
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 
FACULTAD DE MEDICINA 

DETECCION E IDENTIFICACION DE LOS 
METABOLITOS DE LA T-514 DEL GENERO 
KARWìNSKIA "IN VIVO" E "IN VITRO" 

Q.C.B. MAGDALENA GOMEZ SILVA 

Como requisito parcial para obtener el Grado de DOCTOR 
EN CIENCIAS con Especialidad en Farmacología 

y Toxicología 

Diciembre del 2000 





1 0 8 0 1 1 1 6 7 6 



UNIVERSIDAD m O W M DE NUEVO LEON 
VAvnxM* m'tmHA 

i 

DETECCION E Ib ií ; .¡ n i LOS 
METAI ' jLITOS ì ' i L ' m <• > 

i m 

Q.C.ÍL MÄG'iVvK.i . f : . ( A'îK'/;fîïLVA 

)-•; ùsito parcial i le D O C M 

MAS con 
I , V . .1 

y .U V , j l 'h 



-Tù 

&P9Z/ 

•fc 3? 

& L 

t 

FONDO T̂ ttb DOCTORADO 



DETECCION E IDENTIFICACION DE LOS METABOLITOS DE LA T-514 DEL 
GENERO Karwinskia "IN VIVO" E "(N VITRO" 

Aprobación de la Tesis: 

DRA. LOURDES GARZA OCANAS 
Director de Tesis 

PINEYRO LOPEZ 
í-Director de Tesis 

DR. OSCAR TORRES ALANIS 
Comisión de Tej 

DRA. MYR17HALA MORENO SEPULVEDA 
Comisión de Tesis 

d^SiU CK. C3JL&JL M 
DRA. ROSALBA RAMIREZ DUROI^ 

ComisiDfijJe Tesis 

y 

ERCADO LONGO RIA 
bdirector 

y Estudios de Posgrado 



DETECCION E IDENTIFICACION DE LOS METABOUTOS DE LAT-514 

DEL GENERO KARWINSKiA "IN VIVOu E "IN VITRO" 

Presentado por 

Q.C.B. MAGDALENA GOMEZ SILVA 

Este trabajo se realizó en el Departamento de Farmacología y Toxico logia 

de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L., bajo la dirección de la Dr. med. 

Lourdes Garza Ocañas y la co-dirección del Dr. med. Alfredo Piñeyro-López. 

Dr. med. Lourdes Garza Ocañas 
Director de Tesis 

Dr. rriea. Alfredo Pineyro-López 
Co-D i rector 



DEDICATORIA 

A Gaby con todo mi amor. 

A mis padres. 

Al Dr. Alfredo Plfieyro y a Lulù. 



AGRADECIMIENTOS 

Agradezco a Dios por su protección y su presencia. 

A Gaby por existir 

A mi papá que ya no está pero fue un pilar en mi vida y seguirá siéndolo. 

A mi mamá por su dedicación, su comprensión y su ayuda incondicional. 

A mi hermana Irma, a mi cuñado Pedro, a Hugo, Mariiú y Claudia por ser mis 

cómplices. 

A mis hermanos, Octavio, Guillermo, Jorge, Isaías, Eunice y Elias. 

A mi maestro Dr. Alfredo Piñeyío López, por haberme dado el privilegio de 

recibir sus conocimientos, su atención y su comprensión. 

A la Dra. Lourdes Garza Ocañas por su empeño y obsesividad. 

Al Dr. Oscar Torres por sus valiosos comentarios a esta tesis. 

A Rigo y Vlady por su paciencia, su cariño y amistad. 

A Rosalba por sus valiosos comentarios en la parte química. 

A la Dra. Waksman por la realización de tos espectros de 1HRMN y por sus 

valiosos comentarios a este trabajo. 

A los miembros de la Comisión de Tesis. 



A mis amigos José Alberto, Blanca, Everardo y Blanquita. 

A mis compañeros del post-grado: Tere, Sachiko, Martha, Víctor, Lalo y 

Marco. 

A Laura Mónica, Adriana, Judith, Maydé , Vivi y al Dr. Gilberto Arevalo por su 

ayuda. 

A todo el personal del Departamento de Farmacología y Toxicología. 

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (proyecto 26254-M) y al Paicyt 

U.A.N.L. (proyectos SA089-S8 y 99). 



Magdalena Gómez Silva Fecha de graduación: diciembre 2000 

Universidad Autónoma de Nuevo León 
Facultad de Medicina 
Título del Estudio: DETECCION E IDENTIFICACION DE LOS 

METABOLITOS DE LA T-514 DEL GENERO 
KARWINSKIA 'IN VIVO " E 'IN VITRO" 

Número de páginas: 153 Candidato para la obtención del grado de Doctor en 
Ciencias con Especialidad en Farmacología y 
Toxicología. 

Area de Estudio: Farmacología y Toxicología. 

Propósito y Método del Estudio: La T-514 (Peroxisomicina Al) es una antracenona 
dimérica para la cual se ha demostrado un efecto de citotoxicidad selectiva hacia células de 
origen neoplásico. Lo anterior ha sido motivo de que este compuesto haya sido postulado 
como potencial agente antneoplásico. En este trabajo se describen ios resultados de la 
evaluación del metabolismo de la T-514 in vitro (microsomas y cultivo primario de 
hepatocitos) e in vivo (plasma de perro y de humano) con la finalidad de determinar si este 
compuesto se metaboliza y si los productos de degradación del mismo son los responsables 
de su acción selectiva hacia células tumorales. Se presenta el procedimiento para la 
evaluación del metabolismo en ambos sistemas Se obtuvieron dos compuestos (Ml y M2) 
en microsomas de rata y uno (M1) en los de mono, los cuales fueron analizados por CCF, 
UV-Visible. y RMN de 'H Se presentan los resultados de la valoración de la crtotoxicidad 
selectiva en dos lineas celulares humanas de origen hepático (benignas y neoplásicas), por 
medio de evaluación morfológica y de la prueba de reducción del MTT. 

Contribuciones y Conclusiones: En base a los resuNados obtenidos se concluyó que la 
T-514 se metaboliza en presencia de enzimas microsomales obteniéndose dos productos 
de degradación de la misma (M, y M2). Los productos de degradación de la T-514 obtenidos 
en este estudio no mostraron citotoxicidad selectiva en las líneas celulares estudiadas; por 
lo anterior se descarta que los mismos sean los responsables del efecto de selectividad 
hacia las células tumorales. 

F IRMA DI 



TABLA DE CONTENIDO 

Capítulo Página 

1. INTRODUCCION 1 

1.1 Metabolismo 1 

1.2 Estudio del metabolismo de fármacos en desarrollo 5 

1.3 T-514 del genero Karwinskia 11 

1.4 Hipótesis 18 

1.5 Objetivo general 18 

1.6 Objetivos específicos 19 

2. MATERIAL Y METODOS 

2.1 Material 22 

2.1.1 Material Biológico 22 

2.1.2 Reactivos, material y equipo 23 

2.1.2.1 Reactivos 23 

2.1.2.2 Cultivo primario y aislamiento de microscmas — 26 

2.1.2.3 Extracción de T-514 de muestras biológicas 27 

2.1.2.4 Técnicas Cromatográficas — — 28 

2.2 Métodos. 30 

2.2.1 Modelo in vitro 30 

2.2.1.1 Procedimiento para la obtención de 

microsomas hepáticos 31 



2.2 12 Procedimiento para la determinación de 

proteínas — 33 

2.2.1.3 Procedimiento para la incubación de los 

microsomas con la T-514 y obtención de 

muestras para la determinación de la 

T-514 y sus potenciales productos 

de degradación 33 

2.2.1.4 Procedimiento para la obtención del cultivo 

primario de hepatocítos de rata 36 

2.2.1 5 Exposición del cultivo primario de nepatocítos 

a la T-514 38 

2.2.1.6 Obtención de las muestras para la 

determinación de la T-514 y sus 

metabolitos 39 

2.2.1.7 Extracción liquido-líquido de la muestras 

dei modelo in vi'tro 41 

2.2.1.9 Procedimiento para la evaluación de la 

cltotoxicidad selectiva de los metabolitos 

de la T-514 en células de erigen 

benigno y neoplásioo — 4 2 

2.2.1 9 Exposición de la T-514 a las soluciones 

amortiguadoras según Sórensen (pH 7.3, 

5 0 y 3.5) y al plasma de perro (¡n-vitro), 

y obtención de muestras para (a determinación 

de la T-514 y sus probables productos de 

degradación 45 

2.2.2 Modelo Ai vivo 46 



2.2.2.1 Administración de T-S14 a los perros Beagle 46 

2.2.2.2 Obtención de muestras sanguíneas 

de perros Beagle 47 

2.2.2.3 Administración de T-514 a pacientes del 

Protocolo 11/15 47 

2.2.2.4 Obtención de muestras sanguíneas de 

pacientes del Protocolo 11/15 48 

2.2.2.5 Procedimiento para la extracción de la T-514 

y de sus posibles metabolitos por precipitación 

de proteínas en el caso del modelo in vivo- 49 

3. R E S U L T A D O S 50 

3.1 Modelo in vitro 50 

3.1.1 Evaluación del metabolismo de la T-514 en 

microsomas hepáticas 50 

31.1.1 Microsomas hepáticos de ratón — 50 

3.1.1.2 Microsomas hepáticos de rata — — — — 5 2 

3.1.1.3 Microsomas hepáticos de cobayo 57 

3 1.1.4 Microsomas hepáticos de perro 59 

3.1.1.5 Microsomas hepáticos de mono 61 

3.1.1.6 Microsomas hepáticos de origen humano 65 

3.1.1.7 Comparación de la actividad de microsomas 

de diferentes especies incubados con la 

T-514 67 

3.1.2 Evaluación del metabolismo de la T-514 en 

cultivo primario de hepatocitos de origen 

animal y humano 70 



3.1.2.1 Cultivo primarlo de hepatocitos de rata 70 

3.1 2.2 Cultivo primario de hepatocitos de origen 

humano — — — — 72 

3.1.2.3 Resultados de la incubación de la T-514 

en solución amortiguadora a pH 7.3, 

apH 5.0 y a pH 3.5 81 

3.1 .2.4 Resultados del análisis de los 

productos de degradación de la T-514 

obtenidos en la solución amortiguadora 

de fosfatos 88 

3.1 2.4 Determinación de la crtotoxicidad de los 

productos de degradación de la T-514 

obtenidos de la solución amortiguadora de 

fosfatos pH 7.3 y evaluación de su selectividad 95 

3.12.3 Resultados de la incubación de la T-514 

en plasma de perro 96 

3.2 Sistemas in vivo. 97 

3.2.1 Monitorio de la T-514 en plasma de peno, 

después de su administración intravenosa 97 

3.2.2 Monitoreo de la T-514 en plasma de pacientes 

del protocolo I 1/15 98 

4. DISCUSION 100 

5. CONCLUSIONES 111 

APENDICE 1 113 

APENDICE 2 116 

REFERENCIAS 145 



LISTA DE FIGURAS 

Figura Página 

13 1 Estructura química de la T-514 (Peroxisomicina A1) 

