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Editorial

Botanica, biologia molecular y genética
aplicada a la farmacologia y la terapéutica.

Los avances recientes en las dianas
farmacolégicas para el tratamiento contra el
céncer nos ofrecen perspectivas interesantes a
los profesionales de la salud, al mismo tiempo
que la exploracién de remedios ancestrales
con plantas medicinales ofrece un campo de
investigacién interminable.

La medicina también explora la terapia génica
para resolver los problemas mas importantes
de la salud publica, dilucidando la asociacion
entre variaciones genéticas y enfermedades.
Actualmente se encuentran en marcha mas de
200 ensayos de terapia génica de fase 2y 3, lo que
podria traducirse en hasta 40 nuevos productos
aprobados para uso clinico en la proxima década.

En este nimero, se ofrece una interesante visién
histérica sobre las anfetaminas, los enormes
vinculos entre fisiologia y farmacologia, la
farmacocinética del omeprazol, el fracaso
terapéutico relacionado con los polimorfismos, el
papel clave de los cambios en el estilo de vida en
el tratamiento del sindrome de ovario poliquistico
y diferentes enfoques terapéuticos contra
el cancer.

Botanic, molecular biology and genetics
applied to pharmacology and therapeutics.

Recent advances in pharmacological targets for
the treatment of cancer offer exciting prospects
to health care professionals, at the same time the
exploration of ancient medicinal plants offers an
endless field of investigation.

Medicine is also exploring gene therapy to resolve
the most important troubles in public health,
elucidating the association between genetic
variations and disease. Nowadays More than 200
phase 2 and 3 gene therapy ftrials are currently
underway, which could translate into up to 40 new
products being approved for clinical use in the
next decade.

In this issue, an interesting historic insight
about amphetamines, the huge bonds between
physiology and pharmacology, pharmacokinetics
of omeprazole, therapeutic failure related
to polymorphisms, the key role of lifestyle
changes in the treatment of polycystic ovary
syndrome, and different therapeutics approaches
against cancer.

Omar F. Carrasco
Editor

ISSN IMPRESO 2954-4327. ISSN ELECTRONICO 2992-7277
https://dx.doi.org/10.58713/rf.v3i1.0 Ciudad de México

revistafarmacologia@facmed.unam.mx
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Polimorfismos de un solo nucleotido asociados con
falla secundaria a sulfonilureas en pacientes con
diabetes tipo 2: revision documental

Ménica Vianney Ayala-Martinez?, Nidia Samara Rodriguez-Rivera’

ISSN IMPRESO 2954-4327. ISSN ELECTRONICO 2992-7277
https://dx.doi.org/10.58713/rf.v3i1.1 Ciudad de México

Resumen

La diabetes tipo 2 es una patologia caracterizada por una deficiencia en
lasecreciéndeinsulinay unabaja sensibilidad de los tejidos periféricos a
su accién. El tratamiento en segunda linea consta de hipoglucemiantes
orales llamados sulfonilureas (SU), que promueven la liberacion de
insulina al bloquear los canales de potasio dependientes de ATP. Con
el transcurso del tratamiento se presenta una desensibilizacién gradual
a las SU, conocida como falla secundaria a sulfonilureas (FS-SU), que
puede estar relacionada a factores genéticos.

El objetivo del presente trabajo es encontrar asociaciones entre
variaciones genéticas especificas: polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs), con la falla secundaria a sulfonilureas, a partir de
una revision documental. Encontramos 4 polimorfismos asociados
a la FS-SU: E23K (rs5219), Arg972 (rs1801278), A1369S (rs757110),
rs7903146, en diferentes poblaciones. Mientras que rs7756992 del gen
CDKL1 no presentd una asociacion significativa con la FS-SU pero si
una mejor respuesta a sulfonilureas. Se sustenta el uso de SNPs como
marcadores que nos brinden informacién y sean auxiliares en la toma
de decisiones en tratamientos para la DT2Yy, a su vez, para implementar
estrategias de medicina personalizada.

Palabras clave
Mellitus  Tipo 2,
Farmacogenética.

Diabetes Hipoglucemiantes, Sulfonilureas,

'Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina, UNAM
2Facultad de Ciencias, UNAM

Abstract

Type 2 diabetes is a pathology characterized by insulin secretion
deficiency and low sensitivity of peripheral tissues to its action.
Second-line treatment consists of oral hypoglycemic agents called
sulfonylureas (SU), which promote insulin release by blocking ATP-
dependent potassium channels. Gradual desensitization to SU occurs
over the course of treatment, known as secondary sulfonylurea failure,
which may be related to genetic factors.

The purpose of the present study is to find associations between
specific genetic variations: single nucleotide polymorphisms (SNPs)
with secondary sulfonylurea failure, based on literature review. We
found 4 polymorphisms associated with secondary sulfonylurea
failure: E23K (rs5219), Arg972 (rs1801278), A1369S (rs757110), and
rs7903146, in different populations. While rs7756992 of the CDKL1
gene did not show a significant association, it did show a better
response to sulfonylureas. The use of SNPs as markers that provide
us with information and are auxiliary in decision-making in treatments
for type 2 diabetes and, in turn, to implement personalized medicine
strategies is supported.

Keywords:
Type 2 Diabetes Mellitus, Hypoglycemic Agents, Sulfonylureas,
Pharmacogenetics.

Autor de correspondencia. Facultad de Medicina. Departamento de Farmacologia, UNAM

Email: nidia.rodriguez@comunidad.unam.mx
ORCID 0000-0002-1760-181X



Polimorfismos de un solo nucledtido asociados con falla secundaria a sulfonilureas
en pacientes con diabetes tipo 2: revision documental

Introduccion.

La diabetes es una patologia con una prevalencia
en aumento a nivel mundial y en México. Se
caracterizada por una deficiencia en la secrecién
de insulina y una baja sensibilidad de los tejidos
periféricos a su accion. La asociacion americana
de diabetes (ADA por sus siglas en inglés) la
define como un desorden metabdlico crénico que
se caracteriza por hiperglucemia, resistencia a los
efectos de la insulina y una deficiencia relativa de
la misma ['; estos factores coexisten de manera
diferencial en cada paciente, por lo que se
cataloga como una enfermedad heterogénea 22,

Su prevalencia aumenta de forma acelerada. La
Federacién Internacional de Diabetes estima
que para 2045 habra 629 millones de personas
con esta patologia, en comparacion con los 425
millones de personas en 2017 . En México, es
la segunda causa de muerte en nuestro pais y su
tendencia estandarizada por edades no ha hecho
mas que aumentar . ENSANUT 2018 reporto
que la prevalencia de diabetes por diagndstico

médico previo aumento del 7.6 % en 2006 a 14.4
% 1678,

De todos los tipos de diabetes, aproximadamente
el 90% son pacientes con diabetes tipo 2 (DT2) ©.

La terapia para la DT2 incluye modificaciones en
el estilo de vida y cuando el control glucémico
se vuelve deficiente se utilizan diversos
agentes hipoglucemiantes. Se han reportado
asociaciones de éxito de diversos tratamientos
prescritos en México para pacientes diabéticos
ambulatorios: metformina-glibenclamida (OR
6.76), glibenclamida (OR 5.82), metformina (OR
3.86) y acarbosa (OR 3.5) ['7,

Lassulfonilureas(SU)sonunodelosmasutilizados
debido a su bajo costo y buena capacidad para
reducir los niveles de HbA1c 24 En México, en
el primer nivel de atencion las guias de practica
clinica recomiendan el uso de metformina como
farmaco de primera linea cuando los valores de
HbATc es <7.9%y la terapia dual de metformina +
la sulfonilurea glibenclamida cuando no se logra
control con la monoterapia o cuando la HbA1c se
encuentra entre 8 a 8.5% 112,

A pesar de ser un farmaco de segunda linea,
las SU siguen siendo muy utilizadas, son
recomendadas por la Asociacién Americana de
la Diabetes (ADA) y la Asociacion Europea para
el Estudio de la Diabetes (EASD) cuando fracasa
la monoterapia con metformina '¥; sobre todo,
en regiones donde el costo del tratamiento es un
factor determinante . En México glibenclamida
es la SU mas utilizada I',

Las sulfonilureas promueven la secrecion de
insulina actuando sobre el canal de potasio
sensible a ATP (KATP). Los KATP se expresan
en muchos tipos celulares desencadenando
potenciales de accion que tienen diferentes
respuestas biolégicas dependiendo el tipo celular
1516l Este canal es un hetero octamero formado
por subunidades Kir6.x y SUR.x .

Las sulfonilureas se unen al receptor SUR
bloqueandolaentradade potasio (K+), provocando
el descenso en el flujo de K+ intracelular, la
membrana se despolariza y hay una apertura
de canales de calcio (Cat+) dependientes de
voltaje. El aumento del Ca+ intracelular provoca
la contraccion de los filamentos de acto-miosina
responsables de la exocitosis de la insulina, y de
esta forma la insulina se secreta rapidamente en
grandes cantidades ['7.,

Eventualmente, se presenta una desensibilizacién
gradualenlasecreciéndeinsulinaporsulfonilureas
y el control glucémico en los pacientes se vuelve
deficiente. Este fendmeno es conocido como
falla secundaria a sulfonilureas y se presenta de
forma diferencial entre los pacientes 18,

Ademds de los factores clinicos, los factores
genéticos son de interés en la aparicion de la
falla secundaria debido a que se han asociado
diversos polimorfismos con variaciones en la
respuesta a sulfonilureas 1.

Los polimorfismos de nucledtido Unico
(SNPs) representan mas del 80% de todos los
polimorfismos conocidos y se proponen como
los principales responsables de las diferencias
fenotipicas entre individuos de la misma especie

< |
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en pacientes con diabetes tipo 2: revisiéon documental

9l Los SNPs son cambios puntuales que ocurren en el genoma con una frecuencia de 1 en 1000 pb, para
ser considerados como tales deben estar presentes por lo menos en 2% de una poblacidn 29,

El presente trabajo tiene como objetivo realizar una revisiéon documental de estudios relacionados con
las causas de la falla secundaria a sulfonilureas y su relacién con la presencia de variaciones genéticas
especificas, en este caso polimorfismos de un solo nucleétido o SNPs.

Materiales y métodos

Utilizamos la base de datos de PUBMED (NCBI) introduciendo los términos “secondary failure” y
“sulfonylurea” unidos mediante el operador booleano “AND”", con un resultado de busqueda de 348
articulos que posteriormente fueron acotados por publicaciones entre los afios 1994y 2023, 216 articulos
resultaron de ese filtro; de los cuales se seleccionaron cinco, por ser los que contenian los polimorfismos
de interés y ser previamente trabajados por nuestro grupo: E23K (rs5219), Arg972 (rs1801278), A1369S
(rs757110), rs7903146, rs7756992 y rs2237892 (Figura 1).

PUBMED
(NCBI, USA)

“secondary
failure” AND
“sulfonylurea”

+348 articulos

/ D

1994 - 2023  °216 articulos

“E23K (rs5219)

. +Arg972 IRS-1
+A1369S (rs757110)
*rs7903146 TCF7L2
*rs7756992 CDKL1
+rs2237892 KCNQ1

Polimorfismos
de interés

5 articulos
(1994 — 2020)

Figura 1. Metodologia utilizada para busqueda y seleccién de la informacion.
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Resultados

Los principales resultados de la revision se resumen en la Tabla 1. Respecto a los polimorfismos E23K y
Arg972 de los genes KCNJ11 y IRS-1 respectivamente, los autores coinciden en que ambos marcadores
se encuentran asociados con la presencia de falla secundaria a sulfonilureas *'¢'y también se encuentran
asociados con labaja sensibilidad del canal de potasio sensible a ATP a SU, esto coincide con la presencia
de alteraciones en la secrecion de insulina. Estos resultados para E23K fueron obtenidos de poblaciones
japonesa, egipcia, europea-caucasica, china y malaya #°2"; para Arg972 los resultados se obtuvieron de
poblacién egipcia B La presencia del polimorfismo A1369S de ABCC8 en poblacién china, caucasica,
egipcia y malaya, disminuye la sensibilidad del canal de potasio sensible a ATP ¥ altera la respuesta a
SU Py también se encontrd una asociacion con FS-SU. A1369S aumenta la respuesta glucémica en una
fase temprana en el tratamiento con SU y se propone su uso como predictor independiente de FS-SU en
poblacién malaya .

La variante del gen TCF7L2, IVS3C/T (rs7903146) mostré tener asociacion con un fallo en la terapia
combinada entre metformina y sulfonilureas ©; mientras que en los polimorfismos rs7756992 de CDKL1
y rs2237892 de KCNQ1 se encontraron asociaciones con el aumento de riesgo en DT2, pero ninguna

relacién con la falla secundaria a sulfonilureas o indicios de una respuesta diferencial en terapia con SU
(4]

SNP Gen (Proteina) Poblacion Efecto Refs.
Altera secrecion de
insulina estimulada
Japonesa por SU.
Egipcia
E23K KC.NJ” Europea Asociado a FS-SU. [3.4918,21]
(rs5219) (Kir6.2) :
China
Malaya | Sensibilidad
metabdlica de KATP.
Altera secrecién de
insulina estimulada
por SU.
Arg972 IRS-1 Edipcia [3]
(rs1801278) (IRS-1) gip Asociado a FS-SU.
| Secrecion de
insulina.
Altera secrecion de
insulina estimulada
por SU.
China Asociado a FS-SU.
A1369S ABCC8 Caucasica I [4,9]
- | Sensibilidad !
(rs757110) (SURT) Eﬂgéfai:: metabdlica de KATP.
1 Respuesta
glucémica en la fase
temprana de SU.
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SNP Gen (Proteina) Poblacion Efecto Refs.
IVS3C/T TCF7L2 chna f;g;:gdc%fnglsnggae” [9]
(rs7903146) (TCF) Egipcia con metformina.

No se encontré
asociacion con FS-SU

rs7756992 CDKLT Malaya [422]
(CDKL1) .
Mejora respuesta a
Su.
KCNQ1 No se encontro [4,22]
rs2237892 (KCNQ1) Malaya asociacién con FS-SU.

SU: sulfonilureas; FS-SU: falla secundaria a sulfonilureas; KATP: canal de potasio dependiente de ATP;
Met: metformina.

los resultados presentados en la Tabla 1, aunque
se citan algunos trabajos en donde no se encontré
asociacién alguna entre los polimorfismos de
interés y la falla secundaria, de ahi la idea de
estudiarlos con distintas herramientas, pues
cada estudio tiene limitaciones que requieren
consideracion 211,

Discusion

Una de las razones por las cuales hay una
reduccion a la respuesta a sulfonilureas es el
proceso de apoptosis que experimentan las
células B pancreaticas debido a la glucotoxicidad
y lipotoxicidad propias de la DT2 por su caracter

cronico. . .
Las SU son farmacos accesibles y con una

efectividad alta al inicio del tratamiento, los SNPs
relacionadas con falla secundaria pueden ser
utilizados como marcadores que nos brinden
informacién y sean auxiliares en la toma de
decisiones en tratamientos para la DT2 '8,

La funcion reducida de las células 8 y el aumento
de la resistencia a la insulina dificultan ain mas
el logro de los objetivos glucémicos ™, pero al
haber variabilidad dentro de los pacientes con
estilos de vida y un control farmacolégico similar,
esto sugiere que hay mas factores implicados en
la respuesta diferencial a estos farmacos. Los
componentes moleculares, alin no estan claros,
pero se ha sugerido que los factores genéticos
pueden predisponer a la respuesta inadecuada a
los agentes antidiabéticos orales 32",

El objetivo final de la farmacogenética es el
desarrollo de la medicina personalizada a través
de perfiles genéticos individuales que puedan
predecir qué individuos con una condicién médica
especifica responderan a una terapia médica
especifica durante un tiempo determinado ©!.

Basandonos en los distintos trabajos consultados
para esta revision, los polimorfismos E23K
(rs5219) de KCNJ11, Arg972 (rs1801278) de
IRS-1, A1369S (rs757110) de ABCC8 y IVS3C/T
(rs7903146) de TCF7L2 estan asociados a falla
secundaria a sulfonilureas, ya sea en monoterapia
o terapia combinada con metformina (Tabla 1) y
en el caso de rs7756992 de CDKL1 este brinda
una mejoria en la respuesta al tratamiento. No hay
discordancia entre los autores consultados sobre

@ |
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Conclusiones:

En pacientes con tratamiento de sulfonilureas,
la presencia de alguno de estos polimorfismos
puede incrementar la probabilidad de presentar
falla secundaria a sulfonilureas, que conlleva
complicaciones a largo plazo tanto en
monoterapia como en terapia combinada con
metformina. Es posible que genotipos especificos
puedan predisponer a un menor tiempo util del
tratamiento con SU.

