CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Metabolismo

Desde Paul Ehriich se sabe que los farmacos actian en el organismo
frente a celulas que efectian la respuesta observada. Para producir osta
respuesta los farmacos pueden actuar frente a la célula blanco tal como se
administran, ¢ bisn requigren de una bictransformacién previa para poder

generar la respuesta actuando como metabolito (s) de |a substancia original’.

Este proceso de biotransformacion o metabolismo se lleva a cabo
principalmente en el higadao, el cual cantiene altas concentraciones de
sistemmas enzimaticos, los cuales son capaces de utilizar a {os compuestos

exogenos como substrato y generalmente transformarlos a compuestos mas



p
facilmente excretables. Otros 6rganos con capacidad metabdlica imporiante

son el rifidn, el intestino y el pulmén®.

Del proceso metabdlico se han descrito 2 fases: la fase | ©
degradativa, en [a que se incluye la oxidacidn, la reduccién y la hidrélisis y
la fase |l o sintética, que incluye la acilacion, la alquilacién y la conjugacién
con compuestos enddgenos tales como el acido glucurdnica, el glutation | el

Acido acético o el acido sulfarico®.

Dentro de la fase | las reacciones de oxidacién se producen
principaimente en la fraccidon microsomal del higado y en menor grado en la
mitocondria, el nacleo y la membrana plasmatica. Todas estas son
reacciones catalizadas por el sistema de monooxigenasas U oxigenasas de
funcion mixta las cuales se encuentran en la superficio del reticulo
endoplasmico liso. Este sistema microsomal es, con mucho el que interviene

en el metabolismo de la mayoria de lgs farmacos®.



La actividad del sistema de monooxigenasas de funcidn mixta
requiera de la presencia do 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 farmaco con una hemoproteina
denominada citocromo P-490. En este proceso de oxidacion por el sistema
del citocromo P-450 también esta involucrada la formacién de radicales
libres (intermediarios reactivos); es decir, l2 liberacidn de productos de
reduccion del oxigeno (O,) que no estédn acoplados a substratos de
hidroxilacion, como son el anién superdxido (O,) v el perdxido de hidrégeno
(H,Q,) entre otros. El anidn superdxido se origina a partir del oxigeno, el cual
es un compuesta con una gran capacidad para formar radicafes (ibres. Far lo
tanto, la formacion del anidn supardxido, perdxido de hidrégeno y en
especial el radical hidroxilo (OH"), conlleva un alto potencial toxico para las
celulas y tejidos a los que lesiona, ya sea por accion directa mediante la
inactivacion de sistemas enzimaticos o bien de manera indirecta por la

estimulacion del proceso de peroxidacién de lipidos®.
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Las reacciones de reduccién también se llevan a cabo en la fraccidn
microsomal hepdtica y ocurren con menos frecuencia que las oxidativas.
Algunas de las enzimas responsables del proceso de reduccién son la

citocromo P-450 reductasa y la NADPH-citocrome ¢-reductasa®.

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

pueden ser esterasas, amidasas, glucosidasas o peptidasas®.

Dentro de las reacciones de la fase I, la conjugacion se lleva a cabo
principalmente en los microsomas o en el citosol de las células hepaticas,
pero tambien pueds ocurrir en otros Organos tales como el pulmén y el rifidn.
El proceso se lieva a cabo por medio de las enzimas denominadas
transterasas, las cuales catalizan el acoplamiento de una substancia
endogena activada, como el uridin S'difosfato [UDP] con un farmaco o

compuesto exdgena*.
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En términos generales, las reacciones da biotransformacion generan
metabolitos inactivos mas polares, que son facimente excretables*34, Sin
embargo, en algunas casos se producen metabolitos con potente actividad
bioldgica o con propiedades tOxicas, los cuales en @l caso de algunos
farmacos son los responsables de la accion farmacalégica o de la toxicidad
de los mismos. Al respecto, algunas farmacos utilizados actualmente en la
quimioterapia del cancer como la Adriamicina, Daunorrubicina, Doxorrubicina
y Mitomicina C y sus andlogos, reaccionan con la enzima citocromo P-450
reductasa en presencia de NADPH, para formar metabolitos activos
(radicales semiquindnicos 0 de otro tipo), los cuales son productos
intermediarios responsables de su efecto antitumoral y de algunos de sus

efectos téxicos, particularmente hacia corazén®®7<_

1.2 Estudio del metabolismo de fArmacos en desarrollo.

El estudio del metabolismo de los farmacos en desarradllo, puede

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



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

a los estudio in vivo.

Entre los sistemas utilizados con mayor frecuencia para el estudio del
metabolismo i vitro, e encuentran l0s microsomas hepaticos (obtenidos de
diversas especies), el cultivo primaric de hepatocitos y el sistema
denominado rebanadas de higado en cultivo. La FDA (Food and Drug
Administration) establece en su guia denominada “Drug Metabolism/Drug
Interaction Studies in the Drug Development Process: Studies In Vitro”, las
técnicas y criterios para la reaiizacion de estudios in vitro de medicamentos
en desarrollo. En dicha guia propone al citocromo P-450Q y a los microsomas
hepdaticos como las principales herramientas en este rubro, ya que las
enzimas responsables del metabolismo de la mayoria de [os medicamentos

de uso humano estan contenidas en estos sistemas.

Los microsomas de higado se obtienen coma una fraccion subcelular
de este tgjido, la cual es obtenida par medio de uitracentifugacion diferencial.
Todas l[as enzimas del sistema citocromo P-450 son colectadas en la

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

hepatocitos para formar canjugados con acido glucurénica y la conservacion



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

ha sido reportado por Van Berkel y cols'.

El cultivo primario de hepatocitos ha sido utilizado para e| estudio de
diversos pracesos celulares que incluyen, la sintesis de DNA™" aventas de
transcripcibn  de genes y efectos hormonales™ ' procesos
secretores'”'®'%  matabolismo y efectos de xenobiéticos como el etanal y
diversos medicamentos™*'#, asl coma, evaluacién de hepatotoxicidad y de
efectos carcinogénicos y mutagénicos™. En relacioén a la uso de los sistemas
in vitra para la evaluacién del metabolismo de diversos fdrmacas, Vrignaud y
cols.® investigaron el metabolisma de la Doxorrubicina en cultive primario de
hepatocitos de ratdn y de rata y encontraron dos metabolitos de la misma en
ambas especies. Jamis-Dow y cols.® por otro lado, utilizaron rebanadas de
higado humano, asi como, microsomas de higado de origen humano y de
rata, para estudiar el metabolismo del Taxol (compuesto con actividad
antitumoeral); lo que permitié adem&s conocer (a interaccion de este
compuesto con otros medicamentos, y las diferencias metabdlicas
interespecie. En aste estudio se establecié que el Taxol es metabolizado por