2 Diagrama del procedimiento para la obtención de 

microsomas hepáticos 32 

3 Diagrama de! procedimiento para la obtención de 

muestras a partir de microsomas hepáticos 35 

4 Diagrama del procedimiento para el cultivo primario de 

6 Diagrama para la obtención de muestras a partir 

del cultivo primario de hepatocitos 39 

7 Diagrama para la obtención de muestras control de 

medio de cultivo 40 

8 Diagrama de extracción líquido-líquido para las 

muestras ¡n vitro 41 

9 Determinación de T-514 en los microsomas de 

hígado de ratón 52 

10 Determinación de T-514 en los microsomas de 

hígado de rata 54 

11 Cromatogramas obtenidos de las muestras de T-514 

incubada en microsomas de rata (12.5 //g/ml)- 55 

12 Espectros U V-Vis de la T-514 y de los compuestos 

hepatocitos de rata 

5 Diagrama para la exposición del cultivo primarlo de 

hepatocitos a laT-514 38 

37 



M1 y M2 detectados en los microsomas de rata- •—56 

13 Determinación de T-514 en los microsomas de 

hígado de cobayo 57 

14 Determinación de T-514 en los microsomas de 

hígado de perro Beagle 59 

15 Determinación de T-514 en los microsomas de 

hígado de mono 62 

16 Cromatogramas obtenidos de las muestras de T-514 

incubada en microsomas de mono (12.5 //g/ml) 63 

17 Espectros UV-Vis de la T-514 y del compuesto M1 

detectados en los microsomas de mono 64 

18 Determinación de T-514 en los microsomas de 

hígado de origen humano 66 

19 Comparación de la actividad de microsomas (250 pg/ml) 

de diferentes especies incubados con T-514 68 

20 Comparación de la actividad de microsomas (125 /;g/ml) 

de diferentes especies incubados con T-514 69 

21 Comparación de la actividad de microsomas (12,5 //g/ml) 

de diferentes especies incubados con T-514 70 

22 Determinación de T-514 en cultivo primario de 

hepatocitos de rata 71 

23 Determinación de T-514 en cultivo primaria de 

hepatocitos de origen humano 73 

24 Cromatogramas obtenidos de las muestras de 



hepatocitos de origen humano expuestos 

a la T-514 74 

25 Espectros UV-Vis de la T-514 y del compuesto 

M1 detectados en los hepatocitos de origen humano 75 

26 Cromatogramas obtenidos de las muestras de la 

T-514 en el medio donde se cultivaron los 

hepatocitos de origen humano- 77 

27 Espectros UV-Vis de la T-514 y de los compuestos 

M1 y M2 detectados en el medio donde se cultivaron 

los hepatocitos de origen humano 78 

28 Cromatogramas obtenidos de las muestras del medio 

control incubado con T-514 79 

29 Espectros UV-Vis de la T-514 y de los compuestos 

M1 y M2 detectados en el medio control 80 

30 Determinación de la T-514 en soluciones 

amortiguadoras según Sdrensen 81 

31 Cromatogramas obtenidos de las muestras de 

la T-514 incubada en solución amortiguadora de 

fosfatos a pH 7.3 83 

32 Espectros UV-Vis de la T-514 y de los compuestos 

M1 y M2 detectados en la solución amortiguadora de 

fosfatos a pH 7.3 84 

33 Cromatogramas obtenidos de las muestras de la 

T-514 incubada en microsomas de rata (1) y en la 



solución amortiguadora de fosfatos a pH 7.3 (2) 85 

34 Cromatogramas obtenidos de las muestras de T-514 

incubada en la solución amortiguadora de fosfatos 

a pH 5.0 86 

35 Espectros UV-Vis de la T-514 y compuesto M1 detectados 

en la solución amortiguadora de fosfatos a pH 5.0 87 

36 Cromatogramas de los compuestos obtenidos de la 

T-514 incubada en solución amortiguadora de fosfatos 

a pH 7.3 (1), del estándar de la T-510 (2) y del estándar 

de la T-496 (3) 90 

37 Espectros UV-Vis de la T-510 y del compuesto M2 91 

38 Cromatogramas obtenidos de la T-496 incubada en 

solución amortiguadora de fosfatos a pH 10 (1) y de la 

T-514 incubada en solución de fosfatos a pH 7.3 (2) 93 

39 Espectros UV-V/s del compuesto M1 y del compuesto de 

degradación de la T-496 94 

40 Determinación de la T-514 en plasma de perro in vitro 96 

41 Determinación de la T-514 en plasma de perro in vivo 98 

42 Determinación de la T-514 en plasma de pacientes 

del protocolo 11/15 99 



LISTA DE FIGURAS EN APENDICE 2 

Figura Página 

1 Cromatogramas de T-514 en mi ero so mas 

de ratón (250 /jgAnl) 117 

2 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de ratón (125 //g/lml) 118 

3. Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de ratón (12.5 j/g/ml) 119 

4 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de rata (250 ¿/g/ml) 120 

5 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de rata (125¿/g/ml) 121 

6 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de rata (12.5 prg/ml) 122 

7 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de cobayo (250 pg/ml) 123 

8 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de cobayo (125 /jg/ml) 124 

9 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de cobayo (12.5 ¿/g/ml) 125 

10 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de perro (250 j/g/ml) 126 

11 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de perro (125 /yg/ml) 127 



12 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de perro (12.5 pg/ml) 128 

13 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de mono (250 pg/ml) 129 

14 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de mono (125 ¿/g/ml) 130 

15 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de mono (12.5 j/gAnl) 131 

16 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de origen humano (250 ¿;g/ml) 132 

17 Cromatogramas de T-514 en microsomas 

de origen humano (125 ̂ g/ml) 133 

18 Cromatogramas de T-514 en microsomas de 

origen humano (12.5 ¿/g/ml) 134 

19 Cromatogramas de T-514 en hepatocitos de rata 135 

20 Cromatogramas de T-514 en el medio donde se 

cultivaron los hepatocitos de rata 136 

21 Cromatogramas de T-514 en el medio control 137 

22 Espectro de 1HRMN del compuesto M1 138 

23 Espectro de 1HRMN del compuesto M1 139 

24 Espectro de 1HRMN del compuesto M1 140 

25 Espectro de 1HRMN del compuesto M1 141 

26 Espectro de nHRMN del compuesto M1 142 

27 Cromatogramas de T-514 en plasma de perro in vivo- 143 



28 Cromatogramas de T-514 en plasma de pacientes 

del protocolo 11/15 144 



ABREVIATURAS 

% Porciento 

± Más-menos 

X Promedio 

g Aceleración de la gravedad aplicada para 

sedimentar una partícula dada, 

pg/ml Microgramos por mililitro 

pm Micròmetro 

fjM Micromolar 

°C Grados Celsius 

Al Aluminio 

CCF Cromatografía en Capa Fina 

cel/ml Células por mililitro 

Cois. Colaboradores 

CO;, Dióxido de carbono 

CCP Cromatografía en capa preparativa 

CT0 Concentración citotóxica 0% 

CTW Concentración citotóxica 50% 

CT,W Concentración citotóxica 100% 

DE Desviación estándar 

DNA Acido desoxirribonucleico 



g Gramos 

HP Hewlett-Packard 

HPLC Cromatografía de Líquidos de Alta 

Resolución 

1HRMN Resonancia magnética nuclear de 

hidrógeno, 

hrs Horas 

KCI Cloruro de potasio 

Kg Kilogramo 

KOH Hidróxido de potasio 

M Molar 

MEM Medio Esencial Mínimo 

mg/ma Miligramos por metro cuadrado 

min Minutos 

mi Mililitro 

mm Milímetro 

MTT bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-

Difeniltetrazolio 

n Número de muestras 

NADPH Nicotín adenín dinucleótido fosforilado 

reducido 

NaCI Cloruro de sodio 

nm Nanómetros 

P6S Solución amortiguadora de fosfatos 



PM Peso molecular 

Rf Razón de la distancia que recorre la 

muestra con respecto al eluente 

rpm Revoluciones por minuto 

seg Segundos 

Tr Tiempo de retención 

U/ml Unidades por mililitro 

UV-Vis Ultravioleta visible 



CAPITUL01 

INTRODUCCION 

1.1 Metabolismo 

Desde Paul Ehrlich se sabe que los fármacos actúan en el organismo 

frente a células que efectúan la respuesta observada. Para producir esta 

respuesta los fármacos pueden actuar frente a la célula blanco tal como se 

administran, o bien requieren de una biotranstormación previa para poder 

generar la respuesta actuando como metabolito (s) de la substancia original1. 

Este proceso de biotransformación o metabolismo se lleva a cabo 

principalmente en el hígado, el cual contiene altas concentraciones de 

sistemas enzimáticos, los cuales son capaces de utilizar a los compuestos 

exógenos como substrato y generalmente transformarlos a compuestos más 



fácilmente excretables. Otros órganos con capacidad metabòlica importante 

son el riñón, el intestino y el pulmón8. 

Del proceso metabòlico se han descrito 2 fases: la fase I o 

degradatíva, en la que se incluye la oxidación, la reducción y la hidrólisis y 

la fase II o sintética, que incluye la acilación, la alquilación y la conjugación 

con compuestos endógenos tales como el ácido glucurónico, el glutatión , el 

ácido acético o el ácido sulfúrico2. 

Dentro de la fase I las reacciones de oxidación se producen 

principalmente en la fracción microsomal del hígado y en menor grado en la 

mitocondria, el núcleo y la membrana plasmática. Todas estas son 

reacciones catalizadas por el sistema de monooxigenasas u oxigenasas de 

función mixta las cuales se encuentran en la superficie del retículo 

endoplásmico liso. Este sistema microsomal es, con mucho el que interviene 

en el metabolismo de la mayoría de los fármacos9. 



La actividad del sistema de monooxigenasas de función mixta 

requiere de la presencia de un flujo de electrones, los cuales son aportados 

por la NADPH-citocromo P-450 reductasa a partir del NADPH hasta un 

complejo formado por el substrato o fármaco con una hemoproteína 

denominada citocromo P-450. En este proceso de oxidación por el sistema 

del citocromo P-450 también está involucrada la formación de radicales 

libres (intermediarios reactivos); es decir, la liberación de productos de 

reducción del oxígeno (O,) que no están acoplados a substratos de 

hidroxilación, como son el anión superóxido (O, ) y el peróxido de hidrógeno 

(H202) entre otros. El anión superóxido se origina a partir del oxígeno, el cual 

es un compuesto con una gran capacidad para formar radicales libres. Por lo 

tanto, la formación del anión superóxido, peróxido de hidrógeno y en 

especial el radical hidroxilo (OH'), conlleva un alto potencial tóxico para las 

células y tejidos a los que lesiona, ya sea por acción directa mediante la 

inactivación de sistemas enzimáticos o bien de manera indirecta por la 

estimulación del proceso de peroxidación de lípidos2. 



Las reacciones de reducción también se llevan a cabo en la fracción 

microsomal hepática y ocurren con menos frecuencia que las oxidativas. 

Algunas de las enzimas responsables del proceso de reducción son la 

citocromo P-450 reductasa y la NADPH-citocromo c-reductasa2-4. 

Las reacciones de hidrólisis son producidas por hidrolasas que se 

encuentran ampliamente distribuidas en el plasma y los tejidos, las cuales 

pueden ser esterasas, amidasas, glucosidasas o peptidasas2. 

Dentro de las reacciones de la fase II, la conjugación se lleva a cabo 

principalmente en los microsomas o en el citosol de las células hepáticas, 

pero también puede ocurrir en otros órganos tales como el pulmón y el rifíón. 

El proceso se lleva a cabo por medio de las enzimas denominadas 

transferasas, las cuales catalizan el acoplamiento de una substancia 

endógena activada, como el uridin 5'difosfato (UDP] con un fármaco o 

compuesto exógeno4. 



En términos generales, las reacciones de biotransformación generan 

metabolitos inactivos más polares, que son fácilmente excretables2-3-*. Sin 

embargo, en algunos casos se producen metabolitos con potente actividad 

biológica o con propiedades tóxicas, los cuales en el caso de algunos 

fármacos son los responsables de la acción farmacológica o de la toxicidad 

de los mismos. Al respecto, algunos fármacos utilizados actualmente en la 

quimioterapia del cáncer como la Adriamicina, Daunorrubicina, Doxorrubicina 

y Mitomicina C y sus análogos, reaccionan con la enzima citocromo P-450 

reductasa en presencia de NADPH, para formar metabolitos activos 

(radicales semiquinónicos o de otro tipo), los cuales son productos 

intermediarios responsables de su efecto antitumoral y de algunos de sus 

efectos tóxicos, particularmente hacia corazón6,6-7,8. 

1.2 Estudio del metabolismo de fármacos en desarrollo. 

El estudio del metabolismo de los fármacos en desarrollo, puede 

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



en el análisis 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 in vitro, se encuentran los microsomas hepáticos (obtenidos de 

diversas especies), el cultivo primario de hepatocitos y el sistema 

denominado rebanadas de hígado en cultivo. La FDA (Food and Drug 

Administraron) establece en su guía denominada "Drug Metabolism/Drug 

Interaction Studies in the Drug Development Process: Studies In Vitro", las 

técnicas y criterios para la realización de estudios in vitro de medicamentos 

en desarrollo. En dicha guía propone al citocromo P-450 y a los microsomas 

hepáticos como las principales herramientas en este rubro, ya que las 

enzimas responsables del metabolismo de la mayoría de los medicamentos 

de uso humano están contenidas en estos sistemas. 

