514 en las

soluciones amortiguadores fueron los siguientes:

En la curva de concentracion de la T-514 obtenida de su incubacién
en solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.3, se observé un decaimiento
abrupto en la concentracion de la misma, el cual también se observé en la
solucién amortiguadora de fosfatos a pH 5.0 y con la de citratos a pH 3.5,

pero en estos dos Ultimos casos el decaimiento fue menos abrupto

(figura 30).
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Figura 30. Determinacion de T-514 en soluciones amortiguadoras segin Sorensen
a diferente pH. X+ DE n=3
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En el andlisis cromatografico de las muestras obtenidas de la T-514

en la solucién de fostatos a pH 7.3, se detectaron adem4s de la T-514, dos
picos cromatogréaficos, l0s cuales aparecieron a partir de la primera hora de
incubacion y se incrementaron con el tiempo. Los Tr de los picos detectados
fueron diferantes al de la T-514 (figura 31) y sus espectros UV-Vis fueron
parecidas al de la misma (figura 32). Ambos picos correspondieron a los
picos (M1 y M2) previamente detectados en los microsomas de rata (figura

33), por lo que fueron nombrados de la misma manera.

En el analisis cromatografico de las muestras de la solucién de
fosfatos a pH 5.0 incubadas con T-514 se detecté a las 24 hrs de incubacién
ademas de la T-514, un pico cromatografico con un Tr diferente al de la
T-514 (figura 34) y con un espectro UV-Vis parecidc al de la misma (figura
35). El Tr y el espectrao UV-Vis correspondieron a los del pico cromatagrafico

M1 detectado en la solucidn amortiguadora de fosfatos a pH 7.3.
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Figura 31. Cromatogramas obtenidos de las muestras de la T-514 incubada en

solucién de fostatos & pH de 7.3.
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Figura 32. Espectros UV-Vis de la T-514 y de los
compuestos M1 y M2 detectados en la solucién de
fosfatos a pH 7.3.
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Figura 33. Cromatogramas obtenidos de las muestras de la T-514 incubada en
microsomas de rata (1) y en la solucion de fosfatos a pH 7.3 (2).
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Figura 35. Espectros UV-Vis de la T-514 y del compuesta
M1 detectados en la salucion de fosfatos a pH 5.0.
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Debido a que los picos cromatograficos detectados en la salucion
amortiguadora de fosfatos correspondieron cromatograficamente a los
detectados en los microsomas de rata y mono y considerando que en estas
sistemas anzimaticos el proceso de degradacidn de la T-514 ocurnd
rapidamente y que la cantidad de muestra fue muy poca, lo que dificultd el
gislamiento de los mismas, se decidid incubar a la T-514 a mayor
concentracion en solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.3 para obtener

los productos a mayor escala y aislarlos a partir de @sa solucién.

El procedimiento empleado para el aislamiento y punficacidon de los
productos de degradacién de ia T-514 obtenidos de esta manera se muestra

en el apéndice 1.

3.1.2.4 Resultados del anilisis de los productos de degradacion de la

T-514 obtenidos de la soluclén amortiguadora de fosfatos.

Los productos de degradacidn de la T-514 obtenidos a partir de la

solucién de fostates a pH 7.3, se analizaron por CCF en sllica gel ¢con el
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eluerte 1b y s& utilizé a 1a T-514 como estandar de referencia. En este
sistema se detectaron por observacibn bajo la luz de lampara UV
(375.0 nm), dos compuestos ademds de la T-514. El revelado de la placa de
CCF anterior con KOH en etanol, resuitdé positivo para uno de los
compuestos (coloracién roja)® lo cual permitié confirmar la presencia de una
antraquinona. Posteriormente los compuestos se analizaron en CCF en
silica gel can el eluente 1b, y se utilizaron como estandargs de referencia la
T-514, la T-510 (antraguinona) y la T-496. La placa se observd bajo la luz de
lAmpara UV y el Rf (0.66) de uno de kos campuestos fue comparable con el
del estandar de referencia de la T-510 (Rf 0.64). Para confirmar estos
resultades los compuestos se analizaron por HPLC | con el eluente 1a y se

utilizaron los estandares de referencia ya mencionados.