ol sistema del citocromo P-450 a 6-alfahidroxitaxol y que el proceso
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metabdlico fue diferente en los micrasomas de origen humano y en los de
rata. Por otro lado Valles y cols.® evaluaron el metabolismo de Mofaroteno
en cultivo primario de hepatocitos y en microsomas hepaticos obtenidos de
difersntes especies y compararon 10s resultados con I0s datos obtenidos in
viva on |as mismas especies y encontraron una buena correlacion entre los
perfiles metabdlicos obtenidos in vivo (rata, perro y humano) y los obtenidos
in vitro, en los microsomas de higado y hepatocitos de la especie
correspondiente. En el mismo estudio se investigaron las diferencias
metabdlicas interespecie, en microsomas de higado de ratén, rata, perro,
mono y de humano, y se demostréd que los perfiles metabdlicos tanto
cualitativa como cuantitativamente fueron similares en los microsomas
hepaticos de mono y de humano. Fischer y cols.# utilizaron el cultivo
primario de hepatocitos y microsomas hepaticos de origen humano para
predecir la interaccion del metabolismo del Verapamil en presencia de
Cimetidina. En dicho estudio se observd que el metabolismo del Verapamil
se inhibid con Cimetidina y que esta inhibicion fue similar a la reportada para
estudios in vivo. Los mismos autores reportaron que el cuitivo primario de

hepatocitos es un sistoma que permite evaluar tanto las reacciones de la
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fase | como las de la fase Il del metabolismo, y de esta forma hacer
predicciones cuantitativas de varias vias metabdlicas, las cuales se acercan
estrachamente a las situaciones que ocurren en &l humano. Mas-Chamberlin
y co0ls® estudiaron e metabolismo de la Dihidro-alfa-ergocriptina,
9,10[9,10,3H(N)] en cultiva de hepatocitos de rata y humano, asi como, en
micraosomas de rata, de mono y de humano y encantraron que en ambos
sistemas in vitro (cultivo de hepatocitos y microsomas) el compuesto fue
extensamente metabolizado, Al respecto reportaron, basados en los
patrones cromatogréficos, fa formacién de ocho metabalitos en los
microsomas de origen humana, de i0s cuales siete tambien se encontraron
en lgs microsomas de rata y seis en los de mono. Basados en lo anterior [0S
autgres llegaron a la conclusion de que los metabolitos detectados 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 hepdticos como el cultivo primario de
hepatocitos son sistemas de gran utilidad para la realizacion de estudios

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

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

Para la evaluacidn del metabolismo de un compuesto i1 vivo s¢ han
utilizado animales de diferentes especias entre los que se encuentran el
ratén, la rata, el cobayo, el conejo, el perro, y el mono, entre otros. En
general se acepta que entre mas cercana seg la especie al humano mayor

serd la posibilidad de extrapolar conclusiones del proceso metabdiico.

1.3 T-514 del género Karwinskia.

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

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

y dos isomeros posicionales de la T-514.

De todos los compuestos aislados a la fecha, la T-514 originalmente
descrita por Dreyer y cols.® (figura 1) ha resultado de particular interés por
su toxicidad selectiva hacia células de origen tumoral™®. Dicha toxicidad
selectiva se ostudio inicialmente an lineas celulares de higado, puimén y
colon de grigen neoplasico y benigno. Al comparar los resultados obtenidos
con este compuesto con los de otros agentes antineopldsicos como la
Vincristina, el S-Flugruracilo, la Ooxorrubicing, la Epidoxorrubicina y la
Mitomicina, se observd un mayor [ndice Terapéutico para la T-514 lo cual
hizo suponer que esta substancia podria ser un potencial medicamento
antineopldsico® Lo anterior fue motivo de una patente otorgada por la
Comunidad Econdmica Europea en 1995, asi como, par los Estados Unidos

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

La toxicidad selectiva de 1a T-514 reportada por Pifleyro y cals. se
corrobard en astudias in vitro realizados en el National Cancer Institute (NCI)
en un panel de 60 lineas celulares de origen neopldsico. Actualmente |a
T-514 se encuentra en estudios de fase clinica | en pacientes con carcinoma,

avanzado sin tratamiento alternativo®™ (Protocolo | 1/15 inscrito en la
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Subdireccion de Investigacion y Estudios de Posgrado de la Facuitad de

Medicina de la UANL).

Ya que se ha demostrado que la T-514 tiene caracteristicas que la
hacen un producto de interés farmacolégico en la terapéutica del cancer,
resulta de particular importancia e conocer su comportamiento
farmacocinético el cual incluye, su absorcion, distribucidn, metabolismo y
excreciéon, asi como, su farmacodinamia 0 mecanismo de accién lo que

permitiria el manejo adecuado y racional de este compuesto como farmaco.

En relacion al pasible mecanismao de accidn de la T-514, Sepllveda y
cols. ¥ reportaron que esta produce una marcada disminucion en &l namero
de peroxisomas de hepatocitos de rata y de mono. Adicionalmente
Sepulveda y cols® demostraron en estudios efectuados en levaduras
metilotroficas (Candida boidinii y Hansenula peolymorpha), que la T-514
afecta de manera selectiva 9 irreversible la integridad de la membrana
peraxisomal. Este efecto selectivo sobre la membrana peroxisomal llevé a

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

esta naturaleza establecida por Steglich y Gill®.

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

involucrada en forma directa en el dafio peroxisomal.

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

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

antraciciinas (Doxorrubicina y Daunorrubicina)®®”®,

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

apoptosis en lineas celulargs de origen tumoral.

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

posible metabolismo de la T-514 in vifro e in vivo. Ademas de lo anterior, se
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propone aislar a los metabolitos de la T-514 (si los hubiere) e investigar la
posible accidn selectiva de los mismos hacia células de origen tumoral.

Para propdsito de esta tesis la peroxisomicina A1 serd mencionada

como T-514,
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1.4 HIPOTESIS

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

responsables de su accion selectiva hacia células tumeorales.

1.5 OBJETIVO GENERAL

Deteccion de los metabolitos de la T-514 in-vitro e in-vivo.
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1.6 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer las condiciones dsl sistema de cultivo primario de hepatocitas

de rata y de humano para su exposiciéon 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 yfo de sus metabolitos en

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

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

hepatocitos de humano y su medio de cuitivo por medio de HPLC.
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5. Exponer a los microsomas hepaticos de raton, 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 hopaticos 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/a 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 | 1/15 del ensayo fase clinica |, por medio de

HPLC.

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

detectado en los sistemas in vitro e in vivo.



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Material Bioldgico

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

primario de hepatocitos.

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

microsomas hepaticos.

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

microsomas hepaticos.

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

22



23

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

Microsomas de ratdn, 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.

Lineas celulares hepéticas de origen humano: Chang liver (CCL13) y
Hep G2 (HB806S) obtenidas de American Type Culture Collection (ATCC)

Manassas, VA, EUA.

2.1.2 Reactivos, material y equipo.

2.1.2.1 Reactivos

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

EUA y de In Vitro Technologies, Inc.



Sigma Chemical Co.:

Medio Williams E

Medio Esencial Minimo (MEM)
Colagenasa

Suero de ternera

Penicilina

Estreptomicina

Fungizona

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

Benceno

Merck Darmstagdt.

Etanol calidad gradiente
Metanol grade HPLC

Acetato de Etilo grado HPLC



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

Acido clerhidrico

Acetona

Eter de petrdlao

BIO-RAD:

Kit para determinacion de proteinas

in Vitro Technologies, Inc..