Los microsomas de hígado se obtienen como una fracción subcelular 

de este tejido, la cual es obtenida por medio de ultracentifugación diferencial. 

Todas las enzimas del sistema citocromo P-450 son colectadas en la 

tracción microsomal. Se ha descrito que las enzimas del citocromo P-450 



conservan su actividad en los microsomas y/o en el hígado aislado, si éstos 

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 hepáticos intactos, en los cuales los cofactores 

son autosuficientes y la orientación natural para la actividad enzimàtica está 

preservada. En este contexto, tanto los hepatocitos aislados, como las 

rebanadas de hígado en cultivo son considerados los modelos más 

adecuados. El cultivo de rebanadas de hígado es un sistema complejo en 

cuanto al mantenimiento de su viabilidad celular y capacidad metabòlica. Por 

otro lado, el cultivo primario de hepatocitos es considerado una variante de 

gran utilidad por la conservación de su capacidad metabòlica, lo cual ha sido 

ampliamente demostrado. Al respecto, Dallner y cois.9 demostraron que los 

hepatocitos en cultivo primario conservan la actividad del citocromo P-450, 

de la NADPH citocromo C reductasa y de la Glucosa-6-fosfatasa. Por otro 

lado. Gram y cois.10 demostraron que las reacciones de desmetilación e 

hidroxilación están preservadas en este tipo de cultivos. La capacidad de los 

hepatocitos para formar conjugados con ácido glucurónico y la conservación 



de la actividad de la L-piruvatocinasa (específica del parénquima hepático) 

ha sido reportado por Van Berkel y cois11. 

El cultivo primario de hepatocitos ha sido utilizado para el estudio de 

diversos procesos celulares que incluyen, la síntesis de DNA12-13, eventos de 

transcripción de genes y efectos h o r m o n a l e s ' p r o c e s o s 

secretores17'1019, metabolismo y efectos de xenob ¡óticos como el etanol y 

diversos medicamentos20,21,22, así como, evaluación de hepatotoxicidad y de 

efectos carcinogénkxs y mutagénicos23. En relación a la uso de los sistemas 

in vitro para la evaluación del metabolismo de diversos fármacos, Vrignaud y 

cois.24 investigaron el metabolismo de la Doxorrubicina en cultivo primario de 

hepatocitos de ratón y de rata y encontraron dos metabolitos de la misma en 

ambas especies. Jamis-Dow y cois.26 por otro lado, utilizaron rebanadas de 

hígado humano, así como, microsomas de hígado de origen humano y de 

rata, para estudiar el metabolismo del Taxol (compuesto con actividad 

antitumoral); lo que permitió además conocer la interacción de este 

compuesto con otros medicamentos, y las diferencias metabólicas 

interespecie. En este estudio se estableció que el Taxol es metabolizado por 

el sistema del citocromo P-450 a 6-alfahidroxitaxol y que el proceso 



metabòlico fue diferente en los microsomas de origen humano y en los de 

rata. Por otro lado Valles y cois.2® evaluaron el metabolismo de Mofaroteno 

en cultivo primario de hepatocitos y en microsomas hepáticos obtenidos de 

diferentes especies y compararon los resultados con los datos obtenidos in 

vivo en las mismas especies y encontraron una buena correlación entre los 

perfiles metabòlicos obtenidos in vivo (rata, perro y humano) y los obtenidos 

in vitro, en los microsomas de hígado y hepatocitos de la especie 

correspondiente. En el mismo estudio se investigaron las diferencias 

metabòlicas interespecie, en microsomas de hígado de ratón, rata, perro, 

mono y de humano, y se demostrò que los perfiles metabòlicos tanto 

cualitativa como cuantitativamente fueron similares en los microsomas 

hepáticos de mono y de humano. Fischer y cois.27 utilizaron el cultivo 

primario de hepatocitos y microsomas hepáticos de origen humano para 

predecir la interacción del metabolismo del Verapamil en presencia de 

Cimetidina. En dicho estudio se observó que el metabolismo del Verapamil 

se inhibió con Cimetidina y que esta inhibición fue similar a la reportada para 

estudios in vivo. Los mismos autores reportaron que el cultivo primario de 

hepatocitos es un sistema que permite evaluar tanto las reacciones de la 



fase I como las de la fase II del metabolismo, y de esta forma hacer 

predicciones cuantitativas de varias vías metabólicas, las cuales se acercan 

estrechamente a las situaciones que ocurren en el humano. Mas-Chamberlin 

y cois.26 estudiaron el metabolismo de la •ihidro-atfa-ergocriptina, 

9,10(9 10,3H(N)] en cultivo de hepatocitos de rata y humano, así como, en 

microsomas de rata, de mono y de humano y encontraron que en ambos 

sistemas in vitro (cultivo de hepatocitos y microsomas) el compuesto fue 

extensamente metabolizado. Al respecto reportaron, basados en los 

patrones cromatográficos, la formación de ocho metabolitos en los 

microsomas de origen humano, de los cuales siete también se encontraron 

en los microsomas de rata y seis en los de mono. Basados en lo anterior los 

autores llegaron a la conclusión de que los metabolitos detectadas en los 

microsomas de origen humano también fueron producidos en los 

microsomas de rata y de mono. Con lo anteriormente mencionado se puede 

concluir que tanto los microsomas hepáticos como el cultivo primario de 

hepatocitos son sistemas de gran utilidad para la realización de estudios 

toxicológicos y de metabolismo. 



Ya que los resultados del estudio del metabolismo de un compuesto in 

vitro no son directamente extrapolares al fenómeno in vivo, dichos estudios 

generalmente brindan información que precede a los estudios in vivcP. 

Para la evaluación del metabolismo de un compuesto in vivo se han 

utilizado animales de diferentes especies entre los que se encuentran el 

ratón, la rata, el cobayo, el conejo, el perro, y el mono, entre otros. En 

general se acepta que entre mas cercana sea la especie al humano mayor 

será la posibilidad de extrapolar conclusiones del proceso metabòlico. 

1.3 T-514 del género Karwinskia. 

Al género Karwinskia pertenecen plantas de la familia de las 

Rhamnaceas, distribuidas prácticamente en todo el territorio mexicano, en el 

Suroeste de los Estados Unidos de Norteamérica y en parte de Centro 

América. La Karwinskia fue descrita por primera vez en el siglo XVIII por el 

sacerdote Jesuita Francisco Javier Clavijero en el libro "Historia de la 

Antigua o Baja California"*1 como una planta tóxica. Dreyer y cois.3' en 1975 

aislaron del endocarpio de la Karwinskia humbolcttiana cuatro compuestos 



antracenónicos dimérícos a los que llamaron por su peso molecular T-496, 

T-514, T-516 y T-544. Posteriormente Waksman y cois.32 y Rivas y cois.® 

han hecho modificaciones a las técnicas originales de aislamiento para la 

obtención de éstas y otras antracenonas, entre ellas dos diastereoisómeros 

y dos isómeros posicionales de la T-514. 

De todos los compuestos aislados a la fecha, la T-514 originalmente 

descrita por Dreyer y cois.2® (figura 1) ha resultado de particular interés por 

su toxicidad selectiva hacia células de origen tumoral34. Dicha toxicidad 

selectiva se estudió iniciaimente en líneas celulares de hígado, pulmón y 

colon de origen neoplásico y benigno. Al comparar los resultados obtenidos 

con este compuesto con los de otros agentes antineoplásicos como la 

Vincristina, el 5-Fluoruracilo, la Doxorrubicina, la Epidoxorrubicina y la 

Mitomicina, se observó un mayor Indice Terapéutico para la T-514 lo cual 

hizo suponer que esta substancia podría ser un potencial medicamento 

antineoplásico35, Lo anterior fue motivo de una patente otorgada por la 

Comunidad Económica Europea en 1995, así como, par los Estados Unidos 

de Norteamérica y Japón en 1996 y 1997, respectivamente. 



OH OH O 

Figura 1. Estructura química de la T-514 (Peroxisomicina A1). 

La toxicidad selectiva de la T-514 reportada por Piñeyro y cois, se 

corroboró en estudios in vitro realizados en el National Cáncer Institute (NCI) 

en un panel de 60 líneas celulares de origen neoplásico. Actualmente la 

T-514 se encuentra en estudios de fase clínica i en pacientes con carcinoma 

avanzado sin tratamiento alternativo38 (Protocolo I 1/15 inscrito en la 



Subdirección de Investigación y Estudios de Posgrado de la Facultad de 

Medicina de la UANL). 

Ya que se ha demostrado que la T-514 tiene características que la 

hacen un producto de interés farmacológico en la terapéutica del cáncer, 

resulta de particular importancia el conocer su comportamiento 

farmacocinético el cual incluye, su absorción, distribución, metabolismo y 

excreción, así como, su farmacodinamia o mecanismo de acción lo que 

permitiría el manejo adecuado y racional de este compuesto como fármaco. 

En relación al posible mecanismo de acción de la T-514, Sepúlveda y 

cois.37-38 reportaron que ésta produce una marcada disminución en el número 

de peroxisomas de hepatocitos de rata y de mono. Adicional mente 

Sepúlveda y cois* demostraron en estudios efectuados en levaduras 

metilotróficas (Candida boidinii y Hansenuia polymorpha), que la T-514 

afecta de manera selectiva e irreversible la integridad de la membrana 

peroxisomal. Este efecto selectivo sobre la membrana peroxisomal llevó a 

los investigadores a renombrar a la T-514 como Peroxisomicina A1 donde la 



letra A y el número 1 provienen de la nomenclatura para estereoisómeros de 

esta naturaleza establecida por Steglich y Gilí40. 

Moreno y cois.41 establecieron que la T-514 produce inhibición de tipo 

no competitivo sobre la catalasa hepática obtenida de animales de tres 

especies. Posteriormente, Moreno y cois.42 realizaron estudios ¡n vivo en 

ratones intoxicados con T-514 y demostraron, tanto por métodos 

bioquímicos como histoquímicos, que la T-514 no produce inhibición de la 

catalasa hepática, por lo anterior sugirieron que la catalasa no estaba 

involucrada en forma directa en el daño peroxisomal. 

Garza y cois.43 estudiaron el efecto de la T-514 sobre la 

lipidoperoxidación microsomal hepática. Adicional mente los mismos autores 

reportaron la producción de radicales libres por la T-514 en cultivo primario 

de hepatocitos y la disminución de la citotoxicidad de este compuesto en 

presencia de superóxido-dismutasa y catalasa44. Basados en lo anterior 

postularon la implicación del anión superóxido y el peróxido de hidrógeno en 

la toxicidad producida por este compuesto. Al respecto es importante 



mencionar que se ha reportado la producción de radicales libres, daño al 

DNA e inducción de lipidoperoxidación como parte del mecanismo de acción 

antitumoral de algunos agentes antineoplásicos como la Mitomicina C y las 

antraciclinas (Doxorrubiclna y Daunorrubicina)Sfl7B. 

Por otra parte Guerrero y cois.46 reportaron un proceso de 

autooxidación de la T-514 en sistemas no enzimáticos, así como, en 

microsomas hepáticos. También relacionado con el posible mecanismo de 

acción de este compuesto, Martínez y cois.40 reportaron que induce 

apoptosis en líneas celulares de origen tumorai. 

Ya que a la fecha no se conoce si la T-514 es metabolizada por el 

hígado, y dado que ésta se relaciona estructu ral mente con compuestos 

polifenólicos aromáticos con actividad antitumoral ya conocida23, los cuales 

ejercen su acción a través de metabolitos activos producidos en el 

organismo, se planteó el siguiente protocolo, con el propósito de investigar el 

posible metabolismo de la T-514 in vitro e in vivo. Además de lo anterior, se 



propone aislar a los metabolitos de la T-514 (si los hubiere) e investigar la 

posible acción selectiva de los mismos hacia células de origen tumoral. 

Para propósito de esta tesis la peroxisomicina A1 será mencionada 

como T-514. 



1.4 HIPOTESIS 

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

responsables de su acción selectiva hacia células tumorales. 

1.5 OBJETIVO GENERAL 

Detección de los metabolitos de la T-514 in-vitro e in-vivo. 