El estudio de estos polimorfismos como
biomarcadores en poblacién mexicana es de
interés por el contexto de la DT2 en el pais y podria
ser util en la implementacién de estrategias de
medicina personalizada.
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Resumen

Las anfetaminas han tenido un desarrollo muy interesante a lo largo
de la historia. El auge quimico que surgié en Alemania en el siglo XIX
permitié que se desarrollaran varios farmacos Utiles hasta la actualidad,
sin embargo, en esta busqueda se encontraron con varias sustancias
adictivas. Algunas de estas sustancias son las anfetaminas. Las
anfetaminas tuvieron un papel muy importante durante la Segunda
Guerra Mundial, pues su uso permitié a los alemanes establecer
una tactica militar nunca vista, la guerra reldmpago. Posterior a la
Il Guerra Mundial se reconocié que las anfetaminas tienen un alto
riesgo de toxicidad, adiccion y abuso. A finales de la década de 1950,
los cientificos sugirieron que las anfetaminas acttan periféricamente
para liberar una sustancia similar a la noradrenalina y actualmente se
conoce que son estimulantes del Sistema Nervioso Central, que actian
como inhibidores de la recaptura de la dopamina y norepinefrina y
como estimulantes de la liberacion de norepinefrina y dopamina.
Finalmente, se han reconocido ampliamente los efectos nocivos de las
anfetaminas, pero también se reconoce que el metilfenidato (farmaco
modificado estructuralmente a partir de las anfetaminas) puede ser util
en el tratamiento de trastorno de déficit de atencién con hiperactividad
(TDAH).

Por lo tanto, nicamente es recomendable el uso de los derivados de
anfetaminas Utiles en pacientes con TDAH y seguir rigurosamente las
indicaciones terapéuticas para evitar el consumo irracional como se
explicita en algunos medios electrénicos.

Palabras clave

Anfetaminas, pervitina, dopamina, mecanismo de accién, Segunda
Guerra Mundial.

Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina, UNAM

Abstract

Amphetamines have had a very interesting development throughout
history. The chemical boom that emerged in Germany in the 19th
century allowed several useful drugs to be developed to this day,
however, in this search they found several addictive substances.
Some of these substances are amphetamines. Amphetamines played
a very important role during World War I, as their use allowed the
Germans to establish a military tactic never seen before, the blitzkrieg.
After World War Il, it was recognized that amphetamines have a high
risk of toxicity, addiction, and abuse. In the late 1950s, scientists
suggested that amphetamines act peripherally to release a substance
similar to norepinephrine. Today, it is known that they act as central
nervous system stimulants, inhibiting the reuptake of dopamine and
norepinephrine and as stimulants of norepinephrine and dopamine
release. Finally, the harmful effects of amphetamines have been
widely recognized, but it is also recognized that methylphenidate (a
drug structurally modified from amphetamines) may be useful in the
treatment of attention deficit hyperactivity disorder (ADHD). Therefore,
it is only advisable to use amphetamine derivatives useful in patients
with ADHD and to follow the therapeutic indications to the letter
and thus avoid their excessive consumption as explained in some
electronic media.

Keywords:
Amphetamines, pervitin, dopamine, mechanism of action, World War
Second.

Abreviaturas

DAT. Transportador de dopamina

FDA. Administracién de Drogas y Alimentos

MAO. Monoaminooxidasa

NET. Transportador de noradrenalina

SERT. Transportador de serotonina

SNC. Sistema Nervioso Central

TAART1. Receptor 1 intracelular asociado a trazas de aminas
TDAH. Trastorno por déficit de atencién con hiperactividad
VMAT2. Transportador vesicular de monoaminas 2
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Introduccion
Alemania: Un siglo antes del Tercer Reich

Alemania fue pionera en el campo de la industria quimico-farmacéutica gracias a la creatividad de quimi-
cos destacados; ejemplo de este hecho son las aportaciones del quimico Friedrich Wilhem Sertiirner
que realizé uno de los hallazgos mds importantes en la historia de la farmacologia y de la humanidad,
consiguié aislar la morfina en 1817, el principal alcaloide del opio que es uno de los analgésicos mas
utilizados?. En 1885, Friedrich Gaedcke aisla por primera vez el principio activo de la planta de la coca
(Erythroxylon coca) sin embargo, se le atribuye a Albert Niemann la identificacién de la cocaina en 1859.
En aquellos afios, la cocaina se utilizaba como anestésico ocular, para combatir el desanimo y como
euforizante. Alrededor de 1886, el farmacéutico Pemberton combiné cocaina con cafeina en una prepa-
racion liquida administrada oralmente que curaba todo, a la cual denominé “French Wine Coca” precursor
de la “Coca-Cola"??),

Posteriormente, Felix Hoffmann el 10 de agosto de 1897 logré sintetizar el 4cido acetil salicilico a partir
del principio activo de la corteza del sauce, el dcido salicilico. Al parecer el nombre de Aspirina fue dado
por el farmacologo en jefe de Bayer Heinrich Dreser. Algunas hipotesis que sostienen que el nombre de
aspirina es debido a San Aspirinius, el santo patron contra dolores de cabeza; otra explicacion es que
deriva de Spiraea, que es el nombre con que Linneo nombra al género de plantas que pertenece a la
planta “Reina de los prados” que contiene salicilaldehido, originando acido salicilico al presentarse oxi-
dacion. De acuerdo con esta ultima explicacién, el acido derivado de Spiraea se convirtié en “Spirsaiire”
en aleman. La acetilacién de “Spirsaiire” produjo el nombre de “Acetylspisaiire”, que después se redujo
a aspirina®. Este farmaco mundialmente conocido también revolucioné el estado de bienestar de las
personas, pues fue otro analgésico con propiedades antiinflamatorias que conquisto a la humanidad.

Por si fuera poco, Hoffman junto con Dreser, 15 dias después disefiarian la heroina que se comercializa-
ba como remedio para la tos, aliviar el dolor de parto y de las heridas graves de guerra y que en el inicio
de este farmaco se desconocia su caracter altamente adictivo. Por lo anterior mencionado, Alemania era
un pais rico en capital humano con excelentes quimicos que les permitié contar con un sin nimero de
patentes y por lo cual eran los pioneros de la industria quimica; Alemania se convirtié en el “laboratorio
quimico del mundo”®,

Volksdroge

La pervitina (metanfetamina, Figura 1), mejor conocida como droga del pueblo (volksdroge), no comien-
za su historia en Alemania, sino en Japon, donde Nagayoshi Nagai aislé en 1885 la efedrina de Ephedra
vulgaris encontrando que es altamente eficaz contra el asma. Posteriormente el quimico Gordon Alles
desarrollé la anfetamina en Los Angeles debido a la escasa cantidad que se obtiene de efedrina a partir
de la planta y para finales de la década de 1930 se comercializé como benzedrina®. La metanfetamina
alemana (Figura 1), mejor conocida como pervitina la desarroll6 el Dr. Fritz Hauschild tras observar el ren-
dimiento de los atletas estadounidenses que utilizaron benzedrina (anfetamina, Figura 1) en los Juegos
Olimpicos de 1936, donde obtuvieron varias medallas olimpicas®.
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Figura 1. Estructuras quimicas de adrenalina, bencedrina, pervitina y metilfenidato.

La pervitina fue producida a partir de 1938
en la Alemania Nazi por la farmacéutica
Temmler, para tratar la depresidn, cansancio y
mejorar la autoestima. Para ese entonces, las
consecuencias por el uso de esta nueva sustancia
no se consideraban prioridad, centrandose en su
comercializacién al igual que la Coca Cola en
Estados Unidos de América como un producto
estimulante que se podia tomar “iBien fria!"®.

Desde su produccién, la pervitina se
comercializaba en carteles laterales de todos
los transportes que existian en ese momento
en Berlin, en consultorios, hospitales y clinicas,
dejando siempre muestras gratis. Su popularidad
crecié como la espuma y de pronto secretarias,
estudiantes, obreros, bomberos, vigilantes,
magquinistas, médicos, amas de casa, en fin,
toda la poblaciéon consumia no solo tabletas sino
también bombones de chocolate aderezados
con la nueva metanfetamina alemana. Se habia
convertido en un producto de primera necesidad,
por el simple hecho de que pensar que la depresién
era cosa del pasado, sin embargo; las personas
desconocian que este nuevo estimulante estaba

dejando cada vez mas gente con dependencia a
esta nueva sustancia®.

Pervitina. El arma secreta del Tercer Reich

El nuevo estimulante utilizado ampliamente por
la sociedad alemana, resultaba ser una sustancia
que podria mejorar el rendimiento de los soldados,
debido a que un soldado cansado era incapaz de
rendir y se encontraba expuesto al peligro del
enemigo. Por esta razoén, en 1938, el Dr. Otto
Ranke inicié lo que seria uno de los primeros
ensayos de sustancias en humanos. El Dr. Ranke
puso a prueba en sus sujetos de experimentacion,
con cafeina, con pervitina y con placebo
(sustancia inactiva que tiene la misma apariencia
que las sustancias de prueba). La prueba
consistia en pasar toda una noche resolviendo
ejercicios matematicos y otras actividades. El
grupo placebo amanecié dormido mientras que
los de pervitina permanecian despabilados fisica
y mentalmente; sin embargo; también observo
que las personas que habian tomado la pervitina
no habian realizado bien las tareas, por ejemplo;
podian hacer calculos rapidos, pero cometian

|
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muchos errores, su capacidad de concentracion
y retenciéon no habia mejorado. Por lo tanto,
concluyé qué si bien la pervitina combatia el
cansancio no mejoraba la cognicion®.

Como era de esperase, los hallazgos del Dr.
Ranke corrieron como pdlvora y muchos
aspirantes a oficiales médicos, asi como
jévenes inscritos en la Universidad de Munich
tomaban grandes cantidades de pervitina por los
efectos “milagrosos” de esta sustancia. En esta
Universidad se tenia una sala habilitada para
alumnos con sobredosis a los cuales conocian
como cadaveres de pervitina. Los examenes
que realizaban estos jovenes dejaban mucho
que desear y generalmente escribian enunciados
incoherentes. El Dr. Ranke se habia dado cuenta
del peligro de la adicciéon a esta sustancia e
intento advertir en el instituto donde él trabajaba
(Instituto de Fisiologia General y de Defensa) que
debian prohibir el uso de la pervitina en toda la
Institucion. Sin embargo; poco pudo hacer con lo
que al principio él habia invocado como la mejor
sustancia “despertadora” y pronto llego a todos
los cuarteles®.

¢Cuando descansan los soldados?

Para el 17 de abril de 1940 circulaba un decreto
sobre sustancias “despertadoras” en donde se
mencionaba que el suefio era un factor que ponia
en riesgo el éxito militar, por lo cual, la pervitina se
introdujo sistematicamente en el equipo médico
militar. Por tal motivo, la produccion de pervertina
porlaempresa Temmlerincrementd su produccion
para la Wehrmacht (fuerzas armadas unificadas
dela Alemania Nazi): 35 millones de tabletas paras
las divisiones de tierra (Heer) y aire (Luftwaffe)
@_ A partir de 1940, la pervitina fue ampliamente
distribuida entre la Wehrmacht en sus divisiones
Heer (ejército de tierra), la Kriegsmarine (marina)
y la Luftwaffe (fuerza aérea)®. La pervitina se
les distribuia ampliamente en forma de tableta o
mezclada en barras de chocolate denominadas
“Chocolate del aviador” o “Chocolate de tanque”,
con la finalidad de prepararlos para los rigores de
las largas misiones o para evitar el insomnio y el
hambre. Esta preparacion les permitié establecer
una tactica militar nunca vista; el blitzkrieg (guerra
relampago)®@9.

Sin embargo, los aliados no se quedaban atras, en
uno de los tantos bombardeos en Gran Bretafia, se
observaron paracaidistas fuertemente drogados y
valientes. Después de que un avién aleman fuese
derribado, los agentes de inteligencia britanica
descubrieron tabletas de pervirtina, por lo cual
se organizé un plan para los soldados aliados
con una ventaja quimica similar. Se concentraron
en la benzedrina en tabletas e inhalables. La
Royal Air Force autorizé oficialmente su uso en
1941 para ser distribuido ampliamente a sus
soldados. Por lo tanto, durante la Segunda Guerra
Mundial, las tropas nazis recibieron una gran
cantidad de pervitina, mientras que los soldados
estadounidenses y britanicos recibieron una gran
cantidad de benzedrina®.

En esta carrera de armamentos farmacoldgicos,
los soldados que tomaban estos medicamentos
fueron mas alld de sus limites y de sus
capacidades normales; pero los impactos a largo
plazo del consumo de sustancias de abuso fueron
ignorados en gran medida®.

Es importante mencionar que, al parecer, el propio
Adolf Hitler era adicto al pervitina, esto debido a
que su médico personal el Dr. Theodor Morell, la
receté durante mucho tiempo. Antes del suicidio
del Fiihrer, sus reservas personales se agotaron y
sufriéo de abstinencia severa, paranoia, psicosis,
alucinaciones, temblores e insuficiencia renal@9,

La Segunda Guerra Mundial ha terminado

Recién al final de la Il Guerra Mundial
hubo un creciente reconocimiento de los
efectos secundarios de estas sustancias
psicoestimulantes ya que diversos estudios
cientificos sacaron a la luz las consecuencias
de su uso. Ademas, los médicos no sabian qué
hacer con las personas adictas. No se entendié
en ese momento el alcance total de la adiccion y
lo dafiino que podria ser, por lo que se ofrecié muy
poca ayuda a las personas adictas. El tratamiento
de las adicciones se tuvo que aprender sobre
la marcha de una manera muy dura en los afos
posteriores. Ademas, las sustancias de abuso
similares a la pervitina seguian siendo facilmente
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accesibles, tanto en el mercado negro como bajo receta. Actualmente se reconoce que las anfetaminas
tienen un alto riesgo de toxicidad, adiccién y abuso®.

Mecanismo de accion de las anfetaminas

A finales de la década de 1950, los cientificos sugirieron que las anfetaminas actian periféricamente
para liberar una sustancia similar a la noradrenalina. Tuvieron que pasar varios afios mas para demostrar
su mecanismo de accion®. Las anfetaminas son estimulantes del Sistema Nervioso Central (SNC) que
actian como estimulantes de la liberacién de norepinefrina y dopamina, asi como inhibidores de la
recaptura de la dopamina y norepinefrina (Figura 2) 79,

Las anfetaminas ingresan a la terminal del axén presinaptico mediante difusién o absorcién por los
transportadores de monoaminas: transportador de dopamina (DAT), transportador de noradrenalina
(NET) y transportador de serotonina (SERT). Una vez dentro de la terminal presindptica, aumentan las
cantidades de neurotransmisores monoaminérgicos en el citosol mediante la inhibicidn del transportador
vesicular de monoaminas 2 (VMAT2), asi como mediante la alteracion de los gradientes electroquimicos
necesarios para la funcion del transportador vesicular, (Figura 2)©. Las anfetaminas también inhiben el
metabolismo de los neurotransmisores al inhibir a la monoaminooxidasa (MAO) y estimular al receptor
1 intracelular asociado a trazas de aminas (TAAR1) que inducen la internalizaciéon o inversiéon del
transportador DAT. Los efectos de TAAR1 en DAT también pueden extenderse a NET y SERT, aunque
la co-localizacion de TAAR1 con estos dos transportadores solo se han evidenciado indirectamente en
estudios hasta el momento. Por lo que existe un aumento en la salida y en la inhibicién de la recaptura
de DA en la hendidura sindptica, (Figura 2)©.
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Figura 2. Mecanismo de accién de las anfetaminas sobre la dopamina y noradrenalina. DA: Dopamina,
NA: Noradrenalina. Modificado de Robledo, 2008(8). Imagen realizada con Biorender.
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El incremento de la dopamina en el ndcleo accumbens incrementa también los efectos adictivos. Las
anfetaminas al incrementar la concentracion de dopamina activan las neuronas dopaminérgicas que
viajan en el haz medial del cerebro anterior. De forma aguda, aumenta la transmisién dopaminérgica
desde el area tegmental ventral (VTA) al nicleo accumbens, pero con la ingesta cronica, el sistema

dopaminérgico se altera (Figura 3)(9.

Corteza Frontal \

Nicleo
accumbens

Area tegmental
ventral (VTA)

Figura 3. Via dopaminérgica mesolimbica. Imagen realizada con Biorender.

Los receptores de dopamina D2 estan regulados
negativamente y la funcién de la dopamina se
reduce, particularmente en el cuerpo estriado
ventral, de pacientes adictos. El resultado de la
regulacion negativa del receptor de dopamina es
que los estimulos normalmente gratificantes o de
refuerzo natural son menos eficaces para provocar
la transmisidon de dopamina. Esto puede, en parte,
ser la base de la emocionalidad negativa que se
observa durante la abstinencia. Por lo tanto,
las anfetaminas al incrementar la concentracion
de dopamina en el circuito de recompensa del
cerebro, permite que esta dopamina permanezca
en la sinapsis durante un tiempo prolongado,
lo que resulta en una recompensa grande y
duradera, a pesar de la reducciéon del nimero de
receptores(?.

Pervitina y otras anfetaminas
en nuestros dias

En 1952, Hermann Buhl realizé una expedicion al
Nanga Parbat, 8126 m (grupo del Himalaya) y su
ascension fue sin oxigeno. Sin embargo; durante
la dltima parte de la subida usé la pervitina, que

habia traido consigo en caso de emergencia. Esta
practica fue seguida por otros escaladores de la
época®,

Las anfetaminas, no solo sirvieron para subir
grandes montafias, sino que también se utilizd
en el tratamiento contra la depresiéon. Mientras
los pacientes se trataban contra la depresion,
se observd que también disminuian de peso,
por lo que también se utilizaron como farmacos
anoréxicos en el tratamiento de obesidad®.