Los resuitados obtenidos mostraron que la T-510 y el compuesto
llamada M2 fueron comparabies en Tr y en espectra UV-Vis (figuras 36 y

37).
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Figura 36. Cromatogramas de (05 compuestos obtenidas de la T-514 incubada en la
solucion de fosfatos a pH de 7.3 (1), del estdndar de a T-51G (2) y del estandar de

la T-486 (3).
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El compueste M1 ya aistado de acuerdo al procedimiento descrito en
el apéndice 1, se analizé par '"HRMN de 400 mHz (figuras 22-26, apéndice 2)

y se obtuvo la siguiente informacion:

Las sefiales espectroscipicas de este compuesto fueron similares a
las encontradas para un compuesto de peso molecular 510 generado a partir
de |a T-496 en solucién amortiguadora de fosfatos a pH 10%. Por tal razdn,
se incubd a la T-496 en las condiciones ya mencionadas y se compararon

los productos de degradacion de ésta, con los abtenidos de la T-514.

E! resultado obtenido por HPLC | con el eluente 1a confirmd por
medio del Tr (figura 38) y del espectra UV-Vis (figura 39) que muy
prabablemente el compuesto obtenido a partir de la T-496 y el compuesto

M1 obtenida de la T-514 sean sl mismo compuesto.
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3.1.2.4 Determinacién de [a citotoxicidad de los productos de
degradacldn de la T-514 obtenidos de la soluclén
amortiguadora de fosfatos a pH 7.3 y evaluaclén de su

selectividad.

Después de la exposicidn de las células de higado de Chang (origen
benigno) y de Hep G2 (origen neopldsico) a los compuestos M1 y M2 se
determind que la concentracion citotoxica cincuenta porciento (CTg,)
gbtenida por evaluacién morfologica fue de 40 pg/ml para las células de
origen benigno y de 28 pg/mi para las de origen neoplasico en el caso del
compuesto M1, para el compuesto M2 la CT,, fue de 40 ug/ml para las
células de arigen benigno y de 20 yg/ml para las neoplasicas. En el caso de
la prueba de reduccién del MTT, la CT, para el compuesto M1 fue de 28
#giml para las células benignas y de 10 yg/ml para las neoplasicas; para el
compuesto M2 la CTg, fue de 20 gyg/ml y de 10 pg/ml para las células
benignas y neopléasicas, respectivamente. La comparacién de los resultados
obtenidos con ambos compuastos mostréd que no hubo una diferencia

minima de tres veces entre las CT,, obtenidas en ambos tipos celulares con
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los dos métodos de evaluacién, Con lo anterior se establecié que los

compuestos no tuvieron citotoxicidad selectiva hacia las células de origen

neoplasico.

3.1.2.3 Resultados de la incubacién de la T-514 en plasma de perro .

Los resultados obtenidos de la incubacién de la T-514 en el plasma de

perro (in vitro) se muestran en la figura 40.

25
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024681012!41618202224
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Figura 40. Determinacién de T-514 en plasma de perro in vitro . X+ DE. n =3
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En la curva de concentracion de la T-514 an plasma de pero (Con y
sin dilucién) se observd un decaimiento importante de la T-514 en funcién
del tiempo.
No se observaron diferencias importantes en el decaimiento de la
T-514 en las muestras de plasma con y sin ditucion.
El decaimiento de la T-514 incubada en solucidn salina (contral) fue

minimo.

3.2 SISTEMAS /N VIVO.

3.2.1 Monitoreo de fa T-514 en plasma de perro, después de su

administraclén intravenosa.