1.6 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

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

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

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

T-514. 

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

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

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

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



5. Exponer a los microsomas hepáticos de ratón, rata, cobayo, perro, mono 

y de humano a la T-514. 

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

microsomas hepáticos de las especies mencionadas en el punto 5 por 

medio de HPLC. 

7. Administrar la T-514 a perros Beagle. 

8. Determinar la presencia de la T-514 y/o de sus metabolitos 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 I 1/15 del ensayo fase clínica I, por medio de 

HPLC. 

10. Aislar los metabolitos que se hubiesen detectado in vitro e in vivo. 



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 Material Biológico 

Ratas Wistar (ambcs sexos) de 8-12 días de nacidas, para el cultivo 

primario de hepatocitos. 

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

microsomas hepáticos. 

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

microsomas hepáticos. 

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



Plasma de pacientes del Protocolo 11/15 (Pacientes con carcinoma 

avanzado sin tratamiento alternativo). 

Microsomas de ratón, cobayo, perro beagle y humano, obtenidos de 

In Vitro Technologies, Inc., Baltimore, MA, EUA. 

Cultivo primario de hepatocitos de origen humano, obtenidos de In 

Vitro Technologies, Inc. 

Líneas celulares hepáticas de origen humano: Chang liver (CCL13) y 

Hep Ga (HB8065) 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 vitro como en el Modelo 

in vivo se obtuvieron de Sigma Chemical Co.,San Louis, MO, EUA, Merck 

Darmstadt, RFA, Productos Químicos Monterrey, SA, México, BIO-RAD, CA, 

EUA y de In Vitro Technologies, Inc. 



Sigma Chemical Co.: 

Medio Williams E 

Medio Esencial Mínimo (MEM) 

Colagenasa 

Suero de ternera 

Penicilina 

Estreptomicina 

Fungizona 

Fosfato de potasio monobásico 

Fosfato de sodio dibásico 

Acido cítrico monohidratado 

Cloruro de potasio 

Benceno 

Merck Darmstadt. 

Etanol calidad gradiente 

Metanol grado HPLC 

Acetato de Etilo grado HPLC 



Productos Químicos Monterrey, S.A.: 

Hidróxido de potasio 

Acido clorhídrico 

Acetona 

Eter de petróleo 

BIO-RAD: 

Kit para determinación de proteínas 

in Vitro Technologies, Inc.: 

Medio de cultivo para hepatocitos humanos (lote 14L5) 

T-514: 

La T-514 se aisló y purificó en el Departamento de Farmacología y 

Toxicoiogfa de la Facultad de Medicina de la UANL y se almacenó a -20°C, 

protegida de la luz hasta su uso. 



2.1.2.2 Cultivo Primarlo y aislamiento de mlcrosomas. 

Para el cultivo primario de hepatocrtos y el aislamiento de los 

microsomas de rata y mono se usó el siguiente material y equipo: 

Cajas de Petri desechables. 

Matraces Erlenmeyer de 250 mi (Pyrex) 

Placa de calentamiento con agitador magnético PC 101 (Corning) 

Equipo de disección 

Pipetas Pasteur desechables 

Membranas de filtración de 0.22 //m de diámetro de poro (Millipore) 

Tubo para centrífuga de polipropileno de 15 mi con tapón de rosca 

(Corning) 

Tubos para ultracentrifuga de poüalomero (Beckman) 

Cámara de Neubauer 

Invertoscopio Axiovert 100 (Cari Zeiss) 

Campana de flujo laminar 

Incubadora modelo 5410 (Ñapeo) 

Ultracentrifuga L8-M (Beckman) 



Desmembranizador sónico Modelo 300 (Fisfter) 

Homogenizador Con-Torque (Eberbach) con vaso de vidrio (Potter-

Elvetijem) y émbolo de teflón 

Espectrofotómetro Bio Assay Reader HTS7000 (Perkin Elmer) 

Centrífuga Spinchron (Beckman) 

Potenciómetro modelo 0 320 (Beckman) 

Balanza analítica modelo AB240 (Mettler Toledo) 

Espectrofotómetro Beckman DU7500 con arreglo de diodos y 

controlador de temperatura Peltier. 

2.1.2.3 Extracción de la T-514 de muestras biológicas. 

Para la extracción de la T-514 del medio de cultivo, de las células, de 

los microsomas y del plasma se utilizó el siguiente material y equipo: 

Tubos de vidrio de 5 mi con EDTA (Vacutaíner®) 

Tubos de vidrio 13X150 con tapón de rosca (Pyrex) 

Tubos de vidrio 13X100 con tapón de rosca (Pyrex) 

Tut>os Eppendorf de 1.5 mi 



Pipeta automática, 10-100 (Eppendorf) 

Pipeta automática, 20 ¡J\ (Eppendorf) 

Pipeta automática, 100-1000 pl (Eppendorf) 

Puntillas para pipetas automáticas 

Microcentrifuge 5415C (Eppendorf) 

Rotavapor 011 (Buchi) 

Vortex (Scientific/Products) 

Membranas de 0.45 ¿/m de tamaño de poro (Millipore) 

2.1.2.4 Técnicas Cromatográflcas. 

La técnica de cromatografía de líquidos de alta resolución se 

designará con las siglas HPLC. 

HPLC Analítico I: 

Cromatógrafo de líquidos Hewlett-Packard Modelo 1090 con arreglo 

de diodos, columna ODS Hipersil con 5 í̂ m de tamaño de partícula, de 100 

mm de longitud y con un diámetro de 2.1 mm (HP). Viales de 2 ml y septas 

de teflón para viales (HP). 

Eluente 1a Condiciones: 

A = Metanol 



B = A9ua -Acetonitrilo-Acido acético (70:30:1.6) 

Tiempo (min) %A % B 

0-4 65 35 

4-6 100 0 

6-6 100 0 

B-10 65 35 

Flujo: 0.4 ml/min 

Temperatura: 26.9°C 

Longitud de Onda : 410, 269, 310 nm. 

HPLC Analítico II: 

Cromatógrafo de líquidos Hewlett-Packard Modelo 1100 con detector 

UV-Vis de longitud de onda variable. Columna ODS Hipersil con 5 fjm 

de tamaño de partícula de 100 mm de longitud y con un diámetro de 

2.1 mm (HP). Viales de 2 mi y septas para viales (HP). Las 

condiciones usadas para este sistema fueron las mismas que las 

descritas para HPLC I. 



CCF. 

Cromatofolios Al de sílica gel 60 WF254 (Merck). Espesor de 0.2 mm 

Eluente ib Benceno-Acetona (3:1). 

Detección CCF: 

Lámpara UV de 253.7 y 375.0 nm: GELMAN SCIENCES, INC. Modelo 

No. 51438. Revelador: solución KOH en etanol al 5 %. 

CCP: 

Sílica gel 60 GF254 Merck, para cromatografía en placa, con un 

espesor de capa de 0 5 mm. 

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

2.2 METODOS 

2.2.1 Modelo ¡n vitro. 

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

los siguientes modelos: 



Cultivo primario de hepatocitos de rata y de humano. 

Mi ero so mas hepáticos de origen animal (mono, ratón, cobayo, perro) 

y humano. 

2.2.1.1 Procedimiento para la obtención de microsomas hepáticos. 

Los microsomas hepáticos se aislaron de acuerdo a procedimientos 

previamente descritos47. Se utilizaron ratas Wistar macho y un mono Macaca 

mulata macho; las ratas se sacrificaron por dislocación cervical y el mono 

por medio de inyección intracardiaca de KCI al 10% a una dosis de 0.3 

mg/Kg. La pared abdominal de ambas especies se abrió con unas tijeras de 

disección y el hígado se perfundió in situ con una solución de KCI 0.154 M 

(pH 7.4) a través de la vena Porta. Posteriormente el hígado se extrajo, se 

pesó y se homogenizó. El homogenizado se centrifugó a 28,000 g durante 

30 min, se eliminó el precipitado y el sobrenadante se recuperó y se 

centrifugó a 105,000 g durante 60 min. Posteriormente se descartó el 

sobrenadante y se conservó el precipitado, el cual contenía los microsomas. 

Estos se resuspendieron en 5 mi de KCI 0.154 M (pH 7.4) y se determinó la 



concentración de proteínas microsomales. En la figura 2 se muestra el 

diagrama del procedimiento experimental. 

Rata Wistar (macho) 
Mono Macaca mulata (macho) 

Perfusión KCI 0.154 M, pH 7.4 
Hígado j| 

Homogenizar 

Centrifugar 28,000 g por 30 min 
Recuperar ^ ^ Eliminar 

Sobrenadante Botón 

Centrifugar 105,000 g por 60 min 
Eliminar ^ ^ ^ Recuperar 

Resuspender en KCI 
Sobrenadante Botón ( Microsomas) q 154 M pH 7 4 

i 
Determinación de 

Proteínas (Bradford) 
Figura 2. Obtención de microsomas hepáticos 



2.2.1.2 Procedimiento para la determinación de proteínas. 

La determinación de la concentración de proteínas en los microsomas 

se llevó a cabo por el método de Bradford49, para lo cual se prepararon 

curvas de calibración de estándares de albúmina sérica bovina. Este método 

se basa en la medición espectrofotométrica del complejo coloreado que se 

obtiene al reaccionar el azul brillante de Coomassie G-250 con los residuos 

de aminoácidos básicos. 

2.2.1.3 Procedimiento para la Incubación de los microsomas con la 

T-514 y obtención de muestras para la determinación de la 

T-514 y sus potenciales productos de degradación 

(metabolitos). 

Se utilizaron tres concentraciones de proteínas microsomales: 12.5, 

125 y 250 //g/ml en KCI 0.154 M a un pH 7.4, las cuales se expusieron a la 



T-514 (25 ¡JM). Se utilizaron tres muestras para cada concentración 

evaluada, y el experimento se realizó en dos ocasiones. La T-514 se disolvió 

en etanol-KCI 0.154 M a un pH 7.4 en una proporción 1:1. 

Las muestras de microsomas control tuvieron las mismas 

concentraciones de proteínas (12.5, 125 y 250 //g/ml), y a éstas solo se les 

agregó el solvente (etanol-KCI). 

También se incubó a la T-514 (25 fjM ) en KCI 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, 0.5, 1, 3, 6, 9,12 y 24, hrs. 

Al llegar al tiempo establecido, las muestras se sacaron de la 

incubadora y se agregaron 0.5 mi de metanol para detener la actividad 

microsomal. Posteriormente las muestras se sometieron a extracción líquido-



líquido con Acetato de Etilo para proceder a su análisis por HPLC con el 

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

O 
Proteínas microsomales 

(12.5, 125, 250/vg/ml) 
m 

T-514 25/vM i 
Control i l Etanol-KCI 

111 
i 

i t 

Incubar 37°C 
0,0.5, 1,3, 6,9, 12 y 24 hrs 

Agregar 

0.5 mi Metanol 

Extracción 
líquido-líquido 

I I I 
v 

II 
ü 

I 
Figura 3. Obtención de muestras de microsomas hepáticos 



2.2.1.4 Procedimiento para la obtención del cultivo primarlo de 

hepatocitos de rata. 

Para la obtención del cultivo primario de hepatocitos de rata se 

sacrificaron por decapitación 6 ratas Wistar de 8-12 días de nacidas, de 

acuerdo al método descrito por Acosta y cois.49. El hígado se perfundió 

in situ por la vena Porta con 10 mi de una solución amortiguadora de 

fosfatos a un pH 7.4, suplementada con colagenasa (80 U/ml), 

posteriormente los hepatocitos se disociaron por medio de agitación 

magnética a 37°C durante 10 min. en un matraz Erlenmeyer de 250 mi, que 

contenía 25 mi de la misma solución de colagenasa. Después de la agitación 

se recuperó el sobrenadante y se centrifugó en tubos cónicos durante 3 min 

a 3000 rpm y el botón celular se recuperó en medio Williams E. Las células 

se resuspendieron con 5 mi de medio y se repitió el proceso de 

centrifugación y lavado 4 veces, con el mismo medio. Al final de los lavados 

se eliminó el sobrenadante y el botón celular se resuspendió en medio 

Williams E suplementado con insulina, hidrocortisona y suero de ternera 

(10% vAr) como nutrientes. La densidad celular se ajustó a 1x10" cel/ml 

mediante conteo celular en un hemocitómetro, previa determinación de la 



viabilidad celular mediante la prueba de exclusión de azul de tripano50. Los 

hepatocitos se sembraron en cajas de Petri en el medio Williams 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 % C02. Los hepatocitos 

se lavaron cada 24 hrs con una solución amortiguadora de fosfatos pH 7.4. 