En 1959, la agencia regulatoria nacional de los
Estados Unidos de América, la Administracion
de Drogas y Alimentos (FDA) tomé medidas
enérgicas contra los inhaladores de benzedrina,
haciéndolos disponibles solo con receta médica.
Sin embargo, el uso de tabletas de anfetaminas
se hizo de manera indiscriminada porque las
personas las recomendaban para una gran
variedad de condiciones fisicas como para
adelgazar y para problemas mentales®.
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La literatura cientifica reciente describe
que los derivados de las anfetaminas
presentan un alto riesgo de efectos
adversos neuropsiquiatricos.

Sin embargo, también es importante
mencionar un uso terapéutico de farmacos
con modificacién estructural de las
anfetaminas para el trastorno por déficit de
atencionconhiperactividad(TDAH).EITDAH
es un trastorno del desarrollo neurolégico
de inicio en la infancia heredable. En
Estados Unidos afecta a 1 de cada 20
nifios y se caracteriza por dimensiones de
hiperactividad/ impulsividad, por ejemplo,
inquietud excesiva con las manos y pies,
falta de atencion, asi como déficits en el
funcionamiento ejecutivo?.

El metilfenidato es un medicamento
de primera linea para tratar el TDAH vy,
aunque posee estimulos de refuerzo vy
discriminacion, sigue siendo un tratamiento
eficaz para el TDAH en nifios. Otro farmaco
similar para este trastorno es el dimesilato
de lisdexanfetamina, un profarmaco de
la dextroanfetamina, indicando cuando
la respuesta al metilfenidato o a la
atomoxetina nos es adecuada®.

Conclusiones:

Como hemos visto a través de este articulo la
pervitina parecia ser la respuesta a la mejora
humana, sin embargo, no todo lo que brilla es
oro. Se han reconocido ampliamente los efectos
nocivos de la pervitina y de las anfetaminas, pero
también se reconoce que algunos farmacos
modificados estructuralmente a partir de las
anfetaminas también pueden ser Utiles en
algunos tratamientos de trastornos como el
TDAH. Por lo tanto, Unicamente es recomendable
el uso de los derivados de anfetaminas utiles en
pacientes con TDAH y seguir rigurosamente las
indicaciones terapéuticas para evitar el consumo
desmedido como se explicita en algunos medios
electrénicos.

Declaracion de conflicto de
intereses

Los autores declaran no tener ningn conflicto de
intereses.
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Resumen

Este articulo propone una estrategia experimental para explicar dos
conceptos fundamentales la Relacion Estructura-Actividad (REA) en
farmacologia y la relacién estructura-funcion en fisiologia, destacando
su importancia para comprender los sistemas biolégicos. La REA
se centra en como la estructura molecular de sustancias, como los
farmacos, afecta su actividad biolégica. En fisiologia, la relacion
estructura-funcién examina cémo la estructura biolégica de entidades,
desde moléculas hasta érganos, determina su funcién. Proponemos
el uso de Daphnia magna, un crustaceo de agua dulce, como modelo
biolégico para estudios farmacolégicos y fisiolégicos, dada su
sensibilidad a sustancias quimicas y facilidad para observar procesos
internos. Lo que permita ilustrar cémo las modificaciones estructurales
afectan la actividad biolégica y la funcién fisiolégica, demostrando la
interconexion entre la estructura y la funcién biolégica.
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Relacién Estructura-Actividad (REA); Relacion estructura-funcion;
ensefianza de la farmacologia; ensefianza de la fisiologia; Daphnia
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Abstract

This article proposes an experimental strategy to explain two
fundamental concepts: the Structure-Activity Relationship (SAR) in
pharmacology, and the structure-function relationship in physiology,
highlighting their importance for understanding biological systems.
SAR focuses on how the molecular structure of substances, such as
drugs, affects their biological activity. In physiology, the structure-
function relationship examines how the biological structure of entities,
from molecules to organs, determines their function. We propose the
use of Daphnia magna, a freshwater crustacean, as a biological model
for pharmacological and physiological studies, given its sensitivity
to chemicals and ease of observing internal processes. This allows
illustrating how structural modifications affect biological activity and
physiological function, demonstrating the interconnection between
structure and biological function.
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fundamental concepts
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Introduccion

El estudio de la correlacion entre la estructura
molecular y su impacto biolégico, conocido como
Relacién Estructura-Actividad (REA), representa
un enlace crucial entre la composicién quimica
de una sustanciay su rol biolégico. Esta idea, que
tiene sus raices en el trabajo de Crum-Brown y
Fraser en el siglo XIX, subraya la importancia de
identificar grupos quimicos especificos en una
molécula responsables de provocar unarespuesta
biolégica determinada. Este entendimiento es
fundamental en la farmacologia, ya que permite
la modificacién de la estructura molecular de un
agente bioactivo, como un farmaco, para alterar
su eficacia o potencia. Los investigadores, por
medio de métodos de sintesis quimica, buscan
integrar nuevos grupos quimicos en compuestos
biomédicos y evaluar como estas modificaciones
afectan su desempeno biolégico (4.

Paralelamente, se ha desarrollado un sistema para
establecer correlaciones matematicas entre la
estructura quimica de una sustanciay su actividad
biolégica, conocido como relaciones cuantitativas
estructura-actividad (QREA). Un concepto
afin es la relacion estructura afinidad (REAFI),
también relevante en este campo de estudio. La
diversidad de compuestos organicos sintéticos y
su impacto ambiental ha llevado al desarrollo del
concepto de relaciones entre estructura quimica
y biodegradabilidad (REB), enfocandose en la
durabilidad de estos compuestos en la naturaleza

y cémo su estructura afecta su biodegradabilidad
(1-4)

En el ambito de la fisiologia, la idea de la relacién
entre estructura y funcion ha sido fundamental
desde los tiempos de Aristdteles. Este concepto
sostiene que existe una conexiéninherente entrela
estructura de una entidad bioldgicay las funciones
que realiza. Un ejemplo clave es la estructura
tridimensional de las proteinas, que determina su
funcién en procesos fisioldgicos. Este concepto se
extiende a varios fenémenos, como la activacién
o inactivacion de enzimas, la unién de ligandos a
receptores de membrana celular y los cambios
en la estructura tridimensional de los canales de
membrana, que afectan sus funciones.

Esta interrelacion entre estructura y funcién
también se observa en la adaptacion fisioldgica
a cambios en el entorno o en la actividad, como
la hipertrofia muscular debido al ejercicio a largo
plazo o la descalcificacion 6sea en ambientes de
gravedad cero. Este enfoque ayuda a comprender
como la estructura y funcién pueden influir
mutuamente.

Un marco conceptual para “estructura/funcion” en
la educacién podria ser fundamental para ayudar
a los estudiantes a entender y aplicar estos
conceptos afendmenos fisioldgicos. Este enfoque
implica desglosar y organizar jerarquicamente
las ideas que conforman este concepto central,
facilitando su aplicacién en el aula. La utilidad de
este enfoque pedagogico dependerd de como se
implemente en la ensefianza, pero su potencial
para mejorar la comprensién y aplicacion de estos
conceptos es significativo 9,

Tanto la REA en farmacologia y la relacién
estructura-funcién en fisiologia son conceptos
fundamentales para entender los sistemas
biolégicos y tienen aplicaciones practicas
importantes en sus respectivos campos. Mientras
que la REA se centra en cédmo las estructuras
moleculares afectan la actividad bioldgica,
principalmente en la optimizacion de farmacos,
la relacion estructura-funcién en fisiologia aborda
cémo la estructura fisica de los componentes del
cuerpo determina su funcién en un rango mas
amplio de niveles biolégicos. Ambos conceptos
son cruciales para el avance de la investigacion
y el desarrollo en ciencias de la salud. Aunque
ambos tratan sobre laimportancia de la estructura
en los procesos biolégicos, se aplican de manera
diferente en sus campos, por ejemplo, dentro de
las similitudes y diferencias encontramos:

Similitudes

- Enfoque en la estructura: tanto la REA como
la relacién estructura-funciéon se centran
en como la estructura de una entidad (ya
sea una molécula en farmacologia o una
parte del cuerpo en fisiologia) determina su
comportamiento o funcién en un sistema
bioldgico.

- Importancia en la comprension biolégica:
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ambas relaciones son cruciales para
comprender cémo funcionan los sistemas
bioldgicos, ya sea a nivel molecular (farmacos
en farmacologia) o a nivel de drganos y
tejidos (fisiologia).

- Bases para la investigacion y el desarrollo:
sirven como fundamentos para la
investigacion y desarrollo en sus campos
respectivos. En farmacologia, la REA ayuda en
el disefio de nuevos farmacos, mientras que,
en fisiologia, la relacién estructura-funcién
puede influir en el desarrollo de tratamientos
y terapias basadas en como funcionan los
érganos y tejidos.

Diferencias

- Aplicacién y enfoque: la REA en farmacologia
se centra en las moléculas y cémo su
estructura quimica afecta su actividad
bioldgica, especialmente en términos de su
capacidad para actuar como medicamentos.
Por otro lado, la relacion estructura-funcién
en fisiologia se ocupa de cémo la estructura
fisica de los componentes del cuerpo (como
organos, tejidos o células) determina su
funcion.

- Nivel de andlisis: la REA opera principalmente
a nivel molecular y atémico, examinando
coémo los cambios en la estructura quimica
de una molécula afectan su actividad en
el cuerpo. La relacién estructura-funcion,
en cambio, puede abarcar una variedad de
niveles, desde el molecular hasta el nivel de
sistemas enteros del cuerpo.

- Objetivos de investigacion: la REA se enfoca
en optimizar la eficacia y seguridad de los
farmacos, comprendiendo cémo los cambios
estructurales afectan la interaccion con los
blancos biolégicos. En fisiologia, la relacion
estructura-funcién busca comprender como
la anatomia de un organismo soporta sus
procesos vitales, lo que puede abarcar
estudios de mecdnica, bioquimica y biologia
celular.

- Implicaciones clinicas: mientras que la REA
tiene implicaciones directas en el disefio
de farmacos y terapias farmacoldgicas, la
relacion estructura-funcién puede tener un
alcance mas amplio, influyendo en dareas

como la cirugia, la rehabilitacion y la medicina
preventiva.

Una de las estrategias con mejores resultados
en la ensefianza de la ciencia es el poder
disefiar experimentos en animales, sin
embargo, es dificil continuar experimentando en
docencia con animales, por las implicaciones
éticas que representa. En este sentido los
organismos invertebrados como Daphnia
magna, un pequefio crustdceo de agua dulce,
puede ser un modelo biolégico excelente para
estudios en farmacologia y fisiologia debido a
varias caracteristicas distintivas. Primero, su
sensibilidad a una amplia gama de sustancias
quimicas, incluyendo farmacos y toxinas, que
permite a los investigadores estudiar los efectos
de diferentes compuestos sobre procesos
biolégicos de manera efectiva. La transparencia
de Daphnia magna facilita la observacion directa
y no invasiva de procesos internos como los
latidos del corazén y la circulacién, lo cual es
invaluable para el estudio de efectos fisiolégicos
de farmacos en tiempo real. Otro aspecto
clave de Daphnia magna es su ciclo de vida
corto y su capacidad de reproduccién prolifica,
lo que posibilita realizar estudios extensivos
en un periodo reducido y observar efectos
transgeneracionales. Esto es especialmente
util en investigaciones de toxicidad crénica y
estudios ecologicos. Ademas, Daphnia magna
sirve como un modelo relevante tanto ecoldgica
como fisiolégicamente, proporcionando datos
importantes sobre la interaccién de farmacos con
sistemas bioldgicos y su impacto ambiental 79,

A pesar de ser un organismo mas simple
comparado con los mamiferos, Daphnia magna
muestra respuestas bioldgicas similares a los
vertebrados frente a ciertos estimulos, como
los neurotransmisores y hormonas, lo que
los hace valiosos para estudios preliminares
en farmacologia. Ademads, su mantenimiento
sencillo y bajo costo hacen de Daphnia magna
una opcion accesible para una amplia gama de
laboratorios, facilitando investigaciones en una
variedad de contextos. Daphnia magna también
es fundamental en estudios de toxicidad y
seguridad de farmacos, permitiendo evaluaciones
preliminares importantes para la seguridad de
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nuevos compuestos. Su capacidad para adaptarse
a diferentes condiciones ambientales es dtil
para estudiar la influencia del estrés ambiental
en procesos fisiolégicos. Por ultimo, el uso de
Daphnia magna en la investigacion se alinea
con las normativas éticas que buscan reducir el
uso de vertebrados, siguiendo los principios de
reemplazo, reduccion y refinamiento en el uso de
animales en ciencia. En este articulo proponemos
el disefio de un experimento utilizando Daphnia
magna para explicar la “Relacion Estructura-
Actividad Biolégica” (REA) en farmacologia y la
“Relacion Estructura-Funcion” en fisiologia.

Propuesta didactica
Diseino del experimento

Objetivos

1. Relacion  Estructura-Actividad  Bioldgica
(REA): Evaluar como diferentes moléculas
con estructuras similares, pero ligeramente
modificadas afectan la tasa de latidos del
corazon de Daphnia magna.

2. Relaciéon Estructura-Funcién: Evaluar el
cambio en el tamaio del corazén (hipertrofia
cardiaca) Daphnia magna ocasionado por el
aumento de la temperatura y como afectan
la funcion fisioldgica (frecuencia cardiaca y
contractilidad).

Materiales
Cultivo de Daphnia magna
Microscopio con camara
Sustancias quimicas con
ligeramente  diferentes  (por
noradrenalina y fenilefrina)
Termodmetro
Calentador de acuario

estructuras
ejemplo,

Procedimiento

Parte 1: Relacion Estructura-Actividad

Bioldgica

1. Seleccion de compuestos: escoger una
serie de compuestos farmacolégicos con
estructuras quimicas similares, pero con
pequefias variaciones.

2. Exposicién a compuestos: exponer grupos
de Daphnia a una concentraciéon de 20 uM

de noradrenalina y 20 pM de fenilefrina
en distintos contenedores (asegurarse de
tener un grupo control sin exposicién a los
compuestos).

3. Medicion de la frecuencia cardiaca: utilizar un
microscopio con camara para grabar y luego
contar los latidos del corazén de las Daphnias
después de la exposicién a los compuestos.
Registrar la frecuencia cardiaca en intervalos
regulares (por ejemplo, cada 10 minutos
durante una hora).

4. Analisis: comparar las frecuencias cardiacas
entre los diferentes compuestos y la
contraccién y relajacion del corazén para
determinar cémo las pequefias diferencias
estructurales en los compuestos afectan
la actividad biolégica (en este caso, la
frecuencia cardiaca y contractilidad).

Parte 2: Relacion Estructura-Funcion

1. Control de temperatura: utilizar calentador
y enfriador de acuario para mantener una
temperatura de 30 grados Celsius para el
grupo experimental y de 20 grados para el
grupo control de Daphnia magna.

2. Medicion de la frecuencia cardiaca: utilizar un
microscopio con camara para grabar y luego
contar los latidos del corazén y tamafio del
corazon después de tres dias de experimento.

3. Analisis: observar como las variaciones en la
temperatura (estructura ambiental) afectan
la funcion fisioldgica (frecuencia cardiaca y
contractilidad) de Daphnia magna.

Analisis de datos

Comparar los datos obtenidos en ambas partes
del experimento. En la primera parte, se espera
ver coémo pequefias modificaciones en Ia
estructura quimica de los compuestos afectan
significativamente la actividad biolégica de las
Daphnias. En la segunda parte, se observara como
los cambios en el tamafio del corazén de Daphnia
(ocasionado por la temperatura) impactan en una
funcioén fisioldgica (frecuencia cardiaca).
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Conclusiones:

Esta propuesta didactica ilustra la importancia
y aplicacion practica de dos conceptos
fundamentales en las ciencias de la salud:
la Relacion Estructura-Actividad (REA) en
farmacologia y la relacion estructura-funcion en
fisiologia. Mediante el uso de Daphnia magna
como modelo biolégico, este experimento
proporciona una plataforma para explorar
cémo las alteraciones estructurales, tanto a
nivel molecular como fisico, pueden influir
significativamente en la actividad y funcién
bioldgicas.

Los resultados obtenidos por los estudiantes
buscan demostrar que pequefias variaciones en
la estructura molecular de compuestos pueden
tener efectos notables en la actividad bioldgica
(particularmente en los latidos del corazon
de Daphnia magna). Asimismo, los cambios
estructurales inducidos por factores ambientales,
como la temperatura, pueden alterar la funcion
cardiaca, resaltando la relacién estructura-
funcion.