Los resultados de la concentracion de la T-514 se graficaron versus
tiempo, obteniéndose una curva en la que se observd una rapida

disminucién de su concentracién plasmatica la cual ocurrié en los primeros
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minutos (figura 41). En este sistema no se encontraron productos de

degradacién de la T-514 (figura 27, apéndice 2).
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Figuta 41, Determinacién de T-514 en plasma de perra invivo . X DE. n=4

3.2.2 Monitoreo de la T-514 en plasma de paclentes del protocolo | 1/15.

En las curvas de la cinética de la T-514 en el plasma de los dos
pacientes tratados (figura 42), se observd que hubo un incremento en su
cancentracion, el cual ocurrié en el primer caso, & partir de las primeras tres

horas y en el segundo caso a partir de las siete horas, para posteriormente
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tener un decaimiento. No se detectaron productos de degradacion de la

T-514 en ninguno de los dos casos (figura 28, apéndice 2).
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Figura 42. Determinacién de T-514 en plasma de pacientes del protocolo | 1/15.



CAPITULO 4

DISCUSION

Dentro de la farmacacinética de los medicamentos y/o compuestos
exdgenas, el metabolismo es un proceso muy importante, ya que a traves
del conocimiento del mismo podemos determinar si un compuesto ejerce su
efecto en la forma como ariginalmente se administrd (en el casoc de
farmacos) o bien mediante su transformacion a metabalitos activos. Por otro
lado el metabolismo de los compuestos también puede lievar a la formacién
de metabolitos inactivas en cuanto al efecto terapéutico o bien,

potencialmente toxicos para un érgano en particular®.

En relacién a la evaluacion del metabolismo de la T-514 en los dos

sistemas utilizados en este estudio (in vitro @ in vivo), en el sistema in witro

100
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(micrasomas hepaticos y cultivo primario de hepatocitos), se cbservo que
sélo en l0s microsomas de rata y mono, se pude detectar ademas del
decaimianto en la concentracion de la T-514, los dos picos cromatograficos
correspondientes a productos de degradacion de la misma. En este sistema
la cantidad de muestra fue muy poca , [0 que impidié su aislamiento. La
diferencia en los Tr de los dos picos cromatograficos detectados en los
microsomas, asi como, la semejanza de sus espectros UV-Vis con los de la
T-514 y el ligero desplazamiento de estos espectres, indicd que los
compuestos formados en este sistema corresponden a intermediancs
metabdlicos de la degradacién de la misma.
El origen de los microsomas (especie), asi como, la concentracion de
enzimas microsomales utilizada, fueron dos factores determinantes en ia

deteccidon de estos productos de degradacion.

En relacion a el primer aspecto, se pudo demostrar que existe una
diferencia interespecie en el fendmeno de biotransformacién de la T-514 por
el sistema microsomal hepatico, ya que los picos cromatograficos distintos

al compuesto original sdle pudieron ser detectadeos en 0s microsomas
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hepdticos de rata y de mona (como se menciond anteriormente), mientras
gue en los microsomas del resto de las especies estudiadas (raton, cobayo,
perro y humano), éstos no fueron detectados. Lo anterior indica qua en
estas especiss el fendmeno de biotranstormacion de la T-514 se flevd a
cabo @ una mayor velocidad, lo que impidié la deteccion de los productos

que se pudiesen haber formado.

En cuanta a la concentracién de microsomas utilizada, se demostré
que existe una relacion proporcional entre la concentracidén de enzimas
microsomales y el decaimiento en [a concentracion de la T-514, lo cual se
observd claramente en las graficas comparativas relacionadas con la
concentracion de microsomas utilizada, en donde, con las concentraciones
mayores de éstos (250 y 125 ug/ml), al decaimiemto fue abrupto y no se
detectaron picos cromatograficos distinios al compuesto original en ninguna
de las especies estudiadas; mientras que con la concentracidn menor
(12.5 pg/ml), la velocidad con la que ocurrié el proceso de biotransformacion
fue menor y permiti6 la deteccion (en el caso de los microsomas de rata y de

mono) de los productos de degradacién de la T-514.
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La degradacidn rapida de la T-614, correspande al comportamiento de
biotransformacion descrito para compuestos altamerte inestables®®. Al
respecto la capacidad de la T-514 para producir radicales libres ha sido
previamente demostrada tanto en cultivo primario de hepatocitos, como en
microsomas hepaticos*“*, Lo anterior hace suponer que los productos de
degradacion ds este compuasto, detectados en los microsomas de rata y de
mono, carrespondan a intermediarios reactivos para |0s cuales se ha
reportado un fendmeno de degradacion secuencial répida, el cual es

activado por la presencia de un electrdn impar en su molécula®.