A las 72 hrs se evaluó la adhesión y morfología celular mediante 

observación 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. 
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sobrenadante 
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el hígado 
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sobrenadante 

Recuperar botón 9 
Lavar botón 
con medio 

Eliminar 
sobrenadante 

= > I E = > y 
Centrifugar a 
3000 rpm/3 min 

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

2.2.1.5 Exposición 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 sólo fueron expuestas al 

solvente (etanol). 

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

a la misma concentración y tiempos a los que fueron incubadas las células, 



2.2.1.6 Obtención de las muestras para la determinación 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 retiró con una pipeta Pasteur y se 

colocó en un tubo de vidrio al cual se le agregaron 0.5 mi de metanol. A los 

hepatocitos se les agregó 1 mi de PBS y las membranas de las células se 

lisaron con ultrasonido por 30 seg, la suspensión se transfirió a un tubo de 

vidrio, la caja se lavó con 0.5 mi de metanol y éste se agregó al tubo (figura 

6). 

Hepatocitos 

T-514 

medio 
+ 

Lavar con 
0.5 mi metanol 

Lisi 

Transferir a tubo 

Transferir a tubo 
Extracción 

liquido-líquido 

Figura 6 Preparación de muestras de cultivo primario de hepatocitos 



3.- Muestras de medio control con T-514: 

El medio se retiró de las cajas de Petri con una pipeta Pasteur y se 

colocó en un tubo de vidrio, la caja se lavó con 0.5 mi de metanol y éste se 

agregó al tubo, posteriormente las muestras se extrajeron con Acetato de 

Etilo para proceder a su análisis por HPLC I con el eluente 1a y así 

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

T-514 (figura 7). 

Transferir al tubo 

Extracción 

Transferir al tubo 

Figura 7. Preparación de muestras del medio control. 



2.2.1.7 Extracción líquido-líquido de las muestras del modelo In vltro. 

Las muestras de microsomas, hepatocitos o medio de cultivo solo, 

fueron extraídas en dos ocasiones con 5 mi de Acetato de Etilo, se agitaron 

en un vortex durante 1 min y se recuperó la fase orgánica. Posteriormente 

las muestras se evaporaron a sequedad por rotación al vacío y los extractos 

se resuspendieron en 0.5 mi de metanol. Los extractos obtenidos se filtraron 

a través de membranas de celulosa de 0.45 ¡jm de tamaño de poro y se 

transfirieron a un vial para su posterior análisis por HPLC I con el eluente 1a 

(figura 8). 

Muestra: 
Medio, células o microsomas 

Extraer con Acetato de Etilo 

» # Agitar 1 min 

Transferir fase orgánica 

Analizar por 

HPLC 
Evaporar y 
resuspender en 
0.5 mi de metanol 

Figura 8. Extracción líquido-líquido 



Para la evaluación de la citotoxicidad selectiva se realizaron los 

siguientes pasos: 

a)- Cultivo de células de hígado de Chang (origen benigno) y de células 

de Hepatoma G2 (origen neoplásico). 

Las células de ambas líneas se sembraron en frascos de cultivo con 

medio esencial mínimo (MEM) suplementado con suero fetal bovino en una 

relación 9:1, como nutrientes; estos frascos con las células se incubaron a 

37°C durante 2 a 3 días hasta la formación 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 separarlas entre sí. Las células se resuspendieron en 

medio MEM y se determinó la concentración celular en un hemocitómetro 

(cámara de Neubauer), ajustándose a 20x10a células por cada 0.1 mi. 



Posteriormente se agregó 0.1 mi de la suspensión celular (20,000 

células) a cada celdilla de la placa de 96 celdillas y las placas se incubaron a 

37°C durante 24-48 hrs hasta la formación de la monocapa celular lo cual se 

comprobó por revisión microscópica. 

b)- Exposición celular a los productos de degradación (metabolitos) de 

la T-514 y determinación de la CT«,. 

El medio de cultivo de las placas se retiró y se agregaron 100 pl de 

medio MEM a las 96 celdillas; posteriormente se agregó el producto de 

degradación (metabolito) de la T-514 disuelto en etanol. Se evaluaron 12 

concentraciones (160 /jg/ml hasta 0.078 /yg/ml) y se dejaron celdillas control, 

en las cuales sólo se agregó el solvente (etanol). Las placas se incubaron a 

37°c durante 72 hrs. La evaluación de las 12 concentraciones se realizó en 

dos ocasiones en experimentos separados. 

c)- Evaluación de la citotoxicidad selectiva. 

Evaluación morfológica: una vez transcurrido el tiempo de incubación 

(72 hrs), las células se revisaron microscópicamente con diferentes factores 

de amplificación (100x, 200x y 300x). El criterio de citotoxicidad evaluado fue 

la adhesión celular a la placa, las celdillas donde todas las células estaban 



desprendidas, se consideraron como celdillas con concentración citotóxica 

total (CT100), y las celdillas con adhesión celular igual a las células de las 

celdillas control, se consideraron como celdillas con concentración no 

citotóxica (CTa). 

Prueba de reducción del MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazolio): se evaluó la capacidad de las enzimas deshidrogenasas 

succinicas mitocondriales de las células viables para reducir al MTT a un 

compuesto azul (Formazan), producto que se midió 

espectrofotométricamente a 570 nm de acuerdo al método de Mosmann51. 

Las celdillas donde todas las células estaban muertas y cuya 

absorbancia correspondió a cero fueron consideradas como concentración 

citotóxica total (GT100), y la CTase obtuvo de las celdillas donde la medición 

de la viabilidad celular dio una absoitancia igual a la de los controles. 

La concentración citotóxica cincuenta porciento (CTW) se calculó como 

el promedio geométrico entre la CT100 y la CT0 de acuerdo al criterio 

previamente establecido por Ekwall88. Como criterio de selectividad se 

estableció una diferencia mínima de tres veces entre las CT» obtenidas de 

las células de origen benigno y neoplásica 



2.2.1.9 Exposición de la T-514 a las soluciones amortiguadoras según 

Sorensen (pH 7.3 , 5.0 y 3.5} y al plasma de perro ( í r h v l t r d y 

obtención de muestras para la determinación de la T-514 y sus 

probables producios de degradación. 

Además de la autooxidación reportada para la T-51446, se ha reportado 

en ta literatura para ciertas substancias la existencia de una degradación 

"espontánea" en condiciones fisiológicas, dependiente tanto del pH como de 

la temperatura, llamada efecto Hoffmann53S4S5SeST por tal motivo previo a la 

administración de la T-514 a los perros (modelo i'n Wvo), se prepararon 

soluciones amortiguadoras según Sórensen66, de fosfatos a pH 7.3, que 

remeda a las condiciones fisiológicas extracelulares, de citratos para el pH 

3.5 que remeda las condiciones fisiológicas intracelulares y de fosfatos a pH 

5.0. Adicional mente se prepararon muestras de plasma de perro con y sin 

dilución (1:10) en solución fisiológica (NaCI 0.9 %). Las soluciones 

amortiguadoras y el plasma (diluido y no diluido) se incubaron a 37°C en 

presencia de T-514 (25 ¿jM) disuelta en etanol, a los siguientes tiempos: 0, 

0.5, 1, 3, 6, 9, 12 y 24 hrs. Se utilizaron tres muestras para cada tiempo 



Las muestras de las soluciones amortiguadoras se filtraron a través de 

membranas de celulosa de 0.45 ^m de tamaño de poro, las muestras 

plasmáticas se procesaron por precipitación de proteínas como se describe 

en el punto 2.2.2.5, posteriormente las muestras se analizaron por HPLC I 

con el eluentela. 

2.2.2 Modelo in viva. 

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

Beagle y plasma de pacientes del Protocolo 11/15. 

2.2.2.1 Administración de T-514 a los perros Beagle. 

Se utilizaron 4 perros Beagle machos (con un peso promedio de 

12.32 Kg.), a los cuales se les uniformizó la alimentación, y se mantuvieron 

en ciclos de 12 hrs luz/obscuridad. Los perros se mantuvieron en ayuno 



2.2.2.2 Obtención de muestras sanguíneas de perros Beagle. 

Se tomaron muestras de sangre periférica con EDTA como 

anticoagulante, a los siguientes tiempos: 0 (previo a la administración de 

T-514), 1, 15, 30 y 60 min y 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 transfirió a 

tubos de vidrio y posteriormente la T-514 y sus posibles metabolitos se 

extrajeron por medio de precipitación de proteínas como se describe en el 

punto 2.2.2.5. Los extractos se analizaron por HPLC II con el eluente 1a y 

posteriormente por HPLC I con el eluente 1a. 

2.2.2.3 Administración de T-514 a pacientes del Protocolo 11/15. 

Para la evaluación del metabolismo de la T-514 en el humano se 

utilizaron muestras de plasma de dos pacientes del Protocolo I 1/15 a los 

que se les administró la T-514 en solución de Haemaccel®, a una dosis de 



2.2.2.4 Obtención de muestras sanguíneas ds pacientes del Protocolo 

11/15. 

Se tomaron muestras sanguíneas con EDTA como anticoagulante, a 

los siguientes tiempos: 0 (previo a la administración 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 transfirió a tubos de vidrio. Posteriormente, la T-514 y sus posibles 

metabolitos se extrajeron del plasma por medio de precipitación de proteínas 

como se describe en el punto 2.2.2.5, para su análisis 

por HPLC II y posteriormente HPLCI ambos con el eluente 1a. 



Para la extracción de la T-514 y sus posibles metabolitos de las 

muestras del modela in vivo se utilizó el método reportado por Salazar y 

cois.1* modificado para el presente trabajo, para lo cual se colocaron 250 

pg/ml de plasma de perro o de humano en un tubo Eppendorf de 1.5 mi y se 

añadieron 500 ¿jI de acetonitrilo al plasma de perro o 500 de metanol al 

plasma de humano. Los tubos se agitaron durante 30 seg en el vortex y se 

centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min, posteriormente el sobrenadante se 

transfirió a otro tubo Eppendorf y se centrifugó a 7000 rpm durante 3 min. El 

sobrenadante obtenido se filtró a través de membranas de celulosa de 0 45 

¿sm de tamaño de poro y se transfirió a un vial para su posterior análisis por 

HPLC. En este caso las muestras se analizaron primero por HPLC II con el 

eluente 1a y posteriormente por HPLC I con el eluente 1a, 



RESULTADOS 

3.1 MODELO IN VÍTRO. 

3.1.1 Evaluación del metabolismo de la T-514 en mlcrosomas hepáticos. 

3.1.1.1 Mlcrosomas hepáticos de ratón. 

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

hepáticos de ratón, a tres diferentes concentraciones de proteínas 

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

Se observó que hubo un decaimiento en la concentración de la T-514, 

el cual fue proporcional a la concentración de proteínas microsomales 

utilizadas. En la curva de detección de la T-514 obtenida de su incubación 



En la curva de 125 /vg/ml de proteínas microsomales también se 

observó un decaimiento abrupto, pero menos violento que el observado con 

la concentración de 250 ¿jg/ml. 

Tiempo (hr») 
Poteínas microsomales 

-•-12.5/ jg/ml 125/igAnl -^-250pg/ml -»«-Control KCI 

Figura 9 Determinación de T-514 en microsomas hepáticos de ratón X ± D E n=3 



En la curva obtenida de la detección de la T-514 en ias muestras 

control sólo se observó un ligero decaimiento en la concentración de la 

misma. En esta especie no se detectaron picos cromatográficos distintos a la 

T-514 con ninguna de las concentraciones de enzimas microsomales 

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

3.1.1.2 Mlcrosomas hepáticos de rata. 

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

hepáticos de rata Wistar a tres diferentes concentraciones de proteínas 

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



En la curva de detección de la T-514 obtenida de su incubación con la 

concentración de 250 ¿/g/ml de proteínas microsomales se observó un 

decaimiento abrupto de la misma. 