Este enfoque experimental no solo busca aportar
al desarrollo de la farmacologia y la fisiologia,
sino que también ofrecer un método diddactico
valioso para la ensefianza de estos conceptos en
el ambito educativo que permita el desarrollo de
competencias de orden cognitivo superior como
el pensamiento critico.
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Resumen:

Introduccion: La proteina de respuesta temprana a crecimiento
Egr-1, es un factor de transcripcién involucrado en la diferenciacion
y la proliferacién celular, cuya expresion es regulada por su promotor
en respuesta a factores externos y farmacos. Los procesos de
cicatrizacién en pacientes quemados son dirigidos por fibroblastos
que promueven la cicatrizacion y la diferenciacion celular. Objetivo:
Se presenta el efecto inhibitorio del ciprofloxacino sobre la proliferacion
celular y de EGF-1 sobre la actividad del promotor usando un sistema
reportero transducido por el adenovirus AdAEgr-1-Luc? en fibroblastos
primarios humanos. Materiales y Métodos: Se realizaron curvas de
proliferacién en presencia de ciprofloxacino para determinar la dosis
de inhibicién de la proliferacién celular. Los ensayos reporteros se
realizaron con fibroblastos transducidos con AdAEgr-1-Luc7, los cuales
fueron expuestos a diferentes concentraciones de ciprofloxacino y
EGF-1, cuantificando la actividad del reportero mediante luminometria.
Resultados: El ciprofloxacino inhibié la proliferacion celular a dosis
mayores de 50 pg/ml al dia 4. Las dosis de 10 y 20 ug/ml tuvieron
una curva de crecimiento similar al control. Cuando las células fueron
expuestas a EGF-1, la inhibicion de la actividad transcripcional de Egr-
1 se revirtié y fue mayor a las 3 h post-exposicién. Conclusién: La
actividad del promotor Egr-1 en fibroblastos humanos es regulada
negativamente por ciprofloxacino y positivamente por EGF-1.

Palabras Clave:
Egr-1; ciprofloxacino, adenovirus, fibroblastos, EGF-1.

Abstract:

Introduction: The early growth response protein Egr-1 is a
transcription factor involved in cell differentiation and proliferation,
whose expression is regulated by its promoter in response to external
factors and drugs. The healing processes in burn patients are directed
mainly by fibroblasts, which promote healing and cell differentiation.
Objetive: The effect of ciprofloxacin on cell proliferation and EGF1 on
promoter activity is presented using a reporter system transduced by
the adenovirus AdEgr-1-Luc7 in fibroblasts. Materials and Methods:
Proliferation curves were performed in the presence of ciprofloxacin to
determine the inhibition dose of cell proliferation. Reporter assays were
performed with fibroblasts AdEgr-1-Luc7 + and exposed to ciprofloxacin
and EGF-1, quantifying reporter activity. Results: Ciprofloxacin
inhibited cell proliferation at doses greater than 50 was greater pg/ml
on day 4. Dose of 10 and 20 pg/ml shows a curve similar to the control.
When the cells were exposed to EGF-1, the inhibition of transcriptional
activity of Egr-1, was reversed after 3 hours post-exposure was greater.
Conclusion: The activity of the Egr-1 promoter in human fibroblasts is
negatively regulated by ciprofloxacin and positively by EGF-1.
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Introduccion

La proteina de respuesta temprana a crecimiento
Egr-1, también llamada ZNF268, NGFI-A;
KROX-24, GNZIF, TIS8 y ZENK) es un factor de
transcripcién involucrado en la diferenciacién
celular en diferentes tejidos embrionarios. En la
vida postnatal regula la proliferacion celular del
tejido nervioso, pulmonar y articular. También se
ha descrito su expresion en células tumorales
de gliomas y leucemias, principalmente como
supresor de tumores; sin embargo, su expresion
se incrementa en procesos inflamatorios,
angiogénesis y apoptosis. (1234 Recientemente,
su expresion ha sido descrita en los fibroblastos
de la piel. ®

En la edad adulta, la expresion del gen es baja
y ubicuota en todos los tejidos; sin embargo,
el incremento de su expresion es regulado
esencialmente por los elementos responsivos
de su promotor a diferentes inductores externos,
entre los cuales se encuentran factores fisico-
quimicos como temperatura, cambios osmoticos
y osmolares, presion, hipoxia, luz ultravioleta (UV),
la expresion de TGF-B y también por farmacos
como los derivados esteroideos, hormonas vy el
factor estimulador de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF).@49 El promotor tiene una longitud de
700 pb, pero los mecanismos de autorregulacion
se encuentra en los primeros 600 pares de bases
rio arriba del sitio de inicio de la caja TATA. El
mecanismo especifico para la regulacién de la
actividad transcripcional del promotor se realiza
mediante secuencias de unién activadas por
AMP ciclico (CRE); elementos de respuesta a
suero (SRE) o a través de sitios de unién de la
proteina Egr-1 (EBS) como un mecanismo de
autorregulacién negativa.®” El efecto mitogénico
de la proteina Egr-1 es mediada por sus motivos
en dedos de zinc que reconoce secuencias
consenso en el promotor de varios genes
(CCGG/TGGGCCG) y que ademas, le confiere un
mecanismo de autorregulacion a través de un
sitio de unién sobre su propio promotor EBS.®

Las fluoroquinolonas son antibidticos sintéticos
de amplio espectro, derivados del acido nalidixico
e introducidos en la practica clinica desde 1962.
O El ciprofloxacino es el farmaco prototipo, cuyo

mecanismo de accion es compartido con los
miembros de la familia mediante la inhibicion
de la topoisomerasa IV y la DNA girasa, las
cuales son indispensables para la sintesis del
ADN bacteriano.®'® En la actualidad, estos
antibiéticos son usados en todos los esquemas
antimicrobianos para el tratamiento de
infecciones del tracto respiratorio, genitourinario
y las infecciones de tejidos blandos, incluyendo
a los pacientes grandes quemados con procesos
sépticos.(

Se han reportado efectos adversos por el
uso crénico de las fluoroquinolonas, entre los
que destacan la ruptura de tendones, ruptura
de aneurismas, ademas de la inhibicién del
crecimiento en las células del tejido conectivo
como fibroblastos o células tendinosas(>'® En
este articulo se reporta la inhibicién inducida por
ciprofloxacino sobre la capacidad proliferativa de
los fibroblastos primarios humanos derivados de
la piel (FPH), asi como la inhibicién de la actividad
transcripcional del promotor del Egr-1 inducida
por ciprofloxacino y la reversion de este efecto
en presencia del factor de crecimiento epitelial 1
(EGF-1), usando un modelo reportero transducido
por el adenovirus recombinante no replicativo Ad-
Egr-1/Luc de localizacién episomal y de expresion
transitoria.('¥

I1. Materiales y métodos

LA Cultivo de fibroblastos primarios
humanos. Los FPH fueron obtenidos del
Banco de Tejidos del Instituto Nacional de
Rehabilitacién LGII, de acuerdo con el protocolo
estandarizado (PR-DQ17-1S0-9001-2008). Los
FPH fueron aislados a partir de aloinjertos de
dermis obtenidos de donantes multiorganicos
y sometidos a disgregacion enzimatica. Las
células obtenidas se cultivaron en medio D-MEM
con 10 % suero fetal bovino, y 5 mM de &cido
ascorbico en un ambiente de 5% de C0O2, 20% de
02 y 100% de humedad a 37°C, hasta alcanzar
una confluencia del 80% en cajas de cultivo
cubiertas con colagena T-75 (GrainerBioOne, Corp;
Alemania). Después del primer pase, las células
se disgregaron y fueron cultivadas hasta el pase
5; al termino se criopreservaron en nitrégeno
liquido hasta la realizacion de los ensayos
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de induccién con farmacos, de acuerdo a los
protoclos estandarizados en nuestro laboratorio
en cultivo de tejidos primeraios.

I1.B Produccidn a gran escala del adenovirus
recombinante Ad-Egr1/Luc y AdCMV-GFP.
Los virus Ad-Egr1/Luc y AdCMV-GFP fueron
disefiados y clonados en el sistema AdEassyT
donado por el Dr. Vogelstein de la Universidad
John Hopkins. ® El genoma recombinante fue
empaquetado en células HEK-293 (Invitrogen
Corporation-AATC; USA) y purificado a gran
escala para aplicaciones in vivo a partir de 250
millones de células HEK-293 de acuerdo con el
protocolo estandarizado en nuestro laboratorio.
Con el objeto de separar los viriones maduros
de los inmaduros, asi como de restos celulares,
los lisados totales fueron mantenidos en hielo
y purificados por ultra centrifugacién, con
gradientes de cloruro de cesio a 28 mil G, a 4°C
y durante 12 h (WX-100 Thermo Corp, USA).
Posteriormente, los viriones se aislaron por
puncién estéril y se dializaron (en presencia de
magnesio y 5 mM de HEPES a 4°C) por 12 h,
usando una membrana de 10,000 MWCO (Pierce
Bioscience, USA). Los viriones recombinantes
purificados se almacenaron en solucion de
preservacion viral a -70°C. La eficiencia de la
infectividad y la titulacion de las particulas virales
infectantes se determind por ensayo de placa
células HEK-293 a diluciones seriadas (196107, 10,
10-9.1010,1010 y por lectura de la densidad optica del
dializado a 260 nM.("®

I.C Determinacion de las concentraciones
toxicas de ciprofloxacino.

Para determinar el rango de toxicidad se realizé
un ensayo de exposicion a ciprofloxacino a
concentraciones de 10, 20, 40, 80 y 200 pg/ml.
Para ello, se sembraron 5x103 células en una
caja de 12 pozos. Después de que las células
se adhirieran al fondo de la placa, el medio
completo se reemplazé con medio fresco y las
diferentes concentraciones de ciprofloxacino
se fijaron en metanol frio (4°C) al dia 1, 2, y 3.
Cuando el ensayo concluyo, las células fueron
teflidas con cristal violeta al 0.1% en PBS (pH
7.4) durante 10 min, y eluidas con acido acético
al 1%. Se cuantificaron 100 pl de cada eluido a
570 nm de absorbancia en un multilector DTX

800 de Beckman Coulter. Un segundo ensayo se
realiz6 para estudiar los efectos de dosis en 10,
20, 30, 40 y 50 pg/ml de ciprofloxacino sobre la
capacidad proliferativa de los FPH a 7 dias. El
tercer ensayo se realiz6 a dosis de 10 y 20 pg/
ml de ciprofloxacino durante 10 dias. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado, las lecturas
obtenidas fueron promediadas y graficadas. En
el caso de los ensayos reportero con el Ad-Egr-1-
Luc y la cuantificacion de actividad de luciferasa,
solo se usaron 10 y 20 pug/ml de ciprofloxacino.

I.D Infeccion y determinacion del muiltiplo
de infecciéon (MOI) 6ptimo en fibroblastos
humanos con el adenovirus Ad-CMV-GFP.
Para determinar la cantidad 6ptima de adenovirus
recombinante con transduccién eficiente en los
fibroblastos humanos, se usé un adenovirus
que expresa la proteina verde fluorescente
humanizada AdCMV-hGFP. Para ello, se
sembraron 3x105 células en cajas de 6 pozos
(Costar, Madison USA). 24 h después, las células
fueron infectadas con 25, 50, 75, 100 y 200 MOls
con el adenovirus en medio reducido en suero. Al
término de 2 h de exposicién, el medio infectante
fue reemplazado por medio fresco y las células
transducidas se mantuvieron en cultivo por 24 h.
Para documentar la eficiencia de la infeccion, se
buscé la sefial de la proteina verde fluorescente
(GFP) usando un equipo Axioplan 2 (Carl Zeiss,
Alemania). La GFP emitié una sefial luminosa
excitable a 488 nm, en las células infectadas por
el adenovirus Ad-CMV-GFP.(9

Il.LE Modelo experimental para la induccion
confarmacos. El sistemade evaluaciény analisis
de efecto de induccién farmacolégica sobre el
promotor esta basado en un sistema reportero
que es responsivo a la expresion del gen de la
luciferasa, transducido por un adenovirus tipo 5
no replicativo de tercera generacién (Ad-Egr1/
luc). Este modelo reportero ha sido estudiado
y reportado previamente en células de glioma 'y
otros modelos celulares (7

Las células fueron sembradas e infectadas con el
adenovirus Ad-Egr-1/Luc7 que contiene el casette
del promotor de Egr-1, para dirigir la expresion de
la luciferasa.
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(Figura 1A) La luciferasa es una enzima que hidroliza la luciferina en presencia de ATP y la emision
de luz que puede ser cuantificada en un detector de cuentas luminicas/segundo (CL/S). Las CL/S son
dependientes de la concentracion de la proteina en un extracto celular total obtenido de las células
expuestas. A su vez, el incremento o disminucién de las CL/S es la resultante de la regulacion negativa
o positiva del promotor en presencia de los diferentes farmacos.

Egr-1

Luciferasa

-600pb  +1
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pShuttle
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Figura 1A. Adenovirus AdEgr-1-Luc. A) El Diagrama representa los sitios de clonacién del casete
reportero EGR1-Luc en el Vector pShutle del sistema AdEasy para su recombinacion con el genoma
recombinante del Adenovirus tipo 5.

Figura 1B. Fotografia de fluorescencia de FPH infectados con MOI 50 de AACMV-GFP, para determinar
el MOI éptimo de los ensayos reporteros.

I1.D Ensayo reportero de luciferasa inducido
por farmacos. 3x105 FPH fueron sembrados
en una caja de 6 pozos en condiciones de cultivo
estandar hasta su adherencia, posteriormente
fueron infectados con Ad-Egr1/luc en medio
bajo en suero OptiMEM, (Gibco-invitrogen, Corp.
USA) durante 1 h. Inmediatamente, se lavaron
en D-PBS y se mantuvieron en recuperacion a
12 h con medio completo. 24 h antes de los
ensayos de induccion, el medio fue reemplazado
con medio fresco con 1% de SFB, para llevar la
actividad del promotor Egr-1 enddgeno a niveles
basales durante 24 h. Al término de este tiempo,
el medio fue reemplazado por medio D-MEM
(Gibco-invitrogen, Corp. USA) con las diferentes
concentraciones de ciprofloxacino y EGF-1.
Las células fueron expuestas a ciprofloxacino
y al Factor de crecimiento epitelial (EGF-l) a

las siguientes concentraciones: 10 y 20 pg/ml
de ciprofloxacino; 10 y 20 ng de EGF-1; y para
los ensayos de competencia 10 y 20 pg/ml de
ciprofloxacino con 10 ng/mlde EGF-1y 10y 20 ug/
ml de ciprofloxacino con 20 ng de EGF-1 durante
1y 3 h. Al término de cada tiempo, las células
fueron lisadas para la extraccién de proteinas
totales y sometidas a luminometria, para medir la
actividad de la luciferasa.

IlLE Extraccion de proteinas totales. La
extraccion de proteinas totales de las células
expuestas a diferentes farmacos se realizé de
la siguiente manera: al término del tiempo de
exposicion, (1, 3y 6 h) las células se lavaron con
PBS a 37°C (Invitrogen Corp.) y se lisaron con
300 pl de solucién de lisis (Glo-Cell lysis Buffer,
Promega Corp, USA) a temperatura ambiente por
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5 minutos. El lisado fue colectado en un microtubo estéril, se agité por 1 minuto e inmediatamente se
centrifugd a 5 mil G a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y almacenado a -20°C hasta su lectura en un
cuantificador de luminometria.

IL.F Cuantificacion de actividad de luciferasa.

Los ensayos de luminometria se realizaron con 50 pl del lisado celular, con una relacién de volimenes
1:1 de sustrato Glo-Luciferase (Glo-Luciferase system, Promega, USA). La mezcla se incubd durante 10
minutos a 23°C. Inmediatamente, la reaccion fue cuantificada en un luminémetro (DTX-800 Beckman
Coulter). La luciferasa presente en el extracto proteico hidroliza a la luciferina en presencia de ATP y
genera una sefial luminosa identificada por el lector y expresada en CL/S. Las cuales se ajustaron a la
concentracién de proteinas, para obtener los datos reales de actividad de la luciferasa controlada por el
promotor Egr-1. El andlisis de datos se realizé con el programa Multimode Analysis Software (Beckman
Coulter, USA) y el andlisis estadistico se realizé con herramientas de analisis métricos y paramétricos.

II1. Resultados.

lll.A. Los FPH son transducibles eficientemente con un MOI de 50.

Para determinar la eficiente transduccion del sistema reportero usando un adenovirus no replicativo
se sembraron 25,000 FPH, en condiciones estandarizadas de cultivo, hasta una confluencia del 100%.
Posteriormente, las células infectadas con 25, 50, 75y 100 MOIs de Ad-CMV-GFP, mostraron una eficiencia
de transduccion del 100% con MOIs mayores de 50. Una sefial de fluorescencia fue detectada en las
células con 25 MOQls, pero solo se infectaron el 75% de las células expuestas. El andlisis comparativo
determiné que los FPH fueron infectados en un 100% con un MOI de 50, sin la presencia de cambios
morfolégicos o efecto citotdxico, inducido por el adenovirus recombinante no replicativo. La Figura 1B
muestra una fotografia de FPH transducidos con el Ad-CMV-GFP a las 72 h post infeccion con 50 MOls.

lll.B. La proliferacion de FPH, es inhibida por la concentracion creciente de ciprofloxacino.
Para determinar los efectos toxicos sobre la proliferacion celular, se realizé un ensayo de exposicién a
dosis crecientes de ciprofloxacino (10, 20, 40, 80 y 200 pg/ml) durante 3 dias. Las células fueron fijadas
en cada punto, y tefiidas con cristal violeta. Los resultados mostraron una inhibicién de la proliferacion
celular, dependiente de la dosis, con lo que se observd que las dosis de 80 y 200 pg/ml, inhibieron el
crecimiento celular desde el dia 1 (Figura 2).
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48 | 0.441 | 0.394 | 0.348 | 0.322 | 0.124 | 0.157
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Figura 2. Curva de toxicidad de ciprofloxacino sobre la proliferacion de fibroblastos primarios

humanos. Las concentraciones de 80y 200 pug/ml inhiben la proliferacién celular desde las 24

h. Las concentraciones de 10, 20 ug/ml no mostraron diferencia en relacion al grupo control sin
ciprofloxacino, pero 40 pg/ml retrasan la proliferacion celular.