Medio de cultivo para hepatocitos humanas (lote 14L.5)

T-514:

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

protegida de la luz hasta su uso.



2.1.2.2 Cultlvo Primario y aislamiento de microsomas.

Para el cultivo primario de hepatocitos y el aistamiento de 10s
microsomas de rata y mono se uso el siguiente material y equipa:

Cajas de Petri desechables.

Matraces Erlenmayer de 250 mi (Pyrex)

Placa de calentamiento con agitador magnético PC 101 (Corning)

Equipo de diseccidn

Pipetas Pasteur desechables

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

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

(Corning)

Tubos para ultracentrifuga de polialomero (Beckman)

Cémara de Neubauer

Invertoscopia Axiovert 100 (Carl Zeiss)

Campana de flujo laminar

Incubadora modelo 5410 (Napco)

Ultracentrifuga L8-M (Beckman)



Desmembranizador sénico Maodalo 300 (Fisher)

Homogenizador Con-Torque (Eberbach) con vaso de vidrio (Potter-
Elvehjemn) y émbolo de tefldn

Espectrafotdmetro Bio Assay Reader HTS7000 (Perkin Elmer)
Centrifuga Spinchron (Beckmarn)

PotenciOmetra modelo e 320 (Beckman)

Balanza analitica modelo AB240 {(Mettler Toledo)

Espectrofotdmetro Beckman DU7500 con arregle de diodos y

controlader de temperatura Peltier.

2.1.2.3 Extracclén de l1a T-514 de muestras bloldgicas.

Para la extraccion de la T-514 del medio de cultivo, de las céiulas, de

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

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

Tubos Eppendorf de 1.5 mi



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

Vortex (Scientific/Products)

Membranas de 0.45 ym de tamario de poro (Millipore)

2.1.2.4 Técnicas Cromatograficas.

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

HPLC Analitico 1.

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

de teflon para viales (HP).

Eluente 1a Condiciones:

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

Tiempo (min) %A %B
0-4 65 35
4-5 100 0
6-8 100 0
810 65 35
Flujo: 0.4 ml/min

Temperatura: 26.9°C

Longitud de Onda : 410, 269, 310 nm.

HPLC Analitico II:

Cromatégrafo de liquidos Hewlett-Packard Modelo 1100 con detector
UV-Vis de longitud de onda variable. Golumna QDS Hipersil ¢on 5 ym
de tamafio de particula de 100 mm de longitud y con un diametro de
21 mm (HP). Viales de¢ 2 ml y septas para wviales (HP). Las
condiciones usadas para este sisteima fueron las mismas que las

descritas para HPLC |.
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CCF.

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

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

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

No. 51438. Revelador: solucion KOH en etanol al § %.

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

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

2.2 METODOS

2.2.1 Modelg In vitro.

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

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

y humano.

2.2.1.1 Procedimiento para la obtenclon de microsomas hepéticos.

Los microsomas hepaticos se aislaron de acuerdo a procedimientos
previamente descritos”. Se utilizaron ratas Wistar macho y un mono Macaca
mulata macho; las ratas se sacrificaron por dislocacidn cervical y el mono
por medio de inyeccion intracardiaca de KCl al 10% a una dosis de 0.3
mg/Kg. La pared abdominal de ambas especies se abrid ¢on unas tijeras de
diseccion y el higado se perfundio in situ con una solucion de KCI 0.154 M
(pH 7.4) a través de la vena Porta. Posteriormente el higado se extrajo, se
peséd y se homogenizd. El homogenizado se centrifugd a 28,000 g durante
30 min, se elimind el precipitade y el sobrenadante se recuperd y se
centrifugd a 105,000 g durante 60 min. Posteriormente se descartd el
sobrenadante y se canservd el precipitado, el cual contenia los microsomas.

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

diagrama del procedimiento experimental.

Rata Wistar (macho)
Mono Macaca mulata (macho)
' - Pertusion KCl1 0.1564 M, pH 7.4
Higado ﬂ

Homogenizar

J

Centrifugar 28,000 g por 30 min
Recuperar / N Eliminar

Sobrenadante Botén

!

Centrifugar 105,000 g por 60 min

Eliminar 'z" \ Recuperar

Determinacién de

Resuspender en KCI
Sobrenadante Boton ( Microsomas) M= 0.1543:\)4 pH7.4

Proteinas (Bradford)

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

La determinacion de la concentracién de proteinas en los microsomas
se llevd a caba por el método de Bradford®, para lo cual se prepararon
curvas de calibracién de estandares de albamina serica bovina. Este método
se basa en la medicion espectrofotométrica del complejo coloreado que se
obtiene al reaccionar el azul britlante de Coomassie G-250 con los residuos

de aminodcidos basicos.

2.2.1.3 Procedimiento para la Incubacidn de los micrasomas con la
T-514 y obtenclén de muestras para la determinacion de la
T-514 y sus potenclales productos de degradacion

(metabolitos).

Se utilizaron tres concentraciones de proteinas microsomalss:; 12.5,

125y 250 yg/ml en KCl 0.154 Ma un pH 7.4, [as cuales se expusieron a ia
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T-514 (25 uM). Se utilizaron tres muestras para cada concentracidn
evaluada, vy el experimento se realizd en dos ocasiones. La T-514 se disolvid

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

lLas muestras de microsomas control tuvieron las mismas
concentraciones de protelnas (12.5, 125 y 250 pyg/mi), y a éstas solo se les

agregd el solvente (etanol-KCl).

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

7.4, en ausencia deg microsomas.

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

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

Al llegar al tiempo establecido, las muestras se sacaron de la
incubadora y se agregaron 0.5 ml de metanal para detener la actividad

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

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

Prote(nas microsomales
(12.5, 125, 250 pg/ml)
T-514 25 yM ﬂ, Control ﬂ Etanol-KClI
Incubar 37°C
£ 0,05,61,83,6,9 12y24 hrs
g g H Agregar H H g
L 0.5 ml Metanol

1y = 17

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

hepatocitos de rata.

Para la obtencién del cultivo primaric de hepatocitos de rata se
sacrificaron por decapitacion & ratas Wistar de 8-12 dias de nacidas, de
acuerdo al método descrito por Acosta y cols.®. El higado se perfundié
in situ por la vena Porta con 10 ml de una solucion amortiguadora de
fostatos & un pH 7.4, suplementada con c¢olagenasa (80 U/mi),
posteriormente los hepatocitos se disociaron por medio de agitacidn
magnética a 37°C durante 10 min, en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, que
contenia 25 ml de la misma solucion de colagenasa. Después de la agitacion
se recuperd el sobrenadante y se centrifugd en tubos conicos durante 3 min
a 3000 rpm y el botdn celular se recuperd en medio Williams E. Las células
se resuspendieron con 5 ml de medic y se repitid el proceso de
centrifugacion y lavado 4 veces, con el mismo medio. Al final de i0s lavados
se elimind el sobrenadante y el botdn celular se resuspendidé en medio
Williams E suplementado con insulina, hidrocortisona y suero de ternera
(10% vA) como nutrientes. La densidad celular se ajustd a 1x10° cel/ml

mediante conteo celular en un hemaocitOmetro, previa determinacién de la
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viabilidad celular mediante la prueba de exclusién de azul de tripano®. Los
hepatocitos se sembraron en cajas de Petri en el medio Wiliams E
suplementado. Las cajas de Petri conteniendo las células se incubaron a 37
°C durante 72 hrs en un ambiente de 95 % aire y 5 % CO,. Los hepatocitos
se lavaron cada 24 hrs con una solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4.
A las 72 hrs se evalu6 la adhesion y morfologia celular mediante
observacién en un microscopio invertido, y posteriormente, el medio se
cambio por medio Williams E fresco. Las figuras 4 y 5 muestran el diagrama

del procedimiento experimental.