La incubacién de la T-514 en diferentes soluciones amortiguadoras (de
fosfatos pH 7.3 y 5§ y de citratos pH 3.5), la cual se realizé debido a fa
observacion de un ligero decaimienta en la concentracion de la T-514 en las
muestras control (solucidn amortiguadora de KCI), asl como, por la
existencia de reportes relacionados con su autooxidacion® y a la posibilidad
de una degradacién fisioldgica de la T-514, por efecto del pH plasmatico y de

la temperatura carporal (efecto de Hofmann)®5%®% 7 permitié en el caso de



104
la solucidn amortiguadora de fosfatos & pH 7.3, (@ deteccion de dos picos
cromatograficos (M1 y M2) los cuales tuvieron los mismos tiempos dea
retencion y espectros UV-Vis de los picos detectades en los microsomas de
rata y del pico encontrado en ks de mono. Lo anterior hace suponer que se
trata de (0s mismos compuestos y corrobora ademas el fendmeno de
autooxidacion de la T-514. Por otro lado el hecho de que en este sistema ol
fendmenc de biotransformacion de la T-514 ocurriera en una forma mas
lenta, permitia el aislamiento de los productos de degradacion de la misma,
lo cual no pudo hacerse en el caso de los microsomas de las especies que la
biotransformaron (rata y mono), debido a que en ellas, la transtormacién y

desaparicién de [0s mismos ocurrid en una forma méas répida.

La samejanza en los espectros de UV-Vis de los picos cromatograficos
obtenidas a partir de la solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7.3 ( M1 y
M2) con el de la T-514, as{ como, el ligero desplazamianto de los mismos
indican que estas compuestos son productos de degradacidn de la misma.
Por otro lado el andlisis por CCF, y por HPLC (espectro UV-Vis) permiti¢

establecer que el compuesto M2 muy probablements corresponde a la
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antraguinona T-510 obtenida originalments del fruto de Karwinskia
tehuacana . El andlisis del compuesta M1 por 'HRMN, indicd que las sefales
espectroscépicas de este compuesto fuaron similares a las encontradas para
un compuesto de PM 510 previamente aislado™, a partir de la degradacién
de la T-496 incubada en solucién amortiguadora a pH 10. El andlisis del
compuesto M1 y del compuesto de degradacion de la T-496 (PM 510) por
HPLC, mostré que éslos tienen Tr y espectros UV-Vis muy similares; esta
indica que existeé una muy alta probabilidad de que el compuesto M1
detectado tanto en los microsomas de rata como en la salucidn
amortiguadora de fosfatos y en el medio de cultivo de hepatocitos de origen
humano, y el compuesto de degradacion de la T-496 (PM 510) sean los

Mmismaos.

Lo anterior pudiera indicar que la formacion de la T-496 es un paso
intermedio en el metabolismo de la T-514 y que ésta no se haya detectado,

debido a |a rapidez de su transformacion.
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En al caso de los hepatocitos de origen animal y humano la
determinacidon de las curvas de concgritracion de la T-514 en los cultivos
celulares, mostré que e€sta pudo ser detectada intracelularmente a los 30
minutos, 1o que indica que su penetracién celular ocurre durarte la primera
media hora de exposicion. El incremento posterior en la concentracién
intracelular de la T-514 coincidid con su decaimientd o desaparicion del
medic en el que estaban cultivadas las celulas. En este sistema na se
detectaron picos cramatogréficos distintos a los de la T-514 en los
hepatocitos de rata; y los picos cromatograficos detectados en los
hepatocitos de origen humano, también se detectaron e€n las muestras
control, por lo cual no puede atribuirse la aparicion de estos picos
cromatograficos distintos a la T-514 a influencias celulares sine a una
autodegradacion de la T-514 en el medio de cultive. Como se menciond
antes estos picos cromatograficos correspondieron a los de los compuastos
M1 y M2 detectados en los microsomas de rata y en la solucion