En el segundo ensayo se determinaron los efectos a dosis menores a 50 pg/ml (10, 20, 30,40, y 50 ug/
ml de ciprofloxacino) durante 7 dias. Los resultados mostraron un patrén de inhibicién de proliferacion
celular para las dosis de 30, 40 y 50 ug/ml, las unidades de absorbancia fueron de (0.31;0.26 y 0.26 UA,
respectivamente) a partir del dia 4, que se mantuvo durante los dias 5, 6 y 7. (Figura 3).

En el tercer ensayo los FPH fueron expuestos a 10 y 20 pg/ml de ciprofloxacino durante 10 dias. Las
unidades de absorbancia fueron similares al grupo control sin ciprofloxacino hasta el dia 4 (0.56, 0.72,
0.68 UA respectivamente). Sin embargo, el crecimiento después del dia 6, 8 y 10 fue menor comparado
con las células control sin ciprofloxacino (Figura 4).
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3 0.177 | 0.153 | 0.153 | 0.142 | 0.165 | 0.142
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Figura 3. Efecto de las Concentraciones 10, 20, 30, 40, 50 ug de ciprofloxacino sobre la proliferacion de
fibroblastos primarios humanos. Se sembraron 5x103 FPH y se expusieron a concentraciones de 10, 20,
30, 40, 50 pg/ml de ciprofloxacino en medio D-MEM completo durante 7 dias. Nétese como las dosis de
30, 40y 50 pg/ml presentan un patron inhibitorio durante después del dia 5. Sin embargo, las dosis de 10,
20, ug/ml presentan una linea de tendencia de crecimiento similar al control desde el
dia 1 aldia7.
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Figura 4. Efecto de las Concentraciones 10 y 20 ug de ciprofloxacino sobre la proliferacién de

fibroblastos primarios humanos. Se sembraron 5x103 FPH y se expusieron a concentraciones de 10y 20

pg/ml de ciprofloxacino en medio D-MEM completo durante 10 dias. N6tese como las dosis de 10 y 20

pg/ml presentan un patrén inhibitorio durante después del dia 6. A pesar de ello, se observa una linea de
tendencia de crecimiento.
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lll.C. La Actividad transcripcional del promotor Egr-1 es inhibida por la exposicion a
ciprofloxacino. Células FPH/Ad-Egr-1-Luc+ se expusieron a ciprofloxacino a dos dosis equivalentes a
las concentraciones terapéuticas (10 y 20 pg/ml). Las CL/S fueron obtenidas por luminometria de los
extractos proteicos después de 1y 3 h de exposicion con ciprofloxacino. Se observé una disminucién de
la actividad del promotor Egr-1. Ensayos previos de los extractos proteicos (1 y 3 h) determinaron que el
pico maximo de expresion se encontré a las 3 hy no se incrementd, por lo que los ensayos reporteros de
luminometria se realizaron 3 h posteriores a la exposicion con ciprofloxacino.
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Figura 5A. Efecto de EGF y ciprofloxacino sobre el promotor Egr-1 en FPH/AdEgr-1/luc+.
A) Grafica de la actividad del reportero a 1 h de exposicién a diferentes concentraciones de
ciprofloxacino y EGF-1 (concentraciones 1:1; 1:2 y 2:1).

Figura 5B. Grafica de las mismas condiciones a 3 h post-exposicidn. La orden de expresion fue
casi 9 veces mas que la de la primera hora. Sin embargo, la potencia de la expresién es mayor
en la dosis mayor de EGF-1.

La actividad basal del promotor Egr-1 fue de 957 CL/S a 1 h de exposicidn, el grupo control con 10% de
SFB fue de 1,550 CL/S. Las CL/S del grupo expuesto a 10 y 20 pug/ml de ciprofloxacino fueron de 1,089 y
de 537.33 respectivamente (Figura 5A). Después de 3 h de exposicién, el grupo control tuvo una lectura
de 10,587 CL/Sy para 10 y 20 ug/ml de 5,316 CL/S y 1,587 CL/S, respectivamente. (Figura 5B)

lll.d. La inhibicién por ciprofloxacino es revertida por la presencia de EGF en FPH.

Cuando las células FHP/Ad-Egr1/Luc fueron expuestas a 10 y 20 ng/ml de EGF-1 a 1 h, mostraron 838
CL/Syde 1,162 CI/S, respectivamente, comparadas con el grupo control de 1,089.2 CL/S. A las 3 hs con
10,897 y 9,307 CL/S, comparadas con la actividad basal 9,307 de CL/S para 20 ng/ml de EGF-1 (Figura
5B).
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Para determinar si el incremento de la actividad
del promotor Egr-1 inducida por EGF-1 puede
tener alguin efecto en presencia de ciprofloxacino,
se realizaron ensayos de exposicién simultanea.
Los resultados fueron los siguientes: para el
grupo de 10 pg de ciprofloxacino y 10 ng de
EGF-1 a 1 h, fue de 978 CL/S y 3 h de 15,481
CL/S. Cuando se increment6 la concentracion
de ciprofloxacino a 20 pg/ml con 10 ng de EGF-
1 a 1 h, se cuantificaron 816 CL/S y, a 3h, de
12,144 CL/S, observandose una disminucion de
la actividad transcripcional. Finalmente, el grupo
de células FHP/Ad-Egr1/Luc expuestas a una
concentracién mayor de EGF-1 y ciprofloxacino
(20 pg /ml y 20 ng respectivamente) mostraron
un incremento de la actividad transcripcional.
Después de 1h de exposicion, las lecturas fueron
de 1,182 CL/Sy alas 3h de 16,871 CL/S. Es decir,
se observé un incremento de 5 veces mas que el
control positivo.

IV. Discusion

Los fibroblastos son las células mas importantes
del tejido conectivo propiamente dicho, como
tendones, fascias, la capa adventicia de las
venas y arterias, asi como en la dermis de
la piel. El reemplazo de los fibroblastos es
esencial para mantener el equilibrio celular y la
sintesis de matriz extracelular. Los cambios en
su metabolismo alteran el perfil de expresion
génica o disminuyen su tasa de proliferacion, lo
cual puede ser consecuencia de senescencia,
degeneracion celular o por factores externos
como trauma, ausencia de factores y nutrientes la
exposicién a farmacos, tales como los esteroides
y las fluoroquinolonas. ("

Se ha reportado que la tendinitis y la ruptura
de tendones estd asociada al uso croénico
de las fluoroquinolonas, especificamente del
ciprofloxacino. (7'®) Las fluoroquinolonas,
por ser antibidticos de amplio espectro, son
ampliamente prescritos para infecciones del
tracto intestinal, genitourinario, respiratorio y las
infecciones cronicas de tejidos blandos y musculo
esqueléticos. En el caso de los pacientes grandes
guemados, constituyen uno de los antibidticos
de eleccion en los procesos de cirugia plastica
reconstructiva, y se administran por periodos

prolongados. El mecanismo de accién de las
fluoroquinolonas para inhibir la replicacion celular
en eucariontes no esta bien dilucidado. Reportes
previos han demostrado que el ciprofloxacino
causa arresto del ciclo celular en la fase S
en células de melanoma por inhibiciéon de la
topoisomerasa |l y también apoptosis, mediada
por el dafio a la membrana mitocondrial; sin
embargo, en tenocitos el arresto del ciclo celular
ocurre en la fase G2/M (%2021 |o que podria
explicar el efecto inhibitorio de los FPH expuestos
a concentraciones crecientes de ciprofloxacino
(figura 3y 4). Las dosis ensayadas con 80 y 200
pg/ml de ciprofloxacino son congruentes con
lo reportado por otros grupos. Este fendmeno
es provocado principalmente por apoptosis
inducida por la disminucion de la proporcién Bcl-
2/Bax, lo que genera una translocacién de Bax a
la membrana mitocondrial con la consecuente
activacion de la caspasa 3. @ No se ha descrito
la posible participacién de la proteina Egr-1
en la inhibicién del crecimiento de los FPH fue
definida por el sistema reportero utilizado en
este modelo. Una de las ventajas de la estrategia
utilizada fue el uso del gen de la luciferasa,
una proteina de actividad enzimatica que solo
se expresa en las luciérnagas y no en células
humanas, usando un adenovirus recombinante
tipo 5 no replicativo. La expresion del transgen
introducido por el adenovirus recombinante es de
localizacién episomal, (no se integra al genoma
del huésped) por lo que la expresion transitoria
se puede observar hasta los 28 dias incluso en
modelos in vivo, lo que permite observar los
cambios en la regulacion transcripcional por
dias.(¥ Sin embargo, los cambios en la actividad
transcripcional del promotor, como todo proceso
de regulacion génica, se pueden observar a los
minutos y horas tempranas en muchos reportes
previos.

En el caso de los FHP transducidos con Ad-Egr-1-
Luc y expuestos a ciprofloxacino, se observé una
inhibicion de la proliferacion celular (Figura 4) que
se manifiesta desde el dia 4 hasta el dia

10, pero también una inhibiciéon de la actividad
transcripcional del promotor a las dosis
terapéuticas ensayadas. (10 y 20 pg/ml) en las
primeras horas post-exposicién. Las CL de la
actividad del promotor en las células transducidas

o |
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y expuestas a los dos farmacos
muestran una reversion del efecto
inhibitorio del ciprofloxacino hasta
5 veces mayor comparado con el
control basal y que se incrementa
con la concentracion  mayor
de EGF-1.

EGF-1 es un péptido de 51
aminoacidos que activa la cascada
de sefalizacion a través de su
receptor membranal (EGFR) que
culmina con la activacién de la via
MAPK/ERK. En estudios previos
se ha reportado que EGF-1 puede
revertir la inhibicién del crecimiento
inducido por la dexametasona
en este mismo modelo. (® Este
fendmeno puede ser resultado del
mecanismo de accion de EGF-1 que
activa las vias mitogénicas, entre las
cuales, se encuentra la activacion de
Egr-1 que se ha descrito como un
factor de crecimiento temprano que
activa la via de las MAP-Kinasas/
ERK (23,24)

ConsiderandoqueEGF-1seencuentra
en la parte inicial de la cascada de
activacién de las vias mitogénicas,
es posible que el incremento de la
activacion del promotor obedezca
a una potenciacién para activar la
transcripcién de genes miogénicos.

Conclusiones:

El uso crénico de las fluoroquinolonas has sido
reportado como un factor de riesgo para la ruptura
de tendones posiblemente como efecto inhibitorio
de la proliferacion de los FPH, puede contribuir a
la disminucién de la tasa de replicacién celular en
estos tejidos in vivo en presencia de ciprofloxacino
a las concentraciones terapéuticas usados en estos
ensayos y que es revertido por EGF-1 en los ensayos
de competencia. Por lo anterior, concluimos que la
actividad del promotor Egr-1 en FPH es regulada
negativamente por ciprofloxacino y positivamente
por EGF-1. Finalmente, se requieren estudios
posteriores para determinar la participacion de las
vias de transduccion de senales para regular vias
de proliferacion celular en este modelo, asi como la
interaccion de las fluoroquinolonas con las vias de
replicacion del ADN y sus efectos en el ciclo celular.
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Resumen

El cancer de mama continda siendo un desafio significativo en la salud
publica, a pesar de la disponibilidad de diversas terapias. EI aumento
en su incidencia y mortalidad subrayan la necesidad de estrategias de
tratamiento mds efectivas, especialmente en etapas avanzadas, sin
efectos secundarios significativos que limiten su aplicacién. En este
contexto, la planta Platycodon grandiflorum (Jacq.) A. De Candolle
ha demostrado una gama de efectos biologicos y farmacoldgicos.
Estos incluyen propiedades hipoglucemiantes, hipolipemiantes,
hepatoprotectores,
antioxidantes y antineopldsicos. Esta revision se centra en la
importancia de esta planta, examinando su clasificacién taxondmica,
su uso histérico en medicina tradicional, y en particular, en el platicodin
D, un metabolito secundario de la planta que ha mostrado potencial
antineoplasico en distintos tipos de cancer, incluido el de mama. Se
detallan los mecanismos mediante los cuales el platicodin D ejerce

inmunoestimuladores, antiinflamatorios,

sus efectos antineopldsicos y su papel como agente coadyuvante en
la terapia convencional del cdncer de mama. Se destaca su perfil de
seguridad, siendo un compuesto natural con propiedades que podrian
desempefiar un papel crucial en la lucha contra esta enfermedad.

Palabras clave:
P, grandiflorum, platicodin D, saponinas, cadncer de mama.

Abstract

Breast cancer continues to be a significant public health challenge
despitetheavailability of various therapies. Theincreaseinincidence and
mortality underlines the need for more effective treatment strategies,
especially in advanced stages, without significant side effects limiting
their application. In this context, the plant Platycodon grandiflorum
(Jacq.) A. De Candolle has demonstrated a range of biological and
pharmacological effects. These include hypoglycemic, hypolipidemic,
hepatoprotective, immunostimulatory, anti-inflammatory, antioxidant,
and antineoplastic properties. This review focuses on the importance
of this plant, examining its taxonomic classification, its historical use
in traditional medicine, and, in particular, platycodin D, a secondary
metabolite of the plant that has shown antineoplastic potential in
different types of cancer, including breast cancer. The mechanisms by
which platycodin D exerts its antineoplastic effects and its role as an
adjuvant agent in conventional breast cancer therapy are detailed. Its
safety profile stands out, being a natural compound with properties that
could play a crucial role in the fight against this disease.

Key words
P, grandiflorum, platycodin D, saponins, breast cancer.
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Introduccion

Elcancer de mama se posicionacomo laneoplasia
maligna mds comunmente diagnosticada en
mujeres y constituye la principal causa de
mortalidad por enfermedades neoplasicas,
tanto a nivel mundial como en México ['l. A pesar
de contar con una amplia gama de terapias
disponibles, este tipo de cancer sigue siendo un
desafio significativo para la salud publica, ya que
tanto su incidencia como su tasa de mortalidad
contindian en aumento.

Con base en la firma molecular del tumor, el
cancer de mama se clasifica principalmente en
tres fenotipos: luminal, receptor tipo 2 del factor
de crecimiento epidérmico humano (HER-2)
enriquecido y triple negativo (TN) . Los tumores
luminales se caracterizan por expresar el receptor
de estrogenos (RE), siendo el tamoxifeno la
terapia hormonal mas comunmente utilizada para
este tipo ¥l; sin embargo, su uso puede asociarse
con el desarrollo de carcinoma endometrial .
En los tumores de mama HER-2 enriquecido,
el trastuzumab, un anticuerpo monoclonal que
bloquea la sefalizacion del receptor, es una
opcion terapéutica principal, aunque su uso
conlleva riesgos de reacciones adversas graves,
como problemas cardiacos . Respecto a los
tumores TN, las opciones terapéuticas son
limitadas y suelen incluir quimioterapia, que se
caracteriza por su alta citotoxicidad 1.

A pesar de la alta efectividad la terapia hormonal,
anti-HER-2 y la quimioterapia, sus efectos
secundarios restringen su uso. Se estima que,
alrededor del 15% de las pacientes mayores
con cancer de mama abandonan el tratamiento
debido a los efectos adversos, lo que impacta
negativamente en su supervivencia ”. Por lo
tanto, la busqueda de agentes co-adyuvantes
que permitan reducir la dosis de los tratamientos
convencionales constituye una estrategia
prometedora en el manejo de la enfermedad. Al
respecto, es imperativo desarrollar estrategias
de tratamiento que sean eficaces en todos los
fenotipos de cancer de mama, que funcionen
incluso en etapas avanzadas de la enfermedad y
gue no generen efectos secundarios significativos
que restrinjan su uso.

Considerando el papel significativo que
desempefian varios compuestos naturales en
la prevencion y el tratamiento del cancer, y que
solo una pequefa fraccion, de la biodiversidad
natural ha contribuido a la generacién de mas
del 60% de los medicamentos antineopldsicos
comercialmente disponibles 9, es fundamental
investigar nuevos compuestos bioactivos en la
diversidad de la flora e identificar si tienen efectos
terapéuticos contra el cancer, comprender sus
mecanismos de accion y desarrollar tratamientos
farmacologicos mas efectivos, con menos
efectos secundarios indeseables y a bajo costo.
En este contexto, los metabolitos secundarios
de la planta Platycodon grandiflorum (Jacq.) A.
De Candolle (P grandiflorum, también conocida
como P. grandiflorus), han sido relevantes por
sus multiples propiedades farmacoldgicas, entre
las que destacan sus efectos hipoglucemiantes,
hipolipemiantes, hepatoprotectores,
inmunoestimuladores, antiinflamatorios,
antioxidantes y antineopldsicos ['*'2. Dada la
importancia de P grandiflorum para la salud, es
esencial profundizar en las particularidades de
ésta planta, por lo que esta revisidn se centra en
su clasificacion taxonémica, su uso en lamedicina
tradicional y, en particular, en el platicodin D, uno
de sus compuestos bioactivos. El platicodin D ha
demostrado multiples beneficios terapéuticos,
entre los que se incluyen sus efectos
antineoplasicos, por lo que abordaremos de
manera general sus efectos antineopldsicos en
distintos tipos de cancer, con énfasis especial en
su mecanismo de accion en el cancer de mama.