- Disociacion celular {
: m / Lavar con con colagenasa A’ Recuperar
. _medio o1 sobrenadante
. '-? e — a‘-':'az"'-’:gQ o -
Extraer y fragmentar
el higado

Lavar botén
con medio = | 2,

Figura 4. Cultivo primario de hepatocitos



38

Ajustar densidad celular
a 1X10°% cel/ml|
== = =
Resuspender botén en
medio+suero 10% / x
Cutivar 72 hrs a 37°C,
en5%CO, | h-;”—;i—l T
95% aire Incubar en presencia de
Incubar en presencia de 25 uM de etanol(control)

T-514 0,0.5,1,3,6,09 12y 24

0,05,1,3 6,9, 12y 24 hrs hrs

—_———

Incubar medio en presencia de 25 yM

de T-514 g———t

0,05,1,3,6,9, 12y24 hrs

Figura 5. Exposiciéon de hepatocitos a la T-514.

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

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

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

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

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

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

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

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

vidrio, la caja se lavd con 0.5 ml de metanol y éste se agregé al tubo (figura

6).
A
Retirar medi m gregar

0.5 ml metanol

_— @ — =
Hepatocitos Agregar _
+ :
o | 1 mldePBS H
x Hepatocitos H
T-514
Lisis celular l- Transferir a tubo

Transferir a tubo

Figura 6. Preparacién de muestras de cultivo primario de hepatocitos



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

Las muestras control se prepararon de la misma forma como se

menciond para las muestras anteriores.
3.- Muestras de medio control con T-514:

El medio se retir6 de las cajas de Petri con una pipeta Pasteur y se
colocd en un tubo de vidrio, la caja se lavé con 0.5 ml de metanol y éste se
agregd al tubo, posteriormente las muestras se extrajeron con Acetato de
Etilo para proceder a su andlisis por HPLC | con el eluente 1a y asi

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

T-514 (figura 7).

Transferir al tubo
" Retirar
Me+dIO medio n
T-514
H ::;} ﬁ ::zb Extraccion
Lavar con
0.5ml
metaU Transferir al tubo

Figura 7. Preparacion de muestras del medio control.
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2.2.1.7 Extraccién liquido-liquido de las muestras del modelo /n vitro.
Las muestras de microsomas, hepatocitos 0 medio de cultivo solo,
fueron extraidas en dos ocasiones con 5 ml de Acetato de Etilo, se agitaron
en un vortex durante 1 min y se recuperé la fase organica. Posteriormente
las muestras se evaporaron a sequedad por rotacion al vacio y los extractos
se resuspendieron en 0.5 ml de metanol. Los extractos obtenidos se filtraron
a través de membranas de celulosa de 0.45 ym de tamafo de poro y se
transfirieron a un vial para su posterior analisis por HPLC | con el eluente 1a

(figura 8).

Medio, células o microsomas

[l Extraer con Acetato de Etilo

U Agitar 1 min

Transferir fase organica
S

- Analizar por
> —p EEE = HpLC
Evaporar y
resuspender en

0.5 ml de metanol

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

neoplasico.

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

a)- Cultivo de células de higado de Chang (origen benigno) y de ceélulas
de Hepatoma G2 (origen neoplasico),

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

(c&mara de Neubauer), ajustandose a 20x10° células por cada 0.1 ml.
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Posteriormente se agregé 0.1 mi de la suspension celular (20,000
células) a cada celdilla de 1a placa de 96 celdillas y las placas se incubaron a
37°C durante 24-48 hrs hasta la formacion de la monocapa celular lo cual se
comprobd por revision micrascopica.

b)- Expasicion celular a los productos de degradacion (metabolitos) de
la T-514 y determinacién de la CT,.

El medio de cultivo de las placas se retird y se agregaron 100 ul de
medio MEM a las 96 celdillas; posteriormente se agrego el producto de
degradacion (metabolito) de la T-514 disuelto en etanol. Se evaluaron 12
concentraciones (160 yg/ml hasta 0.078 pg/ml) y se dejaron celdillas control,
en las cuales solo se agreg¢ el solventa (etanol). Las placas se incubaron a
37°C duranta 72 hrs. La evaluacion de las 12 concentraciones se realizé en
dos ocasiones en experimentos separados.

c)- Evaluacion de la citotoxicidad selectiva.

Evaluacidn morfoldgica: una vez transcurrido el tiempo de incubacion
(72 hrs), las células se revisaron microscopicamente con diferentes factores
de amplificacion (100x, 200x y 300x). El criterio de citotoxicidad evaluado fus

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

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

Las ceidilias donde todas las celulas estaban muertas y cuya
absorbancia correspondid a cero tueron consideradas como concentracién
citotdxica total (CT,4), ¥ la CT,se obtuvo de las celdillas donde la medicién
de la viabilidad celular dio una absorbancia igual a (a de los controies.

La concentracion citotdxica cincuenta porciento (CT,,) se calculd como
¢l promedic geométrico entre la CT,,, ¥ la CT, de acuerdo al criterio
previaments establecido por Ekwall® Como criterio de selectividad se
establecié una diferencia minima de tres veces entre las CT,, obtenidas de

las celulas de origen benigno y neopldsico.
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2.2.1.9 Exposicion de la T-514 a las soluclones amortiguadoras segun
Sdrensen (pH 7.3 , 5.0 y 3.5) y al plasma de perro (in-vilro), y
obtencion de muestras para la determinacién de la T-514 y sus

probables productos de degradacion.

Ademas de ia autooxidacion reportada para la T-514*, se ha reportado
en la literatura para ciertas substancias la existencia de una degradacién
“espontédnea’ en condiciones fisiolégicas, dapendiente tarto del pH como de
la temperatura, llamada efecto Hoffmann®*%% por tal motivo previo a la
administracion de la T-514 a los perras (modelo in vivg), se prepararon
soluciones amartiguadoras segun Sdrensen®™, de fosfatos a pH 7.3, que
remeda a las condiciones fisiologicas extracelulares, de citratos para el pH
3.5 que remeda las condiciones fisioldgicas intracelulares y de tosfatos a pH
5.0. Adicionaimente se prepararon muestras de plasma de perre con y sin
dilucion (1:10) en solucion fisioldégica (NaCl 0.9 %). Las soluciones
amortiguadoras y el plasma (diluide y no diluido) sa incubaron a 37°C en
presencia de T-514 (25 yM) disuselta en etanol, a los siguientes tiempos: 0,

0.5, 1, 3, 6, 9, 12 y 24 hrs. Sa utilizaron tres muestras para cada tiempo
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evaluado y se prepararon muestras control con cada una de las soluciones y

con el plasma a los que sélo se les anadio el solvente.