amaortiguadora de fosfatos.
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Esta demastrado que el cultivo primario de hepatocitos tanto de origen
animal como de origen humano, utilizade en este estudio conserva su
actividad metabdiica. Existen ademds, diversos reportes en cuanto a la
capacidad enzimatica de estos sistemas para Dbiotransformar a diversos
compuestos in vitro*¥®, E| hecho de que en los microsomas se haya
encontradc una diferencia en el grado de biotransformacion de la T-514
dependiente de la concentracion de enzimas microsomales, sugiere que
posiblemente la cantidad de enzimas presentes en los cultivos (a la densidad
celular utilizada) no fue suficiente y que éste pudiera ser el factor que

explicase la falta de degradacion de 'a T-514 en este sistema celular.

En el case del modelo in vive, en la cinética de la T-514 an el plasma
de perro y de humano se observd que huba un decaimiento abrupto en la
concentracion de la misma, el cual ocurrié después de haber alcanzado su
pico maxime. Lo anterior demostrd que el patrén de degradacién répida de
este compuesto in vivo, es semejante al detectado in vitro. En este caso se
debe considerar ademas, que el plasma es un sistema complejo en el que

existen muitiples factores (enitre ellos enzimas) que pudiesen haber
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intervenido y esto pudiera explicar el decaimiento en la concentracidn
sanguinea de la T-514 sin la aparicion de picos cromatograficos
correspondientes a productos de su degradacion, otro factor importante que
debe ser considerado en este modelo in vivo, es el proceso de distribucion
de la misma y el hecho de que asta posiblements ténga un volumen de
distribucién intracelular. Por otro lado la desaparicién répida de la T-514
observada en el caso de las concentraciones mayores de microsomas,
indica que el procesc de autodegradacion de la T-514, se potencia en
presencia de este sistema enzimético. Lo anterior pudisse también explicar,
en el caso del modelo in vivo, la no deteccidn de los productos de

degradacion de |a T-514.

En relacion a la valoracién de |a citotoxicidad selectiva de log productos
de degradacion de la T-514, ésta se realizé en células hepaticas humanas
tanto de origen benigno como maligno ¢con el proposito de poder comparar la
citotoxicidad en ambos tipos celulares y establecer su selectividad. Las
lineas celulares $6 seleccionaron por su ongen (humana), paY pravenir de

higado, (que es uno de los drganos blanco de toxicidad de la T-514 en
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ensayos in vivo)®, y por ser éstas las lineas utilizadas para el control de
calidad de la T-514. En cuanto a los pardmetros de evaluacion de
citotoxicidad, el uso de la prueba de reduccidon del MTT la cual se basa en
mediciones aspectrofotométricas para la deteccién del producto de
degradacién de este compuesto por las células viables, complementd el
parédmetro de revisidn microscopica de adhesion celular. Con esta prueba se
evalud ademas un parametro mds sensible para la determinacidn de la
viabilidad celular, como o es |a actividad de las enzimas mitocondriales. El
aislamiento y extraccion de los compuestc M1 y M2 obtenidos de la
autodegradacion de la T-514 en solucién amortiguadora de fosfatos a pH
7.3, permitid la evaluacion de su posible toxicidad selectiva hacia células de
origen neoplasico. Al respecto se determind que no hubo diterencia entre las
Cl,, de estos compuestos obtenidas en |as células de origen benigno y
neoplésico, por lo que se establecid que éstos carecen del efecto de

toxicidad selectiva hacia ¢élulas de origen tumoral.

Las resultados obtenidos en este estudia mostraran que la degradacién

de la T-514 es un proceso que ocurre en forma muy répida tanto in vivo
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como in vitro y que este proceso lleva a la formacion de cuando menas dos
productos de degradacion (M1 y M2), los cuales pudieron ser detectados en
una de los sistemas in vitro (microsomas de rata y mong), asi como, en
solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7.3 y en el medio de cultivo de los
hepatocitos de origen humano (proceso de autodegradacion espontanea), en

los cuales la degradacién ocurié de una manera més lenta.