Taxonomia de P. grandiflorum

La planta P. grandiflorum, conocida cominmente
como campanilla china o flor de balén, representa
el Unico miembro del género Platycodon vy
pertenece a la familia Campanulaceae segun el
Sistema Integrado de Informacién Taxonomica,
ITIS de sus siglas en inglés (Reporte del ITIS:
balloon flower, https:/www.itis.gov, fecha de
acceso: 23 de octubre del 2023). Esta planta,
nativa del noreste de Asia, es perenne, crece
en ambientes soleados con abundancia de
matorrales y puede alcanzar alturas de 20 a 120
cm. Su tallo, generalmente simple y ligeramente
ramificado sostiene hojas de tonalidades verdes
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que pueden ser lanceoladas, ovaladas o elipticas. Sus flores, de gran tamafo, adoptan formas que se
asemejan a una campana o estrella (Fig.1A). Una caracteristica distintiva de esta flor, que le otorga
su nombre de flor de baldn, es la forma en que su capullo inmaduro se infla como un globo antes de
desplegarse por completo (Fig. 1 B). El periodo de floracién de esta planta suele extenderse de junio
a septiembre, y entre las distintas variedades, predominan aquellas que exhiben flores moradas (Fig.
1C); no obstante, también se encuentran variedades de flores blancas (Fig. 1D) y azules. La figura 1 se
adapté de tropicos.org, Manual de Plantas Vasculares del Bajo Valle del Yangtsé, China, llustracioén, fig.
365. Fecha de consulta 23 de octubre de 2023 I3, China lidera la produccidn y consumo de esta planta,
seguida por Mongolia, Japon y Corea, donde P. grandiflorum es cultivada por su valor ornamental, su
empleo en la gastronomia y su relevancia en la medicina tradicional '*'¢. En estos paises, la planta se
conoce con diferentes nombres: Jiegeng en China, Kikyou en Japoén y Doraji en Corea [11]. En México no
se tienen registros oficiales de su uso como planta medicinal o como planta ornamental ['7),

Figura 1. Platycodon grandiflorum. A) Representacion esquematica de la planta.
B) Las yemas inmaduras se hinchan, semejando un globo, antes de la floracion.
C) Flores con tonalidad purpura o D) flores blancas.
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Uso tradicional de P. grandiflorum

El uso terapéutico de P. grandiflorum ha sido validado a lo largo de siglos de practica clinica en Asia. Su
aplicacion medicinal fue inicialmente documentada en el Shen-Nong Ben-Cao Jing "%, uno de los textos
mas antiguos de la medicina tradicional china, en el que se mencionan sustancias individuales para
tratar enfermedades '8 En el Shang-Han Lun, un texto pionero de la medicina tradicional china escrito
por Zhan Zhong-Jing durante la Dinastia Han Oriental (206 A.C. - 220 D.C.), se describen 112 férmulas
herbales chinas con su composicidn, posologia, métodos de preparacion y administracion "% Entre estas
férmulas, se menciona el uso de P. grandiflorum para tratar la congestion torécica, difteria y disnea [0,
El libro Bencao yanyi escrito durante la dinastia Song (960 - 1279 D.C.) registra el uso de P. grandiflorum
para el tratamiento de abscesos pulmonares ['%'2. Ademads, en el Wanbing Huichun, obra médica escrita
por Gong Tingxian, médico de la dinastia Ming (1368 - 1644 D.C.) se reporta su uso para tratar mastitis,
dermatitis, disenteria y sarampion ['%:

El rizoma de P, grandiflorum ha sido empleado en la medicina tradicional para tratar diversas afecciones,
que incluyen tos, exceso de flema, laringitis, bronquitis, asma, abscesos pulmonares, tuberculosis
pulmonar, dolor de pecho, diabetes, disuria, disenteria, rinitis, amigdalitis y otras enfermedades
inflamatorias '2- A partir de estos usos, se han identificado varios compuestos bioactivos relacionados
con los beneficios terapéuticos observados en la medicina tradicional. Estos compuestos han ganado
relevancia en la practica clinica para el tratamiento de enfermedades complejas, incluyendo el cancer.

Compuestos bioactivos de P. grandiflorum

Hasta la fecha, se han aislado al menos 100 compuestos en P. grandiflorum, entre los que incluyen
una amplia variedad de saponinas triterpenoides, flavonoides, acidos fendlicos, poliacetilenos y
esteroles "9, Estos componentes bioldgicos han demostrado tener efectos antitusivos, hipoglucémicos,
antiobesidad, inmunoestimuladores, antioxidantes, antiinflamatorios y antitumorales . Ademas, P
grandiflorum es una fuente rica de nutrientes esenciales, como vitaminas y aminoacidos (contiene mas
de 16 aminoacidos, de los cuales 8 son esenciales), también contiene oligoelementos importantes para
la dieta humana, incluyendo calcio, zinc, potasio, y hierro, acido linoleico, acidos grasos insaturados y
fibra. Esto la clasifica como un alimento funcional, cominmente consumido en forma de ensaladas °.
Las saponinas triterpenoides son los principales compuestos bioactivos de P. grandiflorum, presentes en
mayor proporcion en la raiz de la planta, seguidas por las raices aéreas, el tallo, las hojas y las flores. La
mayoria de estas saponinas ejercen actividades inmunoestimuladoras, antioxidantes, antiinflamatorias
y antitumorales "4, Dentro de las saponinas triterpenoides destaca el platicodin D, que ha adquirido
relevancia en la investigacion del cancer.

El platicodin D y su potencial antineoplasico

El platicodin D, cuya estructura quimica se muestra en la figura 2, se destaca como uno de los
componentes bioactivos mds importantes presentes en la raiz de P grandiflorum. Este compuesto
cuenta con una extensa variedad de propiedades farmacoldgicas, que incluyen efectos anti-
nociceptivos, anti-ateroesclerdticos, antivirales, hepatoprotectores, neuroprotectores, anti-adipogenicos,
inmunorreguladores, antiinflamatorios y antineoplasicos.
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Figura 2: Estructura quimica del platicodin D. El platicodin D es considerado la principal saponina
de P grandiflorum. La representacién de la estructura quimica del platicodin D se creé en el programa
Chem Draw versién Professional 16.0.

El potencial antineoplasico de éste compuesto ha sido investigado en varios tipos de cancer (Tabla 1).

Tabla 1. Efectos antineoplasicos de platicodin D

Neoplasia

Linea celular
o modelo murino

Efecto

Mecanismo

Células: H1299,

de préstata

Modelo murino:
Ratones desnudos
BLAB/c

celular en G2/M

Aumento de la
expresion de FOXO,
p21y p27

Cancer H2030, A549. ;”douctf)';'; de Regulacién de las 221
. Modelo murino: poptosis vias JNK1/AP-1/
de pulmén Disminucion de la
Ratones desnudos viabilidad celular PUMA
NOD/scid
Células: PC3, Aumento de
Cancer DUT45, LNCaP Arresto del ciclo FOX03 [23]
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Neoplasia

Linea celular
o modelo murino

Inhibicién de la
autofagia
Acumulacion de

Mecanismo

Blogueo de la
degradaciony
acumulacion de

, . P62
Glioblastoma Células: US7MG, golesterol en los Incremento de [24]
U373MG lisosomas
. . LC3B-II
Inhibe la fusién ., .
autofagosoma- Regulacion positiva
lisosoma del receptor LDL
(LDLR)
Regulacion
., positiva de
. Células: BEL-7402 Induccpn dela PARP, caspasa-3,
Carcinoma o apoptosis e [25]
hepatocelular Modelo murino: Supresién de la disminucién de
Ratones BALB/cA autofaqia Bcl-2
9 Activacion de ERK/
JNK
Disminucion de Inhibicién de la
Carcinoma Células: HCT116, la proliferacion, L [26]
colorrectal LoVo migracion e fosforilacion de
migrac AKT/PI3K
invasion
o Regulacion
Ralentizacion .
- negativa de
de formacion .
N-Caderina'y
de tumores, ) .
, romocion de vimentina . [27]
Cancer de vejiga Células: T21, RT4 Ip ) Disminucion de
a apoptosis, ; .
) miR-335 a través
inhibicién de .,
; . de la regulacion
la proliferacion o
celular positiva de
LncRNA-XIST
Células: Células Inhibicién de Bloqueo de
Carcinoma endometriales la proliferacion ADRAZ2A por la [28]
endometrial humanasyy las celular, invasion y inhibicién de PI3K/
células EC RL95-2 migracion AKT
Induccion de Disminucion de
la apoptosis, MMP-2, MMP-9,
Cancer Células: GBC NOZ, condensacion CDKT, ciclina B1, [29]
de vesicula biliar GBC-SD, SGC-996 de la cromatina Bcl-2
y disfuncion Aumento de
mitocondrial caspasa-3y9
Células: MKN74, Disminucién de
BGC-823, MKNT, o-Mve. CDK2 [30]
Cancer gastrico MKN7, NUGC3, Apoptosis CDKy4'CDK6'
AZ521, MGC-803, e y
MKN28, GES-1
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Entérminosgenerales,susefectosestanasociados
a la induccién de la apoptosis, el arresto del ciclo
celular, laregulacion de la autofagia, y la inhibicidn
de procesos como la angiogénesis, migracion,
invasion y metdastasis. Estos mecanismos actian
a través de diversas vias de sefializacion que
suelen estar alteradas en la fisiopatologia del
cancer 1. El platicodin D se ha empleado en
combinacién con otros agentes antineopldsicos
para potenciar su efecto terapéutico. En células
de cancer colorrectal HCT116 y LoVo con una
mutacion del proto-oncogen KRAS, que confiere
resistencia al anticuerpo monoclonal cetuximab,
el tratamiento con platicodin D (5 pM-10 pM)
disminuye de manera significativa la viabilidad
celular y aumenta la sensibilidad de las células al
cetuximab @9,

El cancer de prostata resistente a la castracion
(independiente de andrégenos) y sin expresion
de la fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3- fosfatasa
(PTEN) representa un desafio clinico debido a las
limitaciones en los tratamientos disponibles. La
terapia estandar para estos casos es el sorafenib,
el cual, desafortunadamente, se asocia con
efectos adversos graves. Interesantemente, en
células de céancer de préstata PC3 (sin receptor
de andrégenos, sin PTEN y con AKT positivo),
la inclusién de platicodin D potencié los efectos
antineoplasicos de sorafenib, al incrementar
la ubiquitinacién de AKT y la expresion génica
y proteica de Forkhead Box O3A (FOXO3a) B,
En relacién al cancer de mama, son escasos
los estudios que han explorado el efecto
antineoplasico de platicodin D. Sin embargo, se
ha investigado su impacto en diversas lineas
celulares de cancer de mama de diferentes
fenotipos. Los estudios se han realizado tanto
evaluando el platicodin D de manera individual
como en combinacién con otros compuestos
naturales y agentes quimioterapéuticos.

Estudiosinvitrodelaactividad antineoplasica
del platicodin D en el cancer de mama

En estudios in vitro realizados en células de
cancer de mama MCF-7, clasificada como
fenotipo luminal, se observé que el platicodin
D inhibié significativamente la proliferacion
celular de manera dependiente del tiempo

y de la concentraciéon. Dentro del rango de
concentraciones evaluadas (10 pM a 100 pM)
se logré practicamente la inhibicién total del
crecimiento con la mayor concentraciéon de
platicodin D. Ademas, el porcentaje de células
apoptoticas también incrementd de manera
significativa y dependiente de la concentracién
(10 a 30 pM), siendo estadisticamente
significativo a partir de 15 uM de platicodin D. con
una concentracioén inhibitoria al 50 % (CI50) de 20
uM 32,

En términos generales, la apoptosis se
desencadena por dos vias de sefalizacién:
la intrinseca, activada por la liberacién de
factores pro-apoptéticos de la mitocondria, y
la extrinseca, estimulada por los receptores
de muerte expresados en la superficie celular.
Estas vias convergen en la activacion de las
caspasas Yy proteasas intracelulares, llevando a
la apoptosis ¥ El tratamiento con la saponina
en las células MCF-7 activd la caspasas-8, y -9,
y condujo a la escisién de la poli-(ADP-ribosa)-
polimerasa (PARP) %, una enzima involucrada en
la reparacion del ADN, razén por la que diversos
inhibidores de esta enzima estan en estudio para
el tratamiento del cancer B4. Ademas, platicodin
D, a una concentracion de 15 pM, incrementd
la expresién de las proteinas pro-apoptéticas
Bax y Bid, mientras redujo la expresiéon de la
proteina anti-apoptotica Bcl-2. #2. Aunado a lo
anterior, el platicodin D incrementé la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que
indica la induccion de la apoptosis mediada por
la disfuncién mitocondrial. Esto sugiere que el
platicodin D induce apoptosis a través de la via
intrinseca mitocondrial y posiblemente la via
mediada por el receptor de muerte. Asimismo,
activa la proteina cinasa 1-reguladora de la sefial
de apoptosis (ASK1) mediante la generacion de
ROS, y también activa la respuesta al estrés del
reticulo endoplasmico B2,

Interesantemente, otro mecanismo identificado
mediante el cual el platicodin D inhibe la
proliferacién de las células MCF-7 es mediante
la inhibicion de la expresion del RE B9, En la linea
celular MDA-MB-231 correspondiente al cancer
de mama TN, el platicodin D (15 pM) inhibié la
proliferacién celular al bloquear la activacién del
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receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (EGFR) inducida por EGF. Ademas, disminuyd
la expresién del receptor, probablemente mediante la inhibicién de la unién del factor de transcripcién
NF-kB al DNA [35]. Posteriormente, en la linea celular 4T1, se determind que el platicodin D inhibe la
respuesta inflamatoria inducida por STO0A8/A9 al suprimir la expresién de IL-1B, IL-6 y TNFa al inhibir
la via de sefalizacion de NF-kB p65 B¢, Durante la invasion tumoral y metdstasis, procesos bioldgicos
altamente complejos, las células neopldsicas se diseminan desde el tumor primario a otros tejidos,
y en este estadio es en el que sucede el 90% de las muertes por cancer, convirtiéndose en un gran
desafio para el tratamiento eficaz del cancer .. En la linea celular altamente metastdsica MDA-MB-231,
el platicodin D inhibié de manera significativa la invasién y la migracion celular a concentraciones a
partir de 5 uM y 10 pM, respectivamente. Ademas, a partir de la exposicién a 10 uM de platicodin D,
se observé una disminucion significativa de la actividad proteolitica y de la expresidén génica de la
metaloproteinasa-9 (MMP-9). En esta linea celular TN, el platicodin D suprimi6 la via de las proteinas
cinasas activadas por mitégenos (MAPK) al disminuir de manera dependiente de la concentracién
(entre 5 uM-15 pM) la fosforilacién de la cinasa regulada por sefales extracelulares (ERK), p38 y la
cinasa c-Jun NH2-terminal (JNK), las cuales desempefian un papel crucial en la migracion, invasién
y adhesion de células neopldsicas. Adicionalmente, el platicodin D inhibio la via de sefializacion del
complejo fosfatidilinositol-3-cinasa/proteina cinasa B/mTOR (PI3K/AKT/mTOR) . En la figura 3 se
muestra la conexion de los mecanismos de accion mediante los cuales el platicodin D ejerce su efecto
antineoplasico en cancer de mama.

Matriz extracelular B

EGFR | Platycodin D | }
‘\{ (PDL1) o 4
A) s S
/ \s hﬁ X:nuél:;ainzacmn

’ AKT @ Caspasa-9
@ Caspasa-3
‘ (mToR) !
MR = X
' ), [ Pare |
A \
- Arresto del i

Figura 3. Mecanismos propuestos por los cuales el platicodin D ejerce sus efectos antineopldsicos en
cancer de mama. El platicodin D presenta una variedad de propiedades que contribuyen a su actividad
antineoplasica en el cancer de mama. Estos mecanismos se subdividen en diferentes aspectos
clave: (A) Inhibicion de la activacion de receptores importantes en el cancer de mama, como EGFR, y
la disminucién de la fosforilacién de MAPK, JNK y P38, factores cruciales en la progresién e invasién
tumoral. (B) Reduccién de la actividad proteolitica y la expresion génica de MMP-9, un marcador vinculado
estrechamente con la progresion tumoral. (C) Regulacion negativa de NF-kB, probablemente impidiendo
su traslocacién al ndcleo, lo que resulta en la disminucién de la expresion de IL-1B, IL-6 y TNFaq, factores
esenciales para la supervivencia de las células tumorales. (D) Bloqueo de la fosforilacién de las vias de
sefializacién PI3K/AKT/mTOR, reconocidas como impulsores de la proliferacion y progresion del ciclo
celular. (E) Disminucién de la activacion de PD-L1, VEGF, JAK2 y FAK, relacionados con la progresion
tumoral, la vascularizacion y la formacién del nicho pre-metastasico. (F) Incremento de la generacién
de ROS, activacién de ASK1, reduccion de la proteina anti-apoptotica Bcl-2, aumento de las proteinas
pro-apoptoéticas BAX y Bid, y activacién de las caspasas 3 y 9, aspectos cruciales en la promocién de la
apoptosis. La figura fue creada en el programa Biorender.
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Efectos antineoplasicos in vivo de platicodin D en cancer de mama

En un estudio llevado a cabo con ratones desnudos xenotrasplantados con células de cancer de mama
MDA-MB-231, se observé que el tratamiento con platicodin D (5 mg/kg, administrado via intraperitoneal
cada dos dias durante un periodo de 20 dias) disminuy6 el volumen tumoral, asi como la expresion del
marcador de proliferacion Ki-67 y del EGFR en el tejido tumoral (figura 4) 139,

Células de cancer de
mama

L -

S P, 53 R R G G
00 ' e —

bt o <— | Platicodin D |

Figura 4. Efecto antitumoral del platicodin D en experimentos in vivo de cancer de mama. El tratamiento

con platicodin D disminuye la expresion del marcador de malignidad Ki-67, asi como reduce la activacion

de las vias de sefializacién que promueven la proliferacion celular y la metastasis. Estos efectos se
traducen en la disminucién del volumen tumoral. La figura fue creada en el programa Biorender.