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

con &l eluente 1a.

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 | 1/15.

2.2.2.1 Administracion 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 unifarmizé la alimentacion, y se mantuvieron

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

una dosis Unica de 2 mg/Kg de peso.

2.2.2.2 Obtencién de muestras sanguineas de perros Beagle.

Se tomaron muestras de sangre periférica con EDTA c¢omo
anticoagulante, a los siguientes tiempos: O (previo a la administracion de
T-514), 1, 15,30y 60 miny a las 2, 3, 4, 5, 6, y 12 hrs. Las muestras de
sangre se centrifugaron durante 15 min a 3000 rpm, el plasma se transfirié a
tubos de vidrio y posteriormente la T-514 y sus posibles metabolitos se
extrajeron por medio de precipitacién de proteinas como se describe en el
punto 2.2.2.5. Los extractos se analizaron por HPLC |l con el eluente 1a y

posteriormente por HPLC | con el eluente 1a.

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

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

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

durante 8 hrs para el segundo paciente.

2.2.2.4 Obtencién de muestras sanguineas de pacientes del Protocolo

1115.

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

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

Las muestras se centrifugaron durante 15 min a 3000 rpm y el plasma
se transfiri9 a tubos de vidrio. Posterionrmente, la T-514 y sus posibles
metabolitos se extrajeron dsl plasma por medio de precipitacion de protelnas
como se describe en el punto 2226, para su andlisis

por HPLC Il y posteriormente HPLC | ambos con el sluente 1a.
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2.2.2.5 Procedimiento para la extracclon de la T-514 y de sus posibles
metabolitos por precipitaciéon de proteinas en el caso del

modelo in vivo.

Para la extraccion de la T-514 y sus posibles metabolitos de las
muestras del modela in vivo se ulilizd el método reportado por Salazar y
cols.® modificado para el presente trabajo, para lo cual se colocaron 250
pg/m| de plasma de perro o de humano en un tubo Eppendorf de 1.5 mi y se
anadieron 500 ul de acetonitrilo al plasma de perro o0 500 ul 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 sohrenadante se
transfirié a otro wbo Eppendort y se centrifugd @ 7000 rpm durante 3 min. El
sobrenadante obtenido se filtrd a traves de membranas de celulosa de 0.45
¢m de tamario de poro y se transfirid a un vial para su posterior andlisis por
HPLC. En este caso las muestras se analizaron primero por HPLC 1l con el

eluente 1a y posteriormente por HPLC | con el eluente 1a.



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 MODELQ IN VITRO.

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

3.1.1.1 Microsomas hepéticos de ratdn.

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

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

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

utilizadas. En la curva de deteccién de la T-514 obtenida de su incubacion
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con la concentracién de 250 pg/ml de proteinas microsomales se observd

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

hrs de incubacion.

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

la concentracién de 250 pyg/mi.

30

n
(6]

S

—
o

Co_rzc.Tiu (pM)
o

0246r1'012141618202224
Tiempo (hrs)
Poteinas microsomales

| =125 ug/m| —e—125 pg/ml —a—250 pg/ml —se=Control KCI

Figura 9. Determinacién de T-514 en microsomas hepéticos de ratén. X + DE n=3.
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Por otro lado en |a curva de 12,5 ug/ml de proteinas microsomales se
observo que el decaimiento de la T-514 fue mas lento que el observado con

las dos cancentraciones anteriores.

En la curva abtenida de ia deteccién de la T-514 en las muestras
control sdlo se observd un ligero decaimiento en la concentracidn de la
misma. En esta especie no se detectaron picos cromatogréaficos 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 Microsomas hepaticos de rata.

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

hepaticos de rata Wistar a tres diferantes concentraciones de proteinas

microsomales (250, 125 y 12.5 ug/ml) se muestran en la figura 10.
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Se observé que hubo un decaimiento en la concentracion de la T-514,

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

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

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

decaimiento abrupto de la misma.

8

n
(5,]

=

Conc T514 (M)
= o

4]

o

0 2 4 @ B8 W0 112 M 16 18 20 2 2
Tiempo (hrs)
Poteinas microsomales

=#=12.5 yg/ml ===1254g/m| =a=250 pg/mi -—Gonu'olKCl‘

Figura 10. Determinacién de T-514 en microsomas de hepéticos de rata. Xx DE. n=3

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

funcién de tiempo, y no se observé diferencia marcada entre el decaimiento
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de la T-514 con esta concentracion y la de 250 pg/ml. Con estas
concentraciones no se detectaron picos cromatograficos distintos al de la

T-514 (figuras 4 y 5, apéndice 2).

En la curva de deteccidn de la T-514, con la concentracion de 12.5
pg/ml de proteinas microsomales, el decaimiento de ésta fue més fento (o
que se observd claramente en sus cromatogramas (figura 6, apendice 2) y
ademas se detectaron a las 24 hrs de incubacion dos picos cromatograficos,
a tiempos de retencion 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 ia curva obtenida de la deteccién de la T-514 en las muestras
control sélo se observd un ligero decaimiento en la concentracion de la

misma.
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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.
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3.1.1.3 Microsomas hepéticos de cobayo.

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

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

utilizada.

En la curva de deteccion de la T-514 obtenida con la concentracion de
250 pg/mi de proteinas microsomales se observé un decaimiento abrupto de

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

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

observado con la concentracién de 250 pg/ml de proteinas microsomales.

Por otro lado en la curva de 12.6 ug/ml de proteinas microsomales se
observa que el decaimiento de la T-514 fue mas lento que el observada con

las dos cancentraciones anteriores.

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

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

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

3.1.1.4 Microsomas hepéticos de perro.

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

microsomales (250, 125 y 12.5 uyg/ml) se muestran en la figura 14.
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Figura 14. Determinacién de la T-514 en microsomas hepéticos de perro. X+ DE. n=3.
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Se observd que hubo un decaimiento en la concentracion de la T-514,
el cual fue proporcional a ia concentracion de proteinas microsomales

utilizada.

En la curva de deteccion de Ia T-514 con la concentracidn de 250
pg/ml de proteinas microsomales se observd un decaimiento abrupto de la

misma y su desaparicion a las 6 hrs de incubacion.

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

observado con [a concertracion de 250 yg/ml de proteinas microsomales.

Por otro lado en la curva de 12.5 pyg/mi de pratefnas microsamales s8
observ que el decaimiento de la T-514 fue mas lento que el observado con
las dos concentraciones anteriores. En las muestras control sdlo se observd
un ligero decaimiento en la concentracidn de la T-514. En esta @specie no s8
detectaron picos cromatograficos distintos a la T-514 con ninguna de las

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

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

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

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

fue praparcional a la concentracion de proteinas microsomales utilizadas.

En la curva de detsccion de la T-514, obtenida de su incubacidn con
la concentracién de 250 yg/ml de proteinas microsomales se observé un
decaimiento abrupto de |la misma, mientras que en la curva de 125 pg/ml de

proteinas microsomales el decaimiento fue abrupto, pero menos violento.