Tiempo (hrs) 
Poteínas microsomales 

-•-12.5 Wml —125^/ml -*-250//gAnl —Control KCI 

Figura 10 Determinación de T-514 en microsomas de hepáticos de rata. X± DE. n=3 

En la curva con la concentración de 125 ¿/g/ml de proteínas 

microsomales también se observó un decaimiento abrupto de la T-514 en 

función de tiempo, y no se observó diferencia marcada entre el decaimiento 



En la curva de detección de la T-514, con la concentración de 12.5 

¿/g/ml de proteínas microsomales, eí decaimiento de ésta fue más lento lo 

que se observó claramente en sus cromatograrras (figura €. apéndice 2) y 

además se detectaron a las 24 hrs de incubación dos picos cromatográficos, 

a tiempos de retención 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 M1 y M2. 

En la curva obtenida de la detección de la T-514 en las muestras 

control sólo se observó un ligero decaimiento en la concentración de la 

misma. 
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Figura 11. CromatografTias obtenidos de las muestras de T-514 incubada en 
microsomas de rata (12.5 /jg/ml). 
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Figura 12. Espectros UV-Vis de la T-514 y de los 
compuestos M1 y M2 detectados en los microsomas de 
rata. 



3.1.1.3 Microsomas hepáticos de cobayo. 

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

hepáticos de cobayo a tres diferentes concentraciones de proteínas 

microsomales (250, 125 y 12.5 /vg/ml) se muestran en la figura 13. 

Tiempo (hrs) 
Proteínas microsomales 

-*-12.5yg/ml 125 yg/ml ~ - . -250 pgAnl -»-Control KCI 

Figura 13. Determinación de la T-514 en microsomas hepáticos de cobayo. X ± DE. n=3 



En la curva de detección de la T-514 obtenida con la concentración de 

250 y$fm\ de proteínas microsomales se observó un decaimiento abrupto de 

la misma y su desaparición a las 6 hrs de incubación. 

En la curva de 125 pgAnl de proteínas microsomales también se 

observó un decaimiento abrupto de la T-514 pero menos violento que el 

observado con la concentración de 250 yg/ml de proteínas microsomales. 

Por otro lado en la curva de 12.5 jug/ml de proteínas microsomales se 

observó que el decaimiento de la T-514 fue más lento que el observado con 

las dos concentraciones anteriores. 

En las muestras control sólo se observó un ligero decaimiento en la 

concentración de la T-514. En esta especie no se detectaron picos 



3.1.1.4 Microsomas hepáticos de perro. 

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

hepáticos de perro, a tres diferentes concentraciones de proteínas 

microsomales (250, 125 y 12.5 pg/ml) se muestran en la figura 14. 

Tiempo (hrs) 
Poteínas Microsomales 

-tr-12.5 pg/ml -m-125 //gAnl - * - 250 fjgAnl -^-Control KCI 

Figura 14 Determinación de la T-514 en microsomas hepáticos de perro. X± DE. n=3 



En la curva de detección de la T-514 con la concentración de 250 

¿/g/ml de proteínas microsomales se observó un decaimiento abrupto de la 

misma y su desaparición a las 6 hrs de incubación. 

En la curva de 125 yg/ml de proteínas microsomales también se 

observó un decaimiento abrupto de la T-514 pero menos violento que el 

observado con la concentración de 250 ¿/g/ml de proteínas microsomales. 

Por otro lado en la curva de 12.5 yg/ml de proteínas microsomales se 

observó que el decaimiento de la T-514 fue más lento que el observado con 

las dos concentraciones anteriores. En las muestras control sólo se observó 

un ligero decaimiento en la concentración de la T-514. En esta especie no se 

detectaron picos cromatográficos distintos a la T-514 con ninguna de las 

concentraciones enzimáticas utilizadas (figuras 10,11 y 12, apéndice 2). 



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

hepáticos de mono a tres diferentes concentraciones de proteínas 

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

En este caso al igual que en los microsomas de las otras especies se 

observó que hubo un decaimiento en la concentración de la T-514, el cual 

fue proporcional a la concentración de proteínas microsomales utilizadas. 

En la curva de detección de la T-514, obtenida de su incubación con 

la concentración de 250 ¿/g/ml de proteínas microsomales se observó un 

decaimiento abrupto de la misma, mientras que en la curva de 125 pg/ml de 

proteínas microsomales el decaimiento fue abrupto, pero menos violento. 

A estas concentraciones no se detectaron picos cromatográficos 

distintos a ía T-514 con ninguna de las concentraciones enzimáticas 

utilizadas (figuras 13 y 14, apéndice 2). 



Tiempo (hre) 
Proteínas microsomales 

-#-12.5/;g/ml -—125pg/ml -*-250/;g/ml —Control KCI 

Figura 15. Determinación deT-514 en microsomas hepáticos de mono. X ± DE. n=3 

En la curva obtenida con 12.5 ¿/g/ml de proteínas microsomales se 

observó que el decaimiento de la T-514 se enlenteció notoriamente lo que se 

pudo observar claramente en los cromatogramas correspondientes (figura 

15, apéndice 2). Además en este caso, se detectó a las 24 hrs de 

incubación, un pico cromatográfico 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 

correspondió al pico del compuesto M1 detectado en los microsomas de 

rata. En las muestras control sólo se observó un ligero decaimiento en la 

concentración de la T-514. 



Figura 16. Cromatogramas (Atenidos de las muestras de T-514 incubada en 
microsomas de mono (12.5 //g/ml). 
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Figura 17. Espectros UV-Vis de la T-514 y del compuesto 
M1 detectados en los microsomas de mono. 



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

hepáticos de origen humano, a tres diferentes concentraciones de proteínas 

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

Se observó que hubo un decaimiento en la concentración de la T-514, 

el cual fue proporcional a la concentración de proteínas microsomales 

utilizada. 

El decaimiento en la concentración de la T-514 fue abrupto en el caso 

de la concentración de 250 /yg/ml de proteínas microsomales y se observó 

su desaparición cromatográfica a las 12 hrs de incubación. 

Con la concentración de 125 /jg/ml de proteínas microsomales 

también se observó un decaimiento abrupto, pero menos violento que el 

observado con la concentración de 250 ¿/g/ml. 



Tiempo (hra) 
Poteínas microsomales 

-•-12.5í/g/ml -«-125f/g/ml -*-250/^/ml -»-Control KCI 

Figura 18. Determinación de T-514 en microsomas hepáticos de origen humano. X±DE. n=3 

Por otro lado en la curva de 12.5 ^g/ml de proteínas microsomales se 

observó que el decaimiento de la T-514 fue más lento que el observado con 

las dos concentraciones anteriores. 

En las muestras control sólo se observó un ligero decaimiento en la 

concentración de la T-514. En los microsomas de origen humano no se 

detectaron picos cromatográficos distintos a la T-514 con ninguna de las 

concentraciones enzimáticas utilizadas (figuras 16, 17 y 18, apéndice 2). 



3.1.1.7 Comparación de la actividad de mlcrosomas de diferentes 

especies incubados con la T-514. 

El decaimiento en la concentración de la T-514 en los microsomas 

hepáticos de las diferentes especies fue proporcional a la concentración de 

proteínas microsomales utilizada. Además, la diferencia en la velocidad con 

la ocurrió el decaimiento mostró que hubo diferencias interespecie en la 

trasformación de la T-514. 

En el caso de la concentración mayor de proteínas microsomales 

(250 ^g/ml) el decaimiento de la T-514 fue abrupto y ésta solo pudo ser 

detectada hasta las 3 hrs en los microsomas de mono, ratón, cobayo y perro. 

Por otro lado en los microsomas de rata y de origen humano la T-514 aún 

pudo ser detectada a las 9 hrs (figura 19). 



Tiempo (hrs) 
Proteínas mícrosomales 250 /jg/ml 

-•-Perro -•-Cobayo Ratón -X-Mono 
-»-Rata -•-Humano -•-KCL 

Figura 19. Gráfica comparativa de la detección de T-514 en microsomas hepáticos de 

distintas especies expuestos a 25fjM de T-514 x ± DE. n=3 

Con la concentración de 125 /;g/ml de proteínas 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 ratón y cobayo, hasta las 9 

hrs en los de mono y hasta las 12 hrs en los de rata y humano (figura 20). 



Tiempo hrs 
Proteínas microsomales 125 pg/ml 

-•-Perro -•-Cobayo Ratón -*-Mono 
-»-ñata -•-Humano —t—KCL 

Figura 20. Gráfica comparativa de detección de T-514 en microsomas hepáticos de 
distintas especies expuestos a 25/vM de T-514. X±DE. n =3 

Con la concentración de 12.5 ¿/g/ml de proteínas microsomales la 

velocidad del decaimiento de la T-514 fue menor y en este caso permitió la 

detección de la T-514 aún a las 24 hrs. El decaimiento más rápido en la 

concentración de la T-514 se observó en los microsomas de ratón. Por otro 

lado el decaimiento más lento se produjo en los microsomas de origen 

humano (figura 21). 



Tiempo (hra) 
Proteínas microsomales 12.5 yg/ml 

j-»-Perro -«-Cobayo Ratón -»»-Mono -»-Rata -«-Humano -*-KCL¡ 

Figura 21. Gráfica comparativa de la detección de T-514 en microsomas hepáticos de 
distintas especies expuestos a 25 pM de T-514. X± DE. n =3 

3.1.2 Evaluación 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 exposición del cultivo primario de hepatocitos de 

rata a la T-514 se muestran en la figura 22. 



Tiempo (hrs) 

Medio — Hepatocitos Medio Control 

Figira22 Determinación de T-514 en cultivo primario de hepatocitos de rata. X±DE n=6. 

En la curva de la concentración de T-514 obtenida de la monocapa 

celular expuesta a la misma, inicialmente se observó un incremento 

progresivo de la T-514 en las células hasta alcanzar su máxima 

concentración intracelular a las 6 hrs y a partir de ese momento se observó 

un decaimiento en su concentración, para posteriormente entrar en fase de 

equilibrio. 



En la curva obtenida del medio control se observó un decaimiento de 

la T-514 en función del tiempo, el cual fue menor que el encontrado en el 

medio en el que se mantuvo el cultivo celular. Por otro lado la suma de las 

concentraciones intra y extracelulares, correspondió a la concentración 

encontrada en el medio de cultivo control. En este sistema no se detectaron 

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

3.1.2.2 Cultivo primarlo de hepatocltos de origen humano. 

Los resultados de la exposición del cultivo primario de hepatocitos de 

origen humano se muestran en la figura 23. 

En la curva de concentración de T-514 obtenida de la monocapa 

celular, inicialmente se observó un incremento progresivo de la 

concentración de T-514 en las células a partir de la hora, hasta alcanzar su 



máxima concentración intracelular a las 9 hrs y a partir de ese momento 

hubo un decaimiento en la concentración, para posteriormente entrar en fase 

de equilibrio. En este caso se encontró además un pico cromatogràfico 

(figura 24) que apareció a partir de las 9 hrs de incubación el cual tuvo un 

espectro UV-Vis parecido al de la T-514 (figura 25). 

Tiempo (hrs) 

-»-Medio -»-Hepatocitos -*-Medio control 

Figura 23. Determinación de T-514 en cultivo primario de hepatocitos de origen humano. 

X± DE. n =6. 



Current : Chromatogram ( s ) 
DADI A, Sig=410.4 Ref*550,S0 (CEÏUUÏS\D4Ô899ïr.5140Ô9B) 

Control 

mAU 
2 0 -

15 
10-

s-
o-

mAU 
2 0 -

15-
10 
5 
0-

mAU ' 
2 0 -

15-
10-
S-
0 

DAD1 A. 59=410,4 Ref =550,50 (CELULAS>0408S9\T-514057.0) 

T 9 hre. 

fi ri 

A 
- 2 

t 0 
DADI A. Sig=410,4 Re<=S50,50 {CF.LULASVM0899\T-5t40l 1.0) 

T 12hrs. 

-2 - A 
DADI A, 5ig=410,4 Ref=550,50 (CELULAS050839\T-514C3e.D) 

T 24 hrs. 
(O 

T 
Q 

ot 

10 

T 
10 

mir 

mv 

10 mlr 
Figura 24. Cromatogramas obtenidos de las muestras de hepatocitos de origen 
humano expuestos a la T-514. 