Durante la progresion del cancer de mama, se ha observado que la sobreexpresién del ligando 1 de
muerte programada (PD-L1) en los neutréfilos conduce a una hiperproliferacién de estas células,
generando un nicho pre-metastdsico en el pulmén que facilita la metastasis. Interesantemente, en un
modelo murino de céncer de mama se demostré que el platicodin D (administrado 10 y 20 mg/kg via
intragastrica) inhibid tanto el crecimiento tumoral como la metéstasis pulmonar en ratones con tumores
4T1. Estos efectos se atribuyeron a la disminucién del exceso de neutréfilos y su capacidad migratoria.
Adicionalmente, el platicodin D inhibié la via de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K)/Akt al disminuir la
expresion de PD-L1 en los neutréfilos, promoviendo asi su apoptosis 8.

Efecto antineoplasico de la combinacién de platicodin D con otros compuestos naturales y
agentes quimioterapéuticos en células de cancer de mama

Un estudio realizado por Ye y colaboradores en 2013 demostré que la combinacién de osthol (15
uM), un compuesto natural extraido de la fruta Cnidium monnieri L., con platicodin D (75 uM) inhibid
la proliferacién celular y la invasion en lineas celulares de carcinoma mamario MDA-MB-231 y 4T1.
Este tratamiento combinado disminuyé la expresion génica y proteica del receptor tipo Il del factor de
crecimiento transformante-beta (TGF-B), conocido como TRRIl. También, disminuyé la expresion de
Smad 2, 3y 4, y bloqued la fosforilacion inducida por TGF-8 de Smad 2 y 3. Por lo tanto, se concluy6 que
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el efecto antineoplasico de la combinacion
se atribuye a la inhibicién de la proliferacion
celular y la invasion, mediadas por la
interrupcion de la via TGF-B/Smads 9,

Enotroestudio,lacombinaciéndeplaticodin
D (10 puM) con doxorrubicina (5 pM), un
agente quimioterapéutico comunmente
utilizado para tratar el cancer de mama,
incrementd el efecto antiproliferativo en
comparacion con la monoterapia, tanto
en las lineas celulares MCF-7 como en las
células MDA-MB-231. Este efecto implico
el aumento en la escisién de PARP y la
disminucion del potencial de membrana
mitocondrial. De manera interesante, el
platicodin D favorecié la acumulacién
intracelular de la doxorrubicina en las
células MDA-MB-231 191,

Estudios de toxicidad con platicodin D

Para evaluar la seguridad de platicodin D,
se administraron diferentes dosis orales
del metabolito (2000, 1000, 500, 250 y
125 mg/kg) a ratones machos y hembras
de la cepa ICR de 6 semanas de edad
durante un periodo de14 dias. Los datos
mostraron que incluso a la dosis mas alta
de platicodin D, no se observaron cambios
en el peso corporal, la morfologia de los
érganos, ni alteraciones histopatoldgicas
de los principales 6rganos analizados.
Estos resultados sugieren la seguridad
del platicodin D para la administracion en
humanos “". Sin embargo, se requieren
mas investigaciones pre-clinicas y ensayos
clinicos para respaldar y confirmar la
seguridad del platicodin D como un agente
coadyuvante que mejore las respuestas
a los tratamientos antineoplasicos
convencionales, especificamente en los
fenotipos mas agresivos del cancer de
mama.

Conclusiones:

P. grandiflorum es una planta medicinal de gran
valor farmacoldgico que merece unainvestigacion
mas profunda. Su amplio uso y eficacia en el
tratamiento de diversas enfermedades, junto con
su potencial en el tratamiento del cancer, la sitdian
como un objetivo terapéutico importante.

A pesar de que la investigacion de platicodin D,
uno de los principales metabolitos de la raiz de P.
grandiflorum en el cancer de mama, es limitada,
presenta un campo de estudio con gran potencial.
Los estudios actuales han proporcionado
una comprension inicial de las propiedades
antitumorales del platicodin D, sugiriendo su
promisorio papel en el tratamiento y prevencion
de esta enfermedad.

Ademas, la inclusién de platicodin D en la terapia
convencional para el cancer de mama podria
mejorar su eficacia. Se ha observado que el
platicodin D afecta varios fenotipos de cancer
de mama, incluyendo los luminales y el TN,
lo que indica un amplio potencial terapéutico
independiente del fenotipo especifico de cancer
de mama. A pesar de esto, se requieren mas
investigaciones, particularmente en el contexto
del cancer de mama con fenotipo HER2
enriquecido, y su validaciéon en modelos in vivo
para respaldar estas observaciones y ampliar las
posibilidades terapéuticas del platicodin D en el
tratamiento del cancer de mama.

Financiamiento

No aplica
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Resumen

Un inhibidor de tirosina cinasa es un farmaco disefiado para inhibir a
la cinasa correspondiente de realizar su rol en catalizar la fosforilacion
y evitar la progresiéon de la enfermedad implicada. Los receptores
tirosina cinasa poseen una porcién extracelular que se une a un ligando
polipeptidico, una porcién transmembranal y una citoplasmaética
con actividad catalitica tirosina cinasa, con la cual permiten la
comunicacién entre el medio intracelular y el medio extracelular de los
seres vivos, contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis.

La activacion anormal de tirosinas cinasas por mutaciones,
translocaciones o amplificaciones anormales estdn implicados en
tumorogénesis, progresion, invasién y metdstasis de malignidades. Los
receptores tirosina cinasa han permitido el uso de nuevos farmacos
para el tratamiento de la leucemia mieloide crénica.

Palabras clave:
Inhibidores de tirosina proteina quinasa, fosforilacion, leucemia,
mieloide, fase crénica, carcinogénesis.
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Abstract

Atyrosinekinase inhibitor is a drug designed to inhibit the corresponding
kinase from performing its role in catalyzing phosphorylation and
preventing progression of the disease involved. Tyrosine kinase
receptors have an extracellular portion that binds to a polypeptide ligand,
a transmembrane portion and a cytoplasmic portion with catalytic
tyrosine kinase activity, with which they allow communication between
the intracellular environment and the extracellular environment of living
beings, contributing to the maintenance of homeostasis. Abnormal
activation of tyrosine kinases due to mutations, translocations or
abnormal amplifications are involved in tumorigenesis, progression,
invasion and metastasis of malignancies. Receptor tyrosine kinases
have allowed the use of new drugs for the treatment of chronic myeloid
leukemia.
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Chronic-Phase, Carcinogenesis
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Introduccion

Los receptores de tirosina cinasa (RTK) permiten la comunicacién entre el medio intracelular y el medio
extracelular de los seres vivos, contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis. Sin embargo, por su
implicacion patogénica en la leucemia mieloide crénica (LMC), se han destacado como blancos para
la investigacion farmacoldgica. Los RTK actian numerosas vias de sefializacion intracelular, llevando
a la proliferacion, diferenciacion, migracion celular y cambios metabdlicos. Consisten en una porcién
extracelular que se unen a un ligando polipeptidico, una porcién transmembrana y una porcion intracelular
que posee actividad catalitica de tirosina cinasa (figura 1).

® O
QP WY

Ligando )
Dominio extracelular [:]

Dominio transmembrana |
Tirosina cinasa .

Figura 1. Mecanismos de receptores tirosina cinasa

Después de la activacién inducida por ligando, estos receptores se dimerizan y transfosforilan residuos
de tirosina M. La activacion anormal de estas tirosinas cinasas por mutaciones, translocaciones o
amplificaciones anormales estan implicados en tumorogénesis, progresion, invasion y metastasis
de malignidades @. La LMC es una enfermedad hematopoyética de las células madre causada por la
translocacién reciproca de las secuencias del gen de la rotura de conglomerados (BCR) en el cromosoma
22 con las secuencias de tirosina cinasa del gen Abelson (ABL) en el cromosoma 9. Desde el punto de
vista citogenético, se obtiene un cromosoma 9 alargado y un cromosoma 22 acortado, conocido este
ultimo como cromosoma Philadelfia. La proteina de fusién quimérica singular, BCR-ABL es una tirosina
cinasa constitutivamente activa que fomenta la patogenia de la enfermedad ©-

Un inhibidor de tirosina cinasa (TKI) es un farmaco disefiado para inhibir la cinasa correspondiente
de realizar su rol de fosforilacion @y evitar la progresién de la enfermedad implicada. De la primera
generacion de TKI destaca imatinib, mientras que de la segunda generacion nilotonib, dasastinib y
recientemente bosutinib, el cual actia como inhibidor dual de las cinasas Src/Abl, siendo altamente
sensible para el tratamiento de LMC ©.
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Sin embargo, la tasa de intolerancia a imatinib
después de 5 afios de tratamiento asciende hasta
el 25% en estudios clinicos, pero se han notado
que los reportes superan este porcentaje. La
gravedad deintolerancia se clasifica generalmente
a través de la Common Terminology Criteria for
Adverse Events (CTCAE), sin embargo, se han
presentado problemas para definir la intolerancia
al tratamiento con TKI, ya que existe discordancia
entre la percepcioén clinica y esta clasificacion.
SegunNoens ©,|os efectos adversos relacionados
al uso de TKI son razones comunes de desapego
intencionado y no intencionado al tratamiento,
y la incapacidad del médico para reconocerlos
impiden la evaluacién apropiada del paciente
para favorecer la adherencia al tratamiento. Es
decir, incluso grados leves de toxicidad pueden
causar intolerancia severa que afecte de forma
grave la calidad de vida del paciente e impacte
negativamente en el apego al tratamiento, por lo
que se le debe dar prioridad a la percepcion de
intolerancia del paciente independientemente
de las definiciones o enfoques actualmente
desarrollados. Se proponen a los siguientes
mecanismos como posibles causas: multiples
mecanismos de accion, interacciones
farmacologicas y toxicidad farmacologica
directa. También se conoce que la severidad de la
intolerancia podria estar relacionada con factores
especificos del paciente, como la predisposicion
genética, edad, comorbilidades preexistentes
y exposicién previa a otros TKI. Este perfil
desfavorable ha limitado su uso a largo plazo.
Afortunadamente, la actual disponibilidad de TKI
de segunda generacion aumenta la posibilidad de
un cambio de farmaco en el tratamiento en caso
de que fracaso al tratamiento por intolerancia @.

Caso clinico

Femenina de 32 afos que acude a valoracién
al servicio de urgencias por presentar dolor
abdominal tipo cdélico 10/10 en el flanco y fosa
iliaca izquierdos. Ademas, refiere la presencia de
sintomas generales de tres meses de evolucion
consistentes en: astenia, adinamia, fatiga, pérdida
de peso de ocho kilogramos y disnea de esfuerzo.
A la exploracion fisica: palidez de tegumentos
sin adenopatias, ruidos cardiacos con soplo
holosistolico grado I, campos pulmonares sin

alteraciones, abdomen distendido con aumento
generalizado de sensibilidad, esplenomegalia
palpablea10cmdelreborde costaly extremidades
inferiores con equimosis sin origen aparente.

Se indica la realizacion de laboratorios,
cuantificaciéon de gonadotropina coridnica
humana (beta-hCG) la cual resulta negativa
y TAC simple y contrastada que muestra
hepatoesplenomegalia. Se solicita interconsulta
al servicio de hematologia por sospecha clinica de
leucemia. Se solicita biopsiay cariotipo de médula
Osea para BCR-ABL cuantitativo, la cual resulta
positivo. Se inicia tratamiento con hidroxiurea
500 mg via oral (VO) y alopurinol VO 300 mg cada
12 horas por un mes y posteriormente imatinib
400 mg VO cada 24 horas por tiempo indefinido.

Se continda tratamiento de manera ambulatoria.
Al primer mes de tratamiento la paciente reporta
los siguientes efectos adversos: nausea, diarrea
semiliquida, astenia generalizada, mucositis,
alopecia y edema generalizado, los cuales
impactan gravemente en su calidad de vida y no
ceden ante tratamiento sintomatico. La paciente
no se presenta a las consultas subsecuentes.

Después de un afio desde el inicio del tratamiento
con imatinib, la paciente acude a consulta
reportando la suspensién del medicamento desde
hace 10 meses debido a los efectos adversos
anteriormente mencionados. Se realizan estudios
de control y se decide su hospitalizacion por
recaida, iniciando tratamiento con bosutinib 500
mg VO cada 24 horas. Inicialmente presenta
diarrea semiliquida, dolor abdominal leve y rash
cutaneo, los cuales se controlan con tratamiento
sintomatico. A los tres meses se disminuye la
dosis a 400 mg VO cada 24 horas y se indica este
tratamiento por tiempo indefinido. A la consulta
posterior, la paciente reporta adecuado apego al
tratamiento y el cese total de la sintomatologia
anterior. Actualmente la paciente continta
acudiendo a consultas de seguimiento, mostrando
adecuado apego al tratamiento y sin afectacion a
la calidad de vida secundaria a efectos adversos
intolerables.
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Discusion

El imatinib (ST1571) es un inhibidor de tirosina de BCR-ABL que se ha convertido en el tratamiento de
primera linea de pacientes positivos al cromosoma Philadelphia con LMC en fase crénica ®. El bosutinib
(SKI-606) es un 4-anilino-3-quinolina que actia como inhibidor dual de las cinasas de Src y ABL, el cual es
altamente sensible para el tratamiento de LMC. En contraste con imatinib, se requieren concentraciones
mas bajas para abatir la fosforilacion de BCR-ABL y ha demostrado una potente accion inhibitoria in
vitro de la proliferacion celular en LMC, demostrando una actividad prometedora en pacientes con LMC
intolerante o resistente a imatinib . De acuerdo a Cortés (9, los pacientes que reciben tratamiento a
largo plazo con bosutinib como segunda linea ante el fracaso con imatinib, demostraron mejor respuesta
durante el primer afio y el mantenimiento de la respuesta fue mayor los primeros cuatro afios, mostrando
eficacia durable y efectos adversos manejables a comparacion de la intolerancia recurrente a imatinib.
Segun VigiAccess ", entre los efectos adversos mas frecuentes durante el tratamiento con imatinib
se destaca: nausea, diarrea, vomito, dolor abdominal, dispepsia, anemia, trombocitopenia, neutropenia,
espasmos musculares, mialgias, artralgias, cefalea, mareo, rash cutaneo, prurito, alopecia, eritema y
urticaria. De los pacientes con LMC en tratamiento previo con imatinib, sélo uno de cada cuatro pacientes
presentaba intolerancia a bosutinib (2.

Tratamiento con imatinib Tratamiento con bosutinib

Parametro a comparar 11/04/2022 26/04/2022 26/03/2023 18/09/2023
p210 BCR-ABL1/ABL1 (%) 1.001 1 114.33 0.253
BCR-ABL1/ABL1 (%) 0.939 1 100.489 0.239

Tabla1. Comparacion de la respuesta terapedtica entre bosutinib e imatinib

BCR-ABL1

== p210 BCR-ABL1/ABL1 (%) == BCR-ABL1/ABL1 (%)
125

100
75

50

Valoren %

25
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Meses a comparar

Grafico 1. Respuesta al tratamiento de la paciente. Durante 2021 y 2022 durante el tratamiento con
imatinib se vio un incremento de ambas pruebas por desapego al tratamiento, mientras que en 2023 con
el tratamiento con bosutinib se observé descenso de ambos valores

|



Uso de bosutinib en leucemia mieloide crénica intolerante a imatinib. Presentacion de un caso

Conclusion

Se encontré que durante el tratamiento con imatinib
se obtuvo una respuesta hematoldogica adecuada
tomando como parametro el marcador BCR-ABL
(tabla, grafico 1), sin embargo, debido a la presencia de
efectos adversos fue suspendido y se decidi6 iniciar
tratamiento con bosutinib, que en reportes de literatura
ha demostrado un mejor perfil de efectos adversos
ademads de una respuesta favorable en la remision de
la enfermedad.

En el caso de nuestra paciente, podemos concluir
que el uso de bosutinib sobre imatinib ha tenido
efectos benéficos en su evolucién, ya que la paciente
ha presentado buena respuesta al tratamiento
manifestado a través del marcador BCR-ABL aunado a
una menor incidencia de efectos adversos intolerables,
porlo que el uso de bosutinib en pacientes intolerantes a
imatinib ha demostrado ser una alternativa terapéutica
para este grupo de pacientes.