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

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

En la curva obtenida con 12.5 pg/ml de proteinas microsomales se
observé que el decaimiento de la T-514 se enlentecié notoriamente lo que se
pudo observar claramente en los cromatogramas correspondientes (figura
15, apéndice 2). Ademas en este caso, se detectdé a las 24 hrs de
incubacion, un pico cromatografico a Tr distinto al de la T-514 (figura 16) y
con un espectro UV-Vis parecido al de la misma (figura 17), el cual
correspondié al pico del compuesto M1 detectado en los microsomas de
rata. En las muestras control s6lo se observé un ligero decaimiento en la

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

microsomas de maono (12.5 pg/ml).
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3.1.1.6 Microsamas hepiticos de origen humano.

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

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

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

utilizada.

El decaimiento en la concentracion de la T-514 fue abrupto en el caso
de la concentracion de 250 pg/mt de protefnas microsomales y se observd

su desaparicion cromatografica a las 12 hrs de incubacién.

Con la concentracidn de 125 pgiml de proteinas micrasomales
también se observd un decaimiento abrupto, pero menos viclento que el

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

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

las dos concentraciones anteriores.

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

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

especies incubados con la T-514.

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

trasfarmacién de la T-514.

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

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

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

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

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

humano (figura 21).
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Figura 21. Gréfica comparativa de la deteccién de T-514 en microsomas hepéticos de
distintas especies expuestos a 25 yM de T-514. X+ DE. n=3

3.1.2 Evaluacion del metabolismo de la T-514 en cultivo primario de

hepatocitos de origen animal y humano.

3.1.2.1 Cultivo primario de hepatocitos de rata.

Los resultados de la exposicion del cultivo primario de hepatocitos de

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

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

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

En la curva obtenida del medio control s& observé un decaimiento de
la T-514 en funcidn del tiempo, el cual fue menor que el encantrado en el
medio en el que se mantuvo el cultive celular. Por otro lado 1a suma de las
concentraciones intra y extracelulares, correspondidé a la concentracion
encontrada en el medio de cultivo control. En este sistema no se detectaron

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

3.1.2.2 Cultivo primario de hepatocitos de origen humano.

Los resultados de la exposicion del cultivo primario de hepatocitos de

arigen humano se muestran en la figura 23.

En la curva de concentracion de T-514 gbtenida de la monocapa
celular, inicialmente se observdé un incremento progresivo de la

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

espectro UV-Vis parecido al de la T-514 (figura 25).
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Figura 23. Determinacion de T-514 en cultivo primario de hepatocitos de origen humano.
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En la curva de las muestras de medio en el que se mantuvo el cultivo
celular, se observé un decaimiento de la concentracién de la T-514 en
funcion del tiempo y se detectaron a partir de las tres horas de incubacion
dos picos cromatograficos con Tr y con espectros UV-Vis distintos al de la
T-514 (figuras 26 y 27). Estos picos cromatogréficos se incrementaron con el
tiempo de incubacion, asi como, ¢con la disminucion de la concentracién de la

T-514.

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

microsomas de rata.
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donde se cultivaron [0S hepatocitas de origen humano.
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Figura 27. Espectros UV-Vis de la T-514 y de los
compuestos M1 y M2 detectados en el medio donde se

cultivaron los hepatocitos de origen humano.
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Figura 28. Cromatogramas obtenidos de las muestras del medio (control) incubado

con T-514,
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3.1.2.3 Resultados de la incubacién de la T-514 en solucién
amortiguadoraapH 7.3, apH 5.0 yapH 3.5.

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

soluciones amortiguadores fueron los siguientes:

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

(figura 30).
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Figura 30. Determinacion de T-514 en soluciones amortiguadoras segun Sorensen
adiferente pH. X+ DE n=3
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En ol andlisis cromatografico de las muestras abtenidas de la T-514

en |a solucidn de fosfatos a pH 7.3, se detectaron ademas de la T-514, dos
picos cromatograficos, los cuales aparecieron a partir de la primera hora de
incubacion y se incrementaron ¢on el tiempo. Los Tr de los picos detectados
fueron dierentes 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 andlisis cromatografico de las muestras de la solucion de
fosfatos a pH 5.0 incubadas con T-514 se detectd a las 24 hrs de incubacion
ademas de la T-514, un pico cromatografico con un Tr diferente al de la
T-514 (figura 34) y con un espectro UV-Vis parecido al de la misma (figura
35). El Tr y el espectro UV-Vis correspondieron a los del pico cromatografico

M1 detectado en la solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7.3.
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Figura 31. Cromatogramas obtenidos de las muestras de la T-514 incubada en
solucién de fostatos & pH de 7.3.
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Figura 32. Espectros UV-Vis de la T-514 y de los
compuestos M1 y M2 detectados en la solucién de
fosfatos a pH 7.3.
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Figura 35. Especiros UV-Vis de la T-514 y del compuesta
M1 detectados en la solucidn de fostatos a pH 5.0.
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Debido a que los picos cromatograficos detectados en la solucion
amortiguadora de fosfatos correspondieron cromatograficamente a los
detectados en los microsomas de rata y mono y considerando que en estas
sistemas enzimaticos el proceso de degradacidn de la T-514 ocurnd
rapidamente y que la cantidad de muestra fue muy poca, lo que dificultd el
gislamiento de los mismos, se decidid incubar a la T-514 a mayor
concentracion en solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.3 para obtener

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

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

en el apéndice 1.

3.1.2.4 Resultados del analisis de los productos de degradacion de la

T-514 obtenidos de la solucldn amortiguadora de fosfatos.

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

solucién de fostatos a pH 7.3, se analizaron par CCF en sllica gel con el
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eluerte 1b y so utilizd a !a T-514 como estandar de referencia. En este
sistema se detectaron por observacién bajo la luz de lampara UV
(375.0 nm), dos compuestos ademas de la T-514. El revelado de la placa de
CCF anterior can KOH en etanol, resultd positivo para uno de los
compuestos (coloracién roja)® lo cual permitié confirmar la presencia de una
antraquinona. Posteriormente los compuestos se analizaron en CCF en
silica gel con el elugnte 1b, y se utilizaron como estandares de referencia la
T-814, la T-510 (antraquinona) y la T-496. La placa se observé bajo la luz de
ldmpara UV y el Rf (0.66) de uno de los compuestos fue comparable con el
del estandar de referencia de la T-510 (Rt 0.64). Para confirmar estos
resultados los compuestos se analizaron por HPLC | con el eluente 1a y se

utilizaron los estandares de referencia ya mencionados.

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

37).
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Figura 36. Cromatogramas de los compuestos obtenidas de la T-514 incubada en la
solucidn de fosfatos a pH de 7.3 (1), del estdndar de ia T-510 (2) y del estandar de
la T-496 (3).
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El campuesto M1 ya aislado de acuerdo al procedimiento descrito en
el apéndice 1, se analizé par 'HRMN de 400 mHz (figuras 22-26, apéndice 2)

y se obtuvo la siguiente informacidn:

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

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

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

M1 obtenida de la T-514 sean el misma compuesto.
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3.1.2.4 Determinacién de [a citotoxicidad de los productos de
degradacién de la T-514 obtenidos de Ila soluclén
amortiguadora de fosfatos a pH 7.3 y evaluaclén de su

selectividad.