Figura 25. Espectros UV-Vis de la T-514 y del compuesto 
M1 detectados en los fiepatocitos de origen humano. 



En la curva de las muestras de medio en el que se mantuvo el cultivo 

celular, se observó un decaimiento de la concentración de la T-514 en 

función del tiempo y se detectaron a partir de las tres horas de incubación 

dos picos cromatográficos con Tr y con espectros UV-Vis distintos al de la 

T-514 (figuras 26 y 27). Estos picos cromatográficos se incrementaron con el 

tiempo de incubación, así como, con la disminución de la concentración de la 

T-514. 

En la curva obtenida del medio control (sin células), se observó un 

decaimiento en la concentración de la T-514 en función 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 cromatográficos 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 transcurrió el tiempo de Incubación. 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. 



Figura 26. Cromatogramas obtenidos ele las muestras de la T-514 en el medio 
donde se cultivaron los hepatocitos de origen humano. 



DAD1, 2 . 2 1 8 ( 6 6 . 8 mAU, - ) R e f = 1 . 9 1 6 
1 I *DAD1. 6.346 (7.3 mAU. -) Ref=6159 i 5,578 of T-S14060 D 

i *DAOt, 5.833(30.9 mAU, •) R»f=5.5324«.115 oí T-514060.C 
í : j 'DAD1, 2.218 (66.8 mAU, -) Ref=1.916 4 2.592 of T-514060 0 

MRnomi 
1 0 0 -

ao-

a M2 
MI 

a T-514 

300 350 400 450 500 rw 

Figura 27. Espectros UV-Vfs de la T-514 y de los 
compuestos M1 y M2 detectados en el medio donde se 
cultivaron los hepatocitos de origen humano. 
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Figura 29. Espectros UV-Vis de la T-514 y de los 
compuestos M1 y M2 detectados en el medio control. 



3.1.2.3 Resultados de la Incubación de la T-514 en solución 

amortiguadora a pH 7.3, a pH 5.0 y a pH 3.5. 

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

soluciones amortiguadores fueron los siguientes: 

En la curva de concentración de la T-514 obtenida de su incubación 

en solución amortiguadora de fosfatos a pH 7.3, se observó un decaimiento 

abrupto en la concentración de la misma, el cual también se observó en la 

solución amortiguadora de fosfatos a pH 5.0 y con la de citratos a pH 3.5, 

pero en estos dos últimos casos el decaimiento fue menos abrupto 

(figura 30). 

Tiempo (hrs) 

— p H 3 5 -*-pH 5.0 -*-pH 7.3 

Figura 30. Determinación de T-514 en soluciones amortiguadoras según Sórensen 

a diferente pH X± DE n=3 



En el análisis cromatogràfico de las muestras obtenidas de la T-514 

en la solución de fosfatos a pH 7,3, se detectaron además de la T-514, dos 

picos cromatográficos, los cuales aparecieron a partir de la primera hora de 

incubación y se incrementaron con el tiempo. Los Tr de los picos detectados 

fueron diferentes al de la T-514 (figura 31) y sus espectros UV-Vis fueron 

parecidos 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 análisis cromatogràfico de las muestras de la solución de 

fosfatos a pH 5.0 incubadas con T-514 se detectó a las 24 hrs de incubación 

además de la T-514, un pico cromatogràfico con un Tr diferente al de la 

T-514 (figura 34) y con un espectro UV-Vis parecido al de la misma (figura 

35). El Tr y el espectro UV-Vis correspondieron a los del pico cromatogràfico 

M1 detectado en la solución amortiguadora de fosfatos a pH 7.3. 



Figura 31. Cromalogramas obtenidos de las muestras de la T-514 incubada en 
solución de fosfatos a pH de 7.3. 



Figura 32. Espectros UV-Vis de la T-514 y de los 
compuestos M1 y M2 detectados en la solución de 
fosfatos a pH 7.3. 
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Figura 35. Espectros UV-Vis de la T-514 y del compuesta 
M1 detectados en la solución de fosfatos a pH 5.0. 



Debido a que los picos cromatográfícos detectados en la solución 

amortiguadora de fosfatos correspondieron cromatográficamente a los 

detectados en los microsomas de rata y mono y considerando que en estos 

sistemas enzimáticos el proceso de degradación de la T-514 ocurrió 

rápidamente y que la cantidad de muestra fue muy poca, lo que dificultó el 

aislamiento de los mismos, se decidió incubar a la T-514 a mayor 

concentración en solución amortiguadora de fosfatos a pH 7.3 para obtener 

los productos a mayor escala y aislarlos a partir de esa solución. 

El procedimiento empleado para el aislamiento y purificación de los 

productos de degradación de la T-514 obtenidos de esta manera se muestra 

en el apéndice 1. 

3.1.2.4 Resultados del análisis de los productos de degradación de la 

T-514 obtenidos de la solución amortiguadora de fosfatos. 

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

solución de fosfatos a pH 7.3, se analizaron por CCF en síllca gel con el 



eluente 1b y se utilizó a la T-514 como estándar de referencia. En este 

sistema se detectaron por observación bajo la luz de lámpara UV 

(375.0 nm), dos compuestos además de la T-514. El revelado de la placa de 

CCF anterior con KOH en etanol, resultó positivo para uno de los 

compuestos (coloración roja)" lo cual permitió confirmar la presencia de una 

antraquinona. Posteriormente los compuestos se analizaron en CCF en 

sílica gel con el eluente 1b, y se utilizaron como estándares de referencia la 

T-514, la T-510 (antraquinona) y la T-496, La placa se observó bajo la luz de 

lámpara UV y el Rf (0.66) de uno de los compuestos fue comparable con el 

del estándar de referencia de la T-510 (Rf 0.64). Para confirmar estos 

resultados los compuestos se analizaron por HPLC I con el eluente 1a y se 

utilizaron los estándares de referencia ya mencionados. 

Los resultados obtenidos mostraron que la T-510 y el compuesto 

llamado M2 fueron comparables en Tr y en espectro UV-Vis (figuras 36 y 

37). 



Figura 36. Cromatogramas de los compuestos obtenidos de la T-514 incubada en la 
solución de fosfatos a pH de 7.3 (1), del estándar de la T-510 (2) y del estándar de 
laT-496 (3). 



Figura 37. Espectros UV-Vis de la T-510 y del compuesto M2. 



Las señales espectroscópicas de este compuesto fueron similares a 

las encontradas para un compuesto de peso molecular 510 generado a partir 

de la T-496 en solución amortiguadora de fosfatos a pH 10". Por tal razón, 

se incubó a la T-496 en las condiciones ya mencionadas y se compararon 

los productos de degradación de ésta, con los obtenidos de la T-514. 

El resultado obtenido por HPLC I con el eluente 1a confirmó por 

medio del Tr (figura 38) y del espectro UV-Vis (figura 39) que muy 

probablemente el compuesto obtenido a partir de la T-496 y el compuesto 

M1 obtenido de la T-514 sean el mismo compuesto. 



Current Chromatogram(s) 

Figura 38. Cromatogramas obtenidos de la T-496 Incubada en solución de fosfatos 
a pH 10 (1) y de la T-514 incubada en solución de fosfatos a pH 7.3 (2). 



Figura 39. Espectros UV-Vis del compuesto M1 y del 
compuesto de degradación de la T-496. 



3.1.2.4 Determinación de la dtotoxlcldad de los productos de 

degradación de la T-514 obtenidos de la solución 

amortiguadora de fosfatos a pH 7.3 y evaluación de su 

selectividad. 

Después de la exposición de las células de hígado de Chang (origen 

benigno) y de Hep G2 (origen neoplásico) a los compuestos M1 y M2 se 

determinó que la concentración citotóxica cincuenta porciento (CT^) 

obtenida por evaluación morfológica fue de 40 /jg/ml para las células de 

origen benigno y de 28 pg/ml para las de origen neoplásico en el caso del 

compuesto M1; para el compuesto M2 la CT^ fue de 40 ¿/gAnl para las 

células de origen benigno y de 20 ¿/g/ml para las neoplásicas. En el caso de 

la prueba de reducción del MTT, la CT^ para el compuesto M1 fue de 28 

¿/g/ml para las células benignas y de 10 g/ml para las neoplásicas; para el 

compuesto M2 la CTM fue de 20 pg/ml y de 10 /vg/ml para las células 

benignas y neoplásicas, respectivamente. La comparación de los resultados 

obtenidos con ambos compuestos mostró que no hubo una diferencia 

mínima de tres veces entre las CT^ obtenidas en ambos tipos celulares con 



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

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

perro (¡n vitro) se muestran en la figura 40. 

o 
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 

Tiempo (hrs) 

-^•Plasma Perro Dili :10 Plasma -*-Sol.Salina 

Figura 40. Determinación de T-514 en plasma de perro in vitro X± DE. n =3 



No se observaron diferencias importantes en el decaimiento de la 

T-514 en las muestras de plasma con y sin dilución. 

El decaimiento de la T-514 incubada en solución salina (control) fue 

mínimo. 

3.2 SISTEMAS IN VÌVO. 

3.2.1 Moni toreo de (a T-514 en plasma de perro, después de su 

administración Intravenosa. 

Los resultados de la concentración de la T-514 se graficaron versus 

tiempo, obteniéndose una curva en la que se observó una rápida 

disminución de su concentración plasmática la cual ocurrió en los primeros 



Tiempo (hrs) 

Figura 41. Determinación de T-514 en plasma de perra invivo . X*DE. n =4 

3.2.2 Monltoreo de la T-514 en plasma de pacientes del protocolo 11/15. 

En las curvas de la cinética de la T-514 en el plasma de los dos 

pacientes tratados (figura 42), se observó que hubo un incremento en su 

concentración, el cual ocurrió en el primer caso, a partir de las primeras tres 

horas y en el segundo caso a partir de las siete horas, para posteriormente 



tener un decaimiento. No se detectaron productos de degradación de la 

T-514 en ninguno de los dos casos (figura 28, apéndice 2). 

Tiempo (hr») 

-•-Paciente 1 -«-Paciente 2 

Figura 42. Determinación de T-514 en plasma de pacientes del protocolo 11/15 



CAPITULO 4 

DISCUSION 

Dentro de la farmacocínética de los medicamentos y/o compuestos 

exógenos, el metabolismo es un proceso muy importante, ya que a través 

del conocimiento del mismo podemos determinar si un compuesto ejerce su 

efecto en la forma como originalmente se administró (en el caso de 

fármacos) o bien mediante su transformación a metabolitos activos. Por otro 

lado el metabolismo de los compuestos también puede llevar a la formación 

de metabolitos inactivos en cuanto al efecto terapéutico o bien, 

potencialmente tóxicos para un órgano en particular9. 

En relación a la evaluación del metabolismo de la T-514 en los dos 

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



(microsomas hepáticos y cultivo primario de hepatocitos), se observó que 

sólo eri los microsomas de rata y mono, se pudo detectar además del 

decaimiento en la concentración de la T-514, los dos picos cromatográficos 

correspondientes a productos de degradación de la misma. En este sistema 

la cantidad de muestra fue muy poca , lo que impidió su aislamiento. La 

diferencia en los Tr de los dos picos cromatográficos detectados en los 

microsomas, así como, la semejanza de sus espectros UV-Vis con los de la 

T-514 y el ligero desplazamiento de estos espectros, indicó que los 

compuestos formados en este sistema corresponden a intermediarios 

metabólicos de la degradación de la misma. 

El origen de los microsomas (especie), así como, la concentración de 

enzimas microsomales utilizada, fueron dos factores determinantes en la 

detección de estos productos de degradación. 

En relación a el primer aspecto, se pudo demostrar que existe una 

diferencia interespecie en el fenómeno de biotransformación de la T-514 por 

el sistema microsomal hepático, ya que los picos cromatográficos distintos 

al compuesto original sólo pudieron ser detectados en los microsomas 



hepáticos de rata y de mono (como se mencionó anteriormente), mientras 

que en los microsomas del resto de las especies estudiadas (ratón, cobayo, 

perro y humano), éstos no fueron detectados. Lo anterior indica que en 

estas especies el fenómeno de biotransformación de la T-514 se llevó a 

cabo a una mayor velocidad, lo que impidió la detección de los productos 

que se pudiesen haber formado. 