La evaluacidn de citotoxicidad de los das compuestos obtenidos en
este estudio (M1 y M2) mostré que no tienen sl efecto de toxicidad selectiva
hacia células de origen neoplasico reportado para el compuesto original

(T-514).



CAPITULO §

CONCLUSIONES

1. -Se demostrd que la T-514 es biotransformada en presencia de las
enzimas del sistema microsomal hepdatico detectdndose dos picos
cromatograficos (M1 y M2) en microsomas de rata y uno (M1), en los
microsomas de mono, los cuales correspondieron a productos de

degradacion de la misma.

2. -La T-514 se autodegrada en solucién amortiguadora de fosfatos a pH
7.3 y en medio de cultivo, esta autodegradacion ocurre en forma mas
lenta que en presencia de enzimas microsomales y los productos de
degradacidn formadaos carrespanden a los productos M1 y M2 detectados

en los microsomas.

11
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. -El compussto M1 se produce en mayor proporcién que el M2, tanto en
los micrasomas (rata ) como en la solucién amortiguadora de fosfatos a

pH 7.3 y en el medio de cultivo.

. El compuesto M1 corresponde con una alta probabilidad a un compuesta

de PM 510, que también se forma a partir de la T-496.

. -El campuesto M2 corresponde con una alta probabilidad a la T-510

abtenida originalmente del fruto de Karwinskia tehuacana.

. -Se demastrd que los preductes de degradacion M1 y M2 no tienen el
efecto de citotoxicidad selectiva hacia células de origen neoplasico

reportado para él compuesto original (T-514).

. Se rechaza la hipdtesis propuesta en este trabajo con respecto a que los
productes de degradacién de la T-514 sean los responsables de su

selectividad hacia células de arigen neoplasico.
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Alslamlento y purificaclén de los productos de degradacién de la T-514
obtenldos a partir de |a soluclon amortiguadora segun Sdrensen a pH

7.3.

Los productos de degradacién de la T-514 se obtuvieron a mayor
escala incubandose 10 mg de T-514 a 37°C durante 60 hrs en solucidn
amortiguadara de fostatos @ pH 7.3. Posteriormente se extrajo con Acetato
de Etilo y se procedié a evaporar por rotacién al vaclo, el extracto obtenido
s redisolvid con Acetato de Etilo para su andlisis por CCF en silica gel, cor
el eluente 1.b. Con el pracedimiento anterior se detectaron tres compuestos:
la T-514 (en proporcidn menor) y dos compuestos adicionales.
Pasteriormente del remanente de la solucién de Acetato de Etilc se obtuva
por precipitacion con éter de petrdleo, un precipitado y un sobrenadante. El
sobrenadante se sometié a CCF en sllica gel, en la cual se detectaron 3
compuestos tanto por observacién bajo lampara de luz UV como por
revelado con KOH. Las compuestos correspondieron a la T-514 y a dos
compuestos mas. El sobrenadante también se analizé per HPLC | con 6l

eluente 1a.
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Al precipitado se le volvid a agregar Eter de Petrdleo y se obtuva un segundo
sobrenadante, el cual se sometid a andlisis por CFF en silica gel y se
observaron los mismos tres compuestos detectados en el sobrenadante 1.
Este procedimiento se repiti¢ cuatro veces mas. Como residuo quedé un
precipitado negro. Los scbrenadantes se colocaron en un matraz, se
evapgraron por rotacion al vacio y se sometieron & CCP silica gel con el
eluente 1b. Con e! procedimiento anteriar se obtuvieron los tres compuestos
(la T-514 y los dos compuestos adicionales ya descritos). Las manchas
observadas a simple vista y bajo ldmpara de luz UV se rasparon por
separado y se eluyeran con Acetato de Etilo abteniendose de esta forma los