Después de la exposicidn de las células de higado de Chang (origen
benigno) y de Hep G2 (origen neopldsico) a los compuestos M1 y M2 se
determind que la concentracion citotoxica cincuenta porciento (CTg,)
obtenida por evaluacidn morfologica fue de 40 pg/ml para las células de
origen benigno y de 28 pg/mi para las de origen neoplasico en el caso del
compuesto M1; para el compuesto M2 la CT,, fue de 40 yg/ml para las
células de origen benigno y de 20 yg/ml para las neopldsicas. En el caso de
la prueba de reduccién del MTT, la CT,, para et compuesto M1 fue de 28
H#g/ml para las células benignas y de 10 yg/ml para las neoplésicas; para el
compuesto M2 la CTy, fue de 20 pg/ml y de 10 ugiml para las celulas
benignas y neaplésicas, respectivamente. La comparacidn de los resultados
obtenidas cgn ambos compuastos mostrd que no hubo una diferencia

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

compuestos no tuvieron citotoxicidad selectiva hacia las células de origen

neoplésico.

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

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

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

30

Conc T-514 (yM)

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
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-+=Plasma Perro =s=Dil1:10 Plasma =-+=Sol.Salina

Figura 40. Determinacién de T-514 en plasma de perro in vitro . X+ DE. n =3
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En la curva de concentracion de la T-514 en plasma de peno (cony
sin dilucidn) se observd un decaimiento importante de la T-514 en funcién
del tiempo.
No se observaron diferencias importantes en el decaimiento de la
T-514 en las muestras de plasma con y sin dilucidn.
El decaimiento de la T-514 incubada en solucidn salina {(control) fue

minimo.

3.2 SISTEMAS IN VIVO.

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

administraclon intravenosa.

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

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

degradacién de la T-514 (figura 27, apéndice 2).
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Figura 41, Determinacién de T-514 en plasma de pewrg in vvo . Xx DE. n=4

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

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

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

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



CAPITULQ 4

DISCUSION

Dentro de la farmacocinetica de los medicamentos y/a compuestos
exdgenos, el metabolismo es un proceso muy importante, ya que a traves
del conocimiento del mismo podemos determinar si un compuesto sjerce su
efecto en la forma como originalmente se administrd (en el caso de
farmacos) o bien mediante su transformaciéon a metabalitos activos. Por otro
lado el metabolismo de los compuestos también puede llevar a la formacion
de metabolitos inactivos en cuanto al efecto terapéutico o bien,

potencialmente tdxicos para un érgano en particular®.

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

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

100
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(microsomas hepaticos y cultivo primaric de hepatocitos), se cbservd que
s6lo en los microsomas de rata y mono, se pudo detectar ademas del
dacaimianto en la concentracion de la T-514, los dos picos cromatograficos
correspondientes a productos de degradacion de la misma. En este sistema
la cantidad de muestra fue muy poca , |0 que impidié su aislamiento. La
diferencia en los Tr de los dos picos cromatograficos detectados en los
microsomas, asl como, la semejanza de sus espectros UV-Vis con os de la
T-514 y el ligero desplazamiento de estos espectros, indicd que los
compuestos formados en este sistema corresponden a intermediarios
metabdlicos de la degradacion de la misma.
El origen de los microsomas (especie), asi como, la concentracion de
enzimas microsomales utilizada, fueron dos factores determinantes en ia

deteccion de estos productos de degradacion.

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

al compuesta original solo pudieron ser detectados en 10s microsomas
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hepaticos de rata y de mono (como se menciond anteriormente), mientras
que en los microsomas del resto de las especies estudiadas (raton, cobayo,
perro y humano), éstos no fueron detectados. Lo anterior indica que en
estas especies el fendmeno de biotranstormacion de la T-514 se {levd a
cabo a una mayor velocidad, lo que impidié la deteccion de los productos

que se pudiesen haber formado.

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

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

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

La incubacion de la T-514 en diferentes solucionss amortiguadoras (de
fosfatos pH 7.3 y 5 y de citratos pH 3.5), la cual se realizd debido a fa
observacion de un ligero decaimienta en la concentracion de la T-514 en las
muestras contral (solucion amartiguadora de KCI), asi como, por la
existencia de repartes relacionados con su autooxidacion® y a la posibilidad
de una degradacién fisioldgica de la T-514, por efecto del pH plasmatico y de

la temperatura carporal (efecto de Hofmann)®™#%%5 parmitié en el caso de
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la solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7.3, (& deteccion de dos picos
cromatograficos (M1 y MZ2) los cuales tuvieron los mismes tiempos de
retencion y espectros UV-Vis de los picos detectados en los microsomas de
rata y del pico encantrado en los de mono. Lo anterior hace supaner que se
trata de los mismos compuestos y corrobora ademas el fendmeno de
autooxidacidn de la T-514. Por otro lado el hecho de que en este sistema ol
fenomenc de biotransformacion de la T-514 ocurriera en una forma mas
lenta, permitid el aislamiento de los productos de degradacion de la misma,
lo cual no pudo hacerse en el caso de los microsomas de las especies que la
biotransformaron (rata y mono), debido a que en ellas, la transformacion y

desaparicidén de [0s mismos ocurrid en una forma mas rapida.

La semajanza en 10s espactros de UV-Vis de 10s picos cromatograficos
obtenidos a partir de la solucién amortiquadora de fosfatosa pH 7.3 ( M1 y
M2) con &l de la T-514, as{ como, el ligero desplazamianto de los mismos
indican que estos compuestos son productos de degradacién de la misma.
Por otro lado el analisis por CCF, y por HPLC (espectro UV-Vis) permitid

establecer que el compuestoc M2 muy probablemente corresponde a la
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antraquinona T-510 obtenida originaimente del fruto de Karwinskia
tehuacana . El andlisis del compuesto M1 por 'HRMN, indicd que las sefales
espectroscipicas de este compuesto fuaron similares a ias encontradas para
un compuesto de PM 510 previamente aislado™, a partir de la degradacion
de la T-496 incubada en solucién amortiguadora a pH 10. El andlisis del
compuesto M1 y del compuesto de degradacion de la T-496 (PM 510Q) por
HPLC, mostrd que estos tienen Tr y espectras UV-Vis muy similares; esta
indica que existe una muy alta probabilidad de que el compuesto M1
detectado tanto en los mictosomas de rata como en la solucidn
amortiguadora de fosfatos y en el medio de cultivo de hepatocitos de origen
humano, y el compuesto de degradaciéon de la T-496 (PM 510) sean los

mismaos.

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

debido a la rapidez de su transformacion.
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En el caso de los hepatocitos de origen animal y humano la
determinacion de las curvas de concentracion de la T-514 en los cultivos
celulares, mostré que ésta pudo ser detectada intracelularmente a ks 30
minutos, lo que indica que su penetracion celular ocurre durante la primera
media hora de exposicién. El incremento posterior en (a concentracién
intracelular de 1a T-514 coincidid con su decaimiento o desaparicion del
medio en el que estaban cultivadas las células. En este sistema no se
detectaron picos cromatogréficos distintos a los de la T-514 en los
hepatocitos de rata; y los picos cromatograficos detectados en los
hepatocitos de origen humano, también se detectaron en las muestras
control, por lo cual no puede atribuirse la aparicidn de estos picos
cromatograficos distintos a la T-514 a influencias celulares sino a una
autedegradacion de la T-514 en el medic da cultivo. Como se menciond
antes estos picos cromatograficos correspondieron a los de los compuastos
M1 y M2 detectados en los microsomas de rata y en la solucién

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

explicase la falta de degradacion de la T-514 en este sisterna celular.