En cuanto a la concentración de microsomas utilizada, se demostró 

que existe una relación proporcional entre la concentración de enzimas 

microsomales y el decaimiento en la concentración de la T-514, lo cual se 

observó claramente en las gráficas comparativas relacionadas con la 

concentración de microsomas utilizada, en donde, con las concentraciones 

mayores de éstos (250 y 125 pg/ml), el decaimiento fue abrupto y no se 

detectaron picos eromatográficos distintos al compuesto original en ninguna 

de las especies estudiadas; mientras que con la concentración menor 

(12.5 pg/ml), la velocidad con la que ocurrió el proceso de biotransformación 

fue menor y permitió la detección (en el caso de los microsomas de rata y de 

mono) de los productos de degradación de la T-514. 



La degradación rápida de la T-514, corresponde al comportamiento de 

biotransformación descrito para compuestos altamente inestables9*. 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 hepáticos4449. Lo anterior hace suponer que los productos de 

degradación de este compuesto, detectados en los microsomas de rata y de 

mono, corresponden a intermediarios reactivos para los cuales se ha 

reportado un fenómeno de degradación secuencia! rápida, el cual es 

activado por la presencia de un electrón impar en su molécula*. 

La incubación de la T-514 en diferentes soluciones amortiguadoras (de 

fosfatos pH 7.3 y 5 y de citratos pH 3.5), la cual se realizó debido a la 

observación de un ligero decaimiento en la concentración de la T-514 en las 

muestras control (solución amortiguadora de KCI), asi como, por la 

existencia de reportes relacionados con su autooxidación* y a la posibilidad 

de una degradación fisiológica de la T-514, por efecto del pH plasmático y de 

la temperatura corporal (efecto de Hofmann)S86<SSG8S7, permitió en el caso de 



la solución amortiguadora de fosfatos a pH 7.3, la detección de dos picos 

cromatográficos (M1 y M2) los cuales tuvieron los mismos tiempos de 

retención y espectros UV-Vis de los picos detectados en los microsomas de 

rata y del pico encontrado en los de mono. Lo anterior hace suponer que se 

trata de los mismos compuestos y corrobora además el fenómeno de 

autooxidación de la T-514. Por otro lado el hecho de que en este sistema el 

fenómeno de biotransformación de la T-514 ocurriera en una forma más 

lenta, permitió el aislamiento de los productos de degradación 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 transformación y 

desaparición de los mismos ocurrió en una forma más rápida. 

La semejanza en los espectros de UV-Vis de los picos cromatográficos 

obtenidos a partir de la solución amortiguadora de fosfatos a pH 7.3 ( M1 y 

M2) con el de la T-514, así como, el ligero desplazamiento de los mismos 

indican que estos compuestos son productos de degradación de la misma. 

Por otro lado el análisis por CCF, y por HPLC (espectro UV-Vis) permitió 

establecer que el compuesto M2 muy probablemente corresponde a la 



antraquinona T-510 obtenida originalmente del fruto de Karwinskia 

tehuacana. El análisis del compuesto M1 por ̂ RMN, indicó que las señales 

espectroscópicas de este compuesto fueron similares a las encontradas para 

un compuesto de PM 510 previamente aislado91, a partir de la degradación 

de la T-496 incubada en solución amortiguadora a pH 10. El análisis del 

compuesto M1 y del compuesto de degradación de la T-496 (PM 510) por 

HPLC, mostró que éstos tienen Tr y espectros UV-Vis muy similares: esto 

indica que existe una muy alta probabilidad de que el compuesto M1 

detectado tanto en los microsomas de rata como en la solución 

amortiguadora de fosfatos y en el medio de cultivo de hepatocitos de origen 

humano, y el compuesto de degradación de la T-496 (PM 510) sean los 

mismos. 

Lo anterior pudiera indicar que la formación de la T-496 es un paso 

intermedio en el metabolismo de la T-514 y que ésta no se haya detectado, 

debido a la rapidez de su transformación. 



En el caso de los hepatocitos de origen animal y humano la 

determinación de las curvas de concentración de la T-514 en los cultivos 

celulares, mostró que ésta pudo ser detectada intracelularmente a los 30 

minutos, lo que indica que su penetración celular ocurre durante la primera 

media hora de exposición. El incremento posterior en la concentración 

intracelular de la T-514 coincidió con su decaimiento o desaparición del 

medio en el que estaban cultivadas las células. En este sistema no se 

detectaron picos cromatográficos distintos a los de la T-514 en los 

hepatocitos de rata; y los picos cromatográficos detectados en los 

hepatocitos de origen humano, también se detectaron en las muestras 

control, por lo cual no puede atribuirse la aparición de estos picos 

cromatográficos distintos a la T-514 a influencias celulares sino a una 

autodegradación de la T-514 en el medio de cultivo. Como se mencionó 

antes estos picos cromatográficos correspondieron a los de los compuestos 

M1 y M2 detectados en los mlcrosomas de rata y en la solución 

amortiguadora de fosfatos. 



Está demostrado que el cultivo primario de hepatocrtos tanto de origen 

animal como de origen humano, utilizado en este estudio conserva su 

actividad metabòlica. Existen además, diversos reportes en cuanto a la 

capacidad enzimàtica de estos sistemas para biotransformar a diversos 

compuestos in vitr<f*ZÌSR. El hecho de que en los microsomas se haya 

encontrado una diferencia en el grado de biotransformación de la T-514 

dependiente de la concentración 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 degradación de la T-514 en este sistema celular. 

En el caso del modelo in vivo, en la cinética de la T-514 en el plasma 

de peno y de humano se observó que hubo un decaimiento abrupto en la 

concentración de la misma, el cual ocurrió después de haber alcanzado su 

pico máximo. Lo anterior demostró que el patrón de degradación rápida de 

este compuesto in vivo, es semejante al detectado in vitro. En este caso se 

debe considerar además, que el plasma es un sistema complejo en el que 

existen múltiples factores (entre ellos enzimas) que pudiesen haber 



intervenido y esto pudiera explicar el decaimiento en la concentración 

sanguinea de la T-514 sin la aparición de picos cromatográficos 

correspondientes a productos de su degradación, otro factor importante que 

debe ser considerado en este modelo in vivo, es el proceso de distribución 

de la misma y el hecho de que ésta posiblemente tenga un volumen de 

distribución intracelular. Por otro lado la desaparición rápida de la T-514 

observada en el caso de las concentraciones mayores de microaomas, 

indica que el proceso de autodegradación de la T-514, se potencia en 

presencia de este sistema enzimàtico. Lo anterior pudiese también explicar, 

en el caso del modelo in vivo, la no detección de los productos de 

degradación de la T-514. 

En relación a la valoración de la citotoxicidad selectiva de los productos 

de degradación de la T-514, ésta se realizó en células hepáticas humanas 

tanto de origen benigno como maligno con el propósito de poder oomparar la 

citotoxicidad en ambos tipos celulares y establecer su selectividad. Las 

líneas celulares se seleccionaron por su origen (humano), por provenir de 

hígado, (que es uno de los órganos blanco de toxicidad de la T-514 en 



ensayos in vivo)*, y por ser éstas las líneas utilizadas para el control de 

calidad de la T-514. En cuanto a los parámetros de evaluación de 

citotoxicidad, el uso de la prueba de reducción del MTT la cual se basa en 

mediciones espectrofotométricas para la detección del producto de 

degradación de este compuesto por las células viables, complementó el 

parámetro de revisión microscópica de adhesión celular. Con esta prueba se 

evaluó además un parámetro más sensible para la determinación de la 

viabilidad celular, como lo es la actividad de las enzimas mitocondriales. El 

aislamiento y extracción de los compuesto M1 y M2 obtenidos de la 

autodegradación de la T-514 en solución amortiguadora de fosfatos a pH 

7.3, permitió la evaluación de su posible toxicidad selectiva hacia células de 

origen neoplásico. Al respecto se determinó que no hubo diferencia entre las 

Clg, de estos compuestos obtenidas en las células de origen benigno y 

neoplásico, por lo que se estableció que éstos carecen del efecto de 

toxicidad selectiva hacia células de origen tu moral. 

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que la degradación 

de la T-514 es un proceso que ocurre en forma muy rápida tanto in vivo 



como in vitro y que este proceso lleva a la formación de cuando menos dos 

productos de degradación (M1 y M2), los cuales pudieron ser detectados en 

uno de los sistemas ¡n vitro (microsomas de rata y mono), así como, en 

solución amortiguadora de fosfatos a pH 7.3 y en el medio de cultivo de los 

hepatocitos de origen humano (proceso de autodegradación espontánea), en 

los cuales la degradación ocurrió de una manera más lenta. 

La evaluación de citotoxicidad de los dos compuestos obtenidos en 

este estudio (MI y M2) mostró que no tienen el efecto de toxicidad selectiva 

hacia células de origen neoplásico reportado para el compuesto original 

(T-514). 



CONCLUSIONES 

1. -Se demostró que la T-514 es biotransformada en presencia de las 

enzimas del sistema microsomal hepático detectándose dos picos 

cromatográficos (M1 y M2) en microsomas de rata y uno (M1), en los 

microsomas de mono, los cuales correspondieron a productos de 

degradación de la misma. 

2. -La T-514 se autodegrada en solución amortiguadora de fosfatos a pH 

7.3 y en medio de cultivo, esta autodegradación ocurre en forma más 

lenta que en presencia de enzimas m i cr oso males y los productos de 

degradación formados corresponden a los productos M1 y M2 detectados 

en los microsomas. 



los microsomas (rata ) como en la solución amortiguadora de fosfatos a 

pH 7.3 y en el medio de cultivo. 

4. El compuesto M1 corresponde cor una alta probabilidad a un compuesto 

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

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

obtenida originalmente del fruto de Karwinskia tehuacana. 

6. -Se demostró que los productos de degradación M1 y M2 no tienen el 

efecto de citotoxicidad selectiva hacía células de origen neoplásico 

reportado para el compuesto original (T-514). 

7. Se rechaza la hipótesis propuesta en este trabajo con respecto a que los 

productos de degradación de la T-514 sean los responsables de su 

selectividad hacia células de origen neoplásico. 



APENDICE 1 



7.3. 

Los productos de degradación de la T-514 se obtuvieron a mayor 

escala incubándose 10 mg de T-514 a 37°C durante €0 hrs en solución 

amortiguadora de fosfatos a pH 7.3. Posteriormente se extrajo con Acetato 

de Etilo y se procedió a evaporar por rotación al vacío, el extracto obtenido 

se redisolvió con Acetato de Etilo para su análisis por CCF en sílica gel, con 

el eluente 1 b Con el procedimiento anterior se detectaron tres compuestos: 

la T-514 (en proporción menor) y dos compuestos adicionales. 

Posteriormente del remanente de la solución de Acetato de Etilo se obtuvo 

por precipitación con éter de petróleo, un precipitado y un sobrenadante. El 

sobrenadante se sometió a CCF en sílica gel, en la cual se detectaron 3 

compuestos tanto por observación bajo lámpara de luz UV como por 

revelado con KOH. Los compuestos correspondieron a la T-514 y a dos 

compuestos mas. El sobrenadante también se analizó por HPLC I con el 

eluente 1a. 



Al precipitado se le volvió a agregar Eter de Petróleo y se obtuvo un segundo 

sobrenadante, el cual se sometió a análisis por CFF en sílica gel y se 

observaron los mismos tres compuestos detectados en el sobrenadante 1. 

Este procedimiento se repitió cuatro veces más. Como residuo quedó un 

precipitado negro. Los sobrenadantes se colocaron en un matraz, se 

evaporaron por rotación al vacío y se sometieron a CCP sílica gel con el 

eluente 1b. Con el procedimiento anterior se obtuvieron los tres compuestos 

(la T-514 y los dos compuestos adicionales ya descritos). Las manchas 

observadas a simple vista y bajo lámpara de luz UV se rasparon por 

separado y se eluyeron con Acetato de Etilo obteniendose de esta forma los 

compuestos M1 y M2. 
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Figura l o . Cromatogramas de T-514 en el medio donde se cuffivaron ios 
hepatocitos de rata. 
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Figura 27. Cromatogramas de T-514 en plasma de perro in vivo. 
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