compuestos M1 y M2.
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Figura 1. Cromatogramas de T-514 en micrasomas de ratdn (250 ug/ml) .
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Figura 2. Cromatogramas de T-514 en microsomas de ratén (125 yg/ml) .
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Figura 3. Cromategramas de T-514 en microsomas de ratdn (12.5 pganl).
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Figura 4. Cromatogramas de T-514 en microsomas de rata (250 ug/ml).
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Figura 5. Cromatogramas de T-514 en microsormnas de rata (125 pg/ml).
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Figura 6. Cromatogramas de T-514 en microsomas de rata (12.5 pg/mi).
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Figura 7. Cromatogramas de T-514 en microsomas de cobayo (250 ug/ml).
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Figura 8. Cromatogramas de T-514 en microsomas de cobayo (125 pg/ml).
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Figura 9. Gromatogramas de T-514 en microsomas de cobayo (12.5 pg/mi).
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Figura 10. Crgmatogramas de T-514 en microsomas de peno (250 pg/mil).
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Figura 11. Cromatogramas de T-514 en rmicrosomas de peiro {125 pg/mi).
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Figura 12. Cromatogramas de T-514 en 'mioroeomas de perro (12.5 ug/mi),
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Figura 13, Cromatogramas de T-514 en microsomas de mono (250 pg/mi).
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Figura 14. Cromatogramas de T-514 en microsomas de mono (125 ug/mi).
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Figura 15. Cromatogramas de T-514 en microsomas de mono {12.5 yg/ml).
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Figura 18. Cromatogramas de T-514 en micrasomas de origen humano (250 pg/mi).
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Figura 17. Cromatogramas de T-514 en mmicrosomas de origen humano {125 pg/mi).
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Figura 18. Cromatogramas de T-514 en microsomas de origen humano (12.5 pg/ml)
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Figura 19. Cromatogramas de T-514 en hepatocitos de rata.
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Figura 20. Cromatogramas de T-514 en el medio donde se cultivaron los
hepatocitos de rata.
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current Chromatogram(s)
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Figura 21. Cromatogramas de T-514 en el medio control.
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Figura 27. Cromatogramas de T-514 en plasma de perro in vivo.



144

current Chromatogram(s)
DAD1 A, Sig=410.4 Ref=550,50 (NEWFOL~1\Z2023NT- 14001 .0D)

mau 3 T 0 (Pre-administracion)
: I
o }F+——— e ————— — y R —
2 0 2 4 ) 8 10 mi]
DAD1 A, Sig=410,4 Ref=550,50 (NEWFOL~1220299\T-514002.0)
- T 15 min.
b1
fad A
, T T T - | — :
-2 8 10 i
DAD1 A, slg=410 4 Ref=550 S0 (NEW?OL—'IW\TGim OJ
- T 30 min.
5 - g
N o A
0+ T p— [r———p— T . -
0 2 4 (] 8 10
DAO‘l A, Sig=410,4 Ref=550,50 (NEWFOL~1\220290T-514004.0)
i g T1hr
v |—.‘{Lv —————r—r——— 2 ey \ -
D 2 4 a 10 _mir
UAD‘I A, Sig=410.4 Ref=550,50 (ﬁEWFOL~1 m‘1’5imﬂ)
g T3 hrs.
5 i
o —a M —_—
0 2 8 3 10
DADi A, Sig=410,4 Re=550 50 (NEWFOL~1\Z20 20N T-S14006.0)
ALl 4 g T8 trs,
54 o2
(1] 3 .S J\_ "\
DA bEA P A e — , ; Y )
-2 2] 2 4 8 8 10 miey
DADT A, SIg=410,4 Re(=550 50 (NEWF OL-1\20299\T 514007.0)
i 2 3 Tohrs.
84 o
0 BB s A i ol e s
2 0 2 4 8 10 i
QAD1 A, Sig=410,4 Ref=550,50 (NEWFOL~1\220209\T-514003 1))
mAU 3
3 ~ T 12 hrs.
s 8
0 o el e =N —
-2 0 2 4 8 10 min|
OACT A, Sig=410,d Ref=550 503 (NEWFOU= 11220299\ 1-514009.0)
mAU
T 24 hrs.
5 8
o . lt! .}L
i I SRl R B T o | T N | T LR
2 Q 2 4 g 8 10 mirl

Figura 28. Cromatogramas de T-514 en plasma de padientes del protocolo | 1/15
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