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

existen muitiples factores (entre ellos enzimas) que pudiesen haber
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intervenido y esto pudiera explicar el decaimiento en la concentracidn
sanguinea de la T-514 sin la aparicion de picos cromatogréficos
correspondientes a productos de su degradacion, otro factor importante que
debe ser considerado en este modelo in vivo, es el proceso de distribucion
de la misma y el hecho de que ésta posiblements tenga un volumen de
distribucién intracelular. Por otro lado la desaparicion rapida de la T-514
observada en ol caso de las concentraciones mayores de microsomas,
indica que el procesg de autodegradacion de ia T-514, se potencia en
presencia de este sistema enzimatico. Lo anterior pudiese también expiicar,
en el caso del modelo in vivo, la no deteccion de los productos de

degradacion de la T-514.

En relacion a la valoracién de la citotoxicidad selectiva de los productos
de degradacion de ia T-514, ésta se realizd en células hepdticas humanas
tanto de origen benigno como maligno con el proposito de poder cormparar la
citotoxicidad en ambos tipos celulares y establecer su selectividad. Las
lineas celulares se seleccionaron par su onigen (humana), par pravenir de

higado, (que es uno de los drganos blanco de toxicidad de la T-514 en
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ensayos in vivo)®, y por ser éstas las lineas utilizadas para el control de
calidad de la T-514. En cuanto a los parametros de eévaluacion de
citotoxicidad, el uso de la prueba de reduccion del MTT la cual se basa en
meadiciones aspectrofotométricas para la deteccién del producto de
degradacidon de este compuesto por las células viables, complementd el
parametra de revisidn microscépica de adhesion celular, Con esta prueba se
ovalud ademas un pardmetro més sensible para la determinacidon de la
viabilidad celular, como o es (@ actividad de las enzimas mitocondriales. El
aislamiento y extraccion de los compuesto M1 y M2 obtenidos de la
autodegradacion de la T-514 en solucion amortiguadora de fosfatos a pH
7.3, permitio la evaluacion de su posible toxicidad selectiva hacia células de
origen neoplasico. Al respecto se determind que ne hubo diferencia entre las
Cl,, de estos compuestos obtenidas en las celulas de origen benigna y
neoplésico, por lo que se establecid que éstos carecen del efecto de

toxicidad selectiva hacia células de origen tumoral.

Las resultados obtenidos en este estudio mostraron que la degradacién

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

los cuales la degradacién ocurrid de una manera mas lenta.

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

(T-514).



CAPITULO 5

CONCLUSIONES

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

degradacién de la misma.

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

en los microsomas.

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

pH 7.3 y en el medio de cultivo.

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

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

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

abtenida originalmente del fruto de Karwinskia tehuacana.

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

reportado para el compuesto original (T-514).

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

selectividad hacia células de origen neoplasico.
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Alslamlento y purificacién de los productos de degradacion de la T-514
obtenldos a partir de la solucldn amortiguadora segun Sorensen a pH

7.3.

Los productos de degradacién de lta T-S14 se obtuvieron a mayor
escala incubandose 10 mg de T-514 a 37°C durante €0 hrs en solucion
amortiguadora de fostatos @ pH 7.3. Posteriormente se extrajo con Acetato
de Etilo y se procedié a evaporar por rotacién al vacfo, el extracto obtenido
so redisolvid con Acetato de Etilo para su andlisis por CCF en silica gel, con
el eluente 1.b. Con el procedimiento anterior se detectaron tres compuestos:
la T-514 (en proporcidn menor) y dos compuestos adicionales.
Pasteriormente del remanente de (a solucidn de Acetato de Etilo se obtuva
por precipitacion con éter de petrdleo, un precipitado y un sobrenadante. El
sobrenadante se sometié a CCF en sllica gel, en la cual se detectaron 3
compusgstos tanto por observacién bajo lampara de luz UV ¢como por
revelado con KOH. Las compuestos correspondieron a la T-514 y a dos
compuestos mas. El sobrenadante también se analizé por HPLC | con el

aluente 1a.
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Al precipitado se le volvid a agregar Eter de Petrdleg y se obtuva un segundo
sobrenadante, el cual se sometid a andlisis por CFF en silica gel y se
observaron los mismos tres compuestos detectados en el sobrenadante 1.
Este procedimiento se repitid cuatrd veces mas. Como residuo quedo un
precipitado negro. Los sobrenadantes se colocaron en un matraz, se
evaporaron por rotacion al vacio y se sometieron & CCP silica 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 lampara de luz UV se rasparon por
separado y se eluyeron con Acetato de Etilo abteniendose de esta forma los

compuestos M1 y M2.
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Current Chromatogram(s)
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Figura 1. Cromatogramas de T-514 en microsomas de ratdn (250 ug/ml) .
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Figura 2. Cromatogramas de T-514 en microsomas de raton (125 pyg/ml) .
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Figura 3. Cromatogramas de T-514 en microsomas de ratdn (12.5 pganl).
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Figura 4. Cromatogramas de T-514 en microsomas de rata (250 ug/ml).
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Figura 5. Cromatogramas de T-514 en microsornas de rata (125 pg/ml).
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Figura §. Cromatogramas de T-514 en microsomas de rata (12.5 pg/mi).
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Figura 7. Cromatogramas de T-514 en microsomas de cabayo (250 ugiml).
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Figura 8. Cromatogramas de T-514 en microsomas de cobayo (125 gg/mi).
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Figura 9. Cromatogramas de T-514 en microsomas de cobayo (12.5 pg/mi).
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Figura 10. Crgmatogramas de T-514 en microsomas de perro (250 pg/mi).
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Figura 11. Cromatogramas de T-514 en microsomas de pearro (125 pg/mi).
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Figura 12. Cromatogramas de T-514 en 'microaomas de perro (12.5 pg/mi),
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Figura 13, Cromatogramas de T-514 en microsomas de mono (250 pg/mi).
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Figura 14. Cromatogramas de T-514 en microsomas de mono (125 ug/ml).
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Figura 15. Cromatogramas de T-514 en microsomas de maono {12.5 gg/mi).
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Figura 16. Cromatogramas de T-514 en micrasomas de origen humano (250 ug/mi).
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Figura 17. Cromatogramas de T-514 en mmicrosomas de origen humano (125 pg/mil).
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Figura 18, Cromatogramas de T-514 en microsomas de origen humano (12.5 ug/mi)
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Figura 19. Cromatogramas de T-514 en hepatocitos de rata.
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Figura 20. Cromatogramas de T-514 en €l medio donde se cultivaron

hepatocitos de rata.
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Figura 21. Cromatogramas de T-514 en el medio control.
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Figura 27. Cromatogramas de T-514 en plasma de perro in vivo.
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