Conflicto de Intereses

No existe conflicto de interés y que contamos con el
permiso escrito de la paciente para la publicacion de
este trabajo. Toda la informacion que se envia ha sido
revisada, autorizada y validada por todos los autores.
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Resumen

A nivel mundial la incidencia y mortalidad del cancer colorrectal (CCR)
han aumentado en los Ultimos afios. Factores de riesgo como la colitis
ulcerativa aumentan hasta un 20% la probabilidad de desarrollar
cancer de colon asociado a colitis (CAC), una variante del CCR donde
la inflamacién promueve el desarrollo y progresion tumoral. Bajo este
contexto, el uso de antiinflamatorios como adyuvantes en el tratamiento
del CCR ha sido ampliamente explorado. Prescripciones herbolarias,
como las reportadas en textos antiguos de medicina tradicional china
resultan una fuente interesante de nuevos farmacos; tal es el caso de la
artemisinina, una lactona sequiterpénica aislada de Artemisia annua L.,
utilizada en el tratamiento de la malaria, cuyo potencial antinflamatorio
ha sido descrito. Estudios realizados en el modelo de colitis
ulcerativa, inducida por dextran sulfato de sodio (DSS), demuestran
que la artemisinina y sus derivados atendan los sintomas de esta
enfermedad a través de la inhibicién de la produccién de citocinas
como la IL-12 y TNF-ay la supresién de factores de transcripcién como
NF-kB. Ademas, en el modelo murino de cdncer de CAC inducido por
azoximetano (AOM)/DSS, la artemisinina y sus derivados reducen la
formacién de tumores en el colon a través del bloqueo de la activacion
de NF-kB mediada por TLR4. Asi mismo, estos compuestos ejercen
efectos directos sobre las células tumorales promoviendo la apoptosis
en lineas celulares de cancer de colon humano. En conjunto, estos
trabajos demuestran el potencial terapéutico de la artemisinina y sus
derivados en el tratamiento de CCR.

Palabras clave:
Neoplasias asociadas a colitis, inflamacién, Artemisia annua L.,
antiinflamatorios.

Abstract

Worldwide, the incidence and mortality of colorectal cancer (CRC)
have increased over the years. Risk factors such as ulcerative colitis
predispose to the development of colitis-associated colorectal cancer
(CAC), a CRC subtype, where inflammation promotes tumor initiation
and progression. In this context, the use of anti-inflammatory adjuvants
in CRC treatment has been widely explored. Herbal prescriptions
reported in ancient texts of traditional Chinese medicine are an
interesting source of new drugs. Artemisinin is a sesquiterpene lactone
with antimalarial activity isolated from Artemisia annua L. Artemisinin’s
anti-inflammatory potential has been well described. Studies carried
out in an ulcerative colitis model induced by dextran sodium sulfate
(DSS) demonstrated that artemisinin and its derivatives attenuate the
symptoms of ulcerative colitis through NF-kB downregulation and the
inhibition of cytokines production such as IL-12 and TNF-a. Furthermore,
in the CAC model induced by azoxymethane (AOM)/DSS, artemisinin
and its derivatives reduce tumor formation by downregulating TLR4-
mediated NF-kB activation. On the other hand, these compounds
directly affect tumor cells, promoting apoptosis in human colon cancer
cell lines. These works demonstrate the therapeutic potential of
artemisinin and its derivatives in treating CRC.

Keywords
Colitis-associated neoplasms, inflammation, Artemisia annua L., anti-
inflammatory
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Potencial terapéutico de la artemisinina y sus derivados en el tratamiento de cancer de colon asociado a colitis

Introduccion

En los ultimos afios, la incidencia y mortalidad del
cancer colorrectal (CCR) han incrementado en
todo el mundo. En México, el CCR es la segunda
neoplasia mas comun en hombres y la cuarta en
mujeres. Ademas, se considera la tercera causa
de muerte por cancer en hombres y la cuarta en
mujeres™. El Instituto Mexicano del Seguro Social
estima que al afio se presentan 15 000 nuevos
casos y que aproximadamente 6 500 personas
mueren por esta enfermedad®. Ademas, la
Organizacién Mundial de la Salud calcula que
para el afio 2030 paises como Meéxico, que
cuentan con un indice de desarrollo alto, tendran
hasta un 33.9% de incremento en la incidencia y
mortalidad por CCR®.

El origen etioldgico del CCR es multifactorial,
estimaciones recientes indican que el 20% de los
pacientes con CCR cuentan con antecedentes
familiares de la enfermedad, sin embargo, solo
entre el 6 y 10% de estos casos se vinculan
con sindromes hereditarios®. El 80% de casos
restantes surgen esporddicamente a partir de
diversos factores de riesgo como la obesidad,
el sedentarismo, el alto consumo de alcohol
y tabaco, asi como el bajo consumo de fibra,
una dieta rica en carnes rojas/procesadas vy
alteraciones del microbiota®. Cabe destacar
que aproximadamente el 15% de los casos
esporadicos se asocian a procesos inflamatorios
crénicos en el intestino como la enfermedad de
Crohn y la colitis ulcerativa®. Se ha reportado que
esta ultima aumenta hasta un 20% la probabilidad
de desarrollar cancer de colon asociado a colitis
(CAC)?, unavariante del CCRdonde lainflamacion
cronica del intestino juega un papel central.

Desarrollo del CAC

La inflamacién crénica es considerada una
caracteristica fisiopatolégica importante para
el desarrollo y promocion de diferentes tipos de
cancer. Los procesos inflamatorios benefician el
inicio y la progresién de la enfermedad a través
de moléculas que favorecen la aparicién y fijacion
de mutaciones, la supervivenciay proliferacion de
células tumorales, la angiogénesis, la metdstasis
e invasion de tejidos. Ademas, estos procesos

dificultan el tratamiento de las neoplasias al
promover procesos asociados a la quimio
resistencia®. En el CAC los procesos inflamatorios
cronicos juegan un papel fundamental en el inicio
y progresion del tumor®.

En condiciones de homeostasis, el epitelio
intestinal esta constituido por una barrera de
mucinas rica en péptidos antimicrobianos e
inmunoglobulinas del tipo IgA (Fig. 1). Estas
moléculas se encargan de controlar y restringir
el contacto de la microbiota intestinal con
el epitelio(10). La presencia de células del
sistema inmune como linfocitos T reguladores,
macrofagos residentes, células dendriticas
CD103+, células NK y células linfoides innatas
tipo 2 (ILC2) (Fig. 1A) mantienen un estado de
tolerancia inmunologia mediado por citocinas
como el factor de crecimiento transformante-p
(TGF-B), interleucina (IL) 10 e IL-22(11) (Fig. 1B).
En el CAC, la inflamacién asociada a la formacion
de tumores se origina por diversos factores
incluyendo el consumo de tabaco y alcohol, la
dieta alta en grasas, infecciones o errores en la
regulacion de la respuesta inmune. Ademas,
se promueve la pérdida de la barrera epitelial
facilitando la exposicién a agentes mutagenos,
agentes genotoxicos y al microbioma intestinal,
factores que favorecen el establecimiento de
procesos inflamatorios patolégicos®'2.

La carcinogénesis mediada por inflamacién inicia
por el dafio al DNA de las células epiteliales del
intestino, provocado por las especies reactivas
del oxigeno (ERO) y las especies reactivas del
nitrégeno (ERN) producidas por el infiltrado
inflamatorio, conformado principalmente por
macrofagos y neutréfilos (Fig. 1B)(13). A través
de la oxidacién de nucleétidos, estas moléculas
provocan transversion de bases, formacién de
sitios abasicos y ruptura de una o dos cadenas
del &cido dexosirribonucleico (ADN)(14). Los
dafios generados por estas moléculas favorecen
el establecimiento de mutaciones en proto
oncogenes y genes supresores de tumor. Las
alteraciones mas frecuentes en el CAC surgen
en los genes supresores de tumor p53 (TP53),
poliposis adenomatosa coli (APC), miembro 4 de
la familia SMAD (SMAD4) y el proto oncogén viral
del sarcoma de rata Kirsten (KRAS), encontradas
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en el 50-85%, enel 16-21%,enel 11-17% y en el 11-20% de los casos de CAC, respectivamente (Fig. 1C)"9.

La progresién tumoral es sostenida por la estimulacion de vias de sefalizacién involucradas en la
proliferacién y sobrevivencia de las células transformadas. El infilirado inflamatorio, conformado por
linfocitos Th2 y Th17, células dendriticas, células NK, macréfagos M2 y neutréfilos (Fig. 1A), produce
citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-6, IL-1B, IL-23 e IL-17, moléculas involucradas
en la activacion de factores de transcripcion como el factor nuclear kappa B (NF-kB), asi como la
activacion de diferentes vias de sefializacion incluyendo la via de B-catenina y la via del transductor de
sefiales y activador de la transcripcién 3 (STAT3), (Fig. 1A)®-
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Figura 1. Lapérdidade lahomeostasisintestinal (1) favorece el establecimiento de procesos inflamatorios

patoldgicos que promueven el inicio y la progresion del cancer (A, B, C). Durante el desarrollo del CAC, el

epitelio intestinal sufre cambios histolégicos (D) reflejados en la secuencia: Inflamacion (I1), formacion

de criptas aberrantes (lll), desarrollo de adenomas pequefio (IV), crecimiento de adenomas grandes (V)
y establecimiento del adenocarcinoma (VI).

Aunque en las primeras etapas del CAC la inflamacién es crucial para el desarrollo tumoral, en etapas
avanzadas de esta enfermedad es posible observar inmunosupresién generada por el tumor®. Diversas
citocinas producidas por el tumor, incluyendo TGF-B, facilitan el establecimiento de poblaciones
celulares supresoras como las células T reguladoras, las células mieloides supresoras y los macréfagos
alternativamente activados. Estas células inhiben la proliferaciéon y la actividad de los linfocitos T
citotoxicos y células NK, impidiendo la destruccion de células tumorales®?.
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Diagnéstico y tratamiento del CCR

El diagndstico oportuno es uno de los principales retos para el tratamiento del CCR. Al inicio de la
enfermedad los pacientes no experimentan sintomas, la deteccidn se realiza en etapas muy avanzadas.
Por otra parte, sintomas como la obstruccion del colon, dolor abdominal, diarrea, sangrado, pérdida de
peso y anemia, pueden ser asociados a otras enfermedades®?. En pacientes con colitis ulcerativa se
recomienda realizar chequeos médicos periddicos debido a que la probabilidad de desarrollar CAC, una
variante del CCR asociada a la inflamacién, aumenta un 2% en los 10 afios posteriores al diagnéstico, 8%
alos 20 afios y 20% a los 30 afios®.

El tratamiento del CRC varia dependiendo de la etapa de desarrollo del tumor. En etapas tempranas, la
primera opcion es la remocion quirurgica. No obstante, en los casos donde la cirugia no es conveniente,
es comun la administracion de quimioterapéuticos como el 5-fluorouracilo (5-FU), el acido folinico, el
oxaliplatino y la capecitabina. En etapas avanzadas, el tratamiento mas comun es la combinacion de
quimioterapéuticos y terapias dirigidas contra moléculas que favorecen la supresion inmunoldgica®.
Aunque el 5-fluorouracilo es la quimioterapia de eleccién para pacientes con CCR, solo entre el 10 y
15% de los pacientes tienen una respuesta efectiva. La combinacién de 5-fluorourcacilo con otros
farmacos como el oxaliplatino o el irinotecan incrementa la efectividad del tratamiento, aunque también
incrementan los efectos colaterales adversos de la quimioterapia. Los esquemas de terapia combinada
atacan diversas vias importantes para el desarrollo de CCR, reduciendo la resistencia a farmacos y
mejorando la eficacia de la terapia®. En el CCR asociado a inflamacién, los antiinflamatorios previenen
la formacion de tumores en pacientes con colitis ulcerativa. Ademds, se ha observado que estos
farmacos tienen efectos quimio protectores y actian en sinergia con los quimioterapéuticos, previniendo
la resistencia al tratamiento®?.

El estudio de nuevos compuestos antiinflamatorios en el tratamiento de CAC ha sido ampliamente
explorado en los ultimos afos. Entre las principales alternativas destacan el uso de compuestos aislados
de plantas, como la betaina, la cual ha demostrado mejorar la efectividad del tratamiento con 5FU?" o
el uso de productos de excrecion/secrecién de parasitos, moléculas que suprimen la inflamacion®?.
La medicina tradicional China se ha convertido en una de las principales guias para el descubrimiento
y estudio de nuevos tratamientos. Prescripciones herbales chinas como las decocciones Qingchang
Wenzhong y Sini, utilizadas en la antigliedad como tratamiento de enfermedades inflamatorias
intestinales, han demostrado capacidad de inhibir el desarrollo de CAC®). De acuerdo con el texto
médico chino “Wushi’er Bingfang”, ahora llamado “Recipes for 52 Ailments”, la especie Artemisia annua
L se usaba en el tratamiento de fiebre, ictericia y disenteria®. Ademas, se ha reportado que esta planta
posee diferentes efectos inmunoreguladores que seran revisados mas adelante. Bajo este contexto, el
presente trabajo aborda los estudios que analizan los efectos de Artemisia annua L sobre el desarrollo
del CAC.

Artemisia annua L.

Artemisia annua L. es una herbacea aromatica, glabra, de color parduzco que pertenece a la familia
de las asterdceas. Su crecimiento es anual y puede medir 1 metro en condiciones silvestres, mientras
que en cultivo mide hasta 2 metros. Artemisia annua L. estd conformada por un solo tallo con ramas
alternas y hojas profundamente disectadas (Fig. 2A); su flor es amarilla y estd compuesta por pequefias
inflorescencias organizados en paniculas sueltas con floretes de disco(24). Aunque esta planta es nativa
de las regiones templadas de Asia como China, Myanmar, Japdn, Corea, el norte de India, el sur de Siberia
y Vietnam®¥, actualmente se distribuye en latitudes medias de Europa central y occidental, en el sureste
de Asia, en zonas templadas de América del norte y en regiones tropicales de América del sur®®.

En 2009, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas
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en inglés) aprobd el uso de la artemisinina como tratamiento de la malaria®. La artemisinina es una
lactona sesquiterpénica que contiene un puente peroxido interno, sefialado como el posible responsable
de la actividad bioldgica de la esta molécula (Fig. 2B). La artemisinina fue aislada de las hojas y
flores de Artemisia annua L., en protocolos descritos por la profesora china Tu Youyou, quien basé su
investigacion en los conocimientos del tratado de medicina tradicional china “Handbook of Prescriptions
for Emergency” de Hong Ge, donde se encuentra la primera descripcién del uso de Artemisia annua L. en
el tratamiento de la malaria®®.

A)

Artemisia annua L.

Artesunato Arteméter

Figura 2. ArtemisiaannualL. (A). Estructura quimica de la artemisinina (B) y sus derivados semisintéticos:
Dihidroartemisinina (C), Artesunato (D) y Arteméter (E).

En relacion con las caracteristicas farmacocinéticas de la artemisinina, se conoce que tiene baja
biodisponibilidad lo que limita su efectividad. Debido a esto, se han desarrollado diversos derivados
semisintéticos de esta molécula incluyendo el artenimol o B-dihidroartemisinina (Fig. 2C), el
artesunato, compuesto soluble en agua (Fig. 2D) y el arteméter, compuesto soluble en aceite (Fig. 2E).
La via de administracion de estos compuestos es variable. Mientras la artemisinina y el artesunato
pueden administrarse via intramuscular, intravenosa, oral y rectal, el arteméter solo se administra via
intramuscular, oral y rectal. La dihidroartemisinina es un metabolito de los derivados de la artemisinina
que esta disponible como farmaco en combinacién con la piperaquina®.

Estudios posteriores al descubrimiento de la artemisinina como tratamiento antimalarico se dedicaron a
la evaluacion de sus efectos sobre el sistema inmunoldgico. Estos abordajes cientificos fueron realizados
por el grupo de la profesora Tu Youyou®@®,

Actividad antiinflamatoria de la artemisinina y sus derivados

Ademas de su uso como tratamiento de la malaria, se ha comprobado que la artemisininay sus derivados

cuentan con un amplio espectro de actividades, destacando la regulacién de la respuesta inmune. Entre
los primeros estudios, se encuentran aquellos realizados en modelos murinos donde se destaca que
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el uso de artemisinina (también conocido como
ginghaosu) y su derivado, la dihidroartemisinina
disminuyen la produccion de IL-2, afectando la
proliferacion de células del bazo®®. Asi mismo,
se comprobd que el arteméter, un éter derivado
de la artemisinina, administrado en ratones en
dosis de 5, 50 y 100 mg/kg de peso tiene efectos
similares al disminuir la proliferacion de células T,
la produccion de IL-2 e interferén gamma (IFN-y),
estos mismos hallazgos se han reportado en
cultivos primarios obtenidos de bazo de ratones
BALB/c expuestos a concentraciones crecientes
de arteméter (1X10-8 M — 1x10-2 M)@9,

Los efectos de la artemisinina y sus derivados
sobre el sistema inmune también se han probado
en modelos de enfermedades autoinmunes®.
En estos trabajos se comprobé que, en el
modelo murino de dermatitis atopica inducido
por 1-cloro-2 4-dinitrobenceno, el artesunato
administrado por via intraperitoneal en dosis
de 5 o 10 mg/kg reduce los niveles de TNF-a a
nivel sistémico. Por otra parte, este compuesto
disminuye la expresion de citocinas como la
IL-6, la IL-17 y la IL-23, suprime la activacion de
factores de transcripcion como STAT3 y evita el
reclutamiento de mastocitos en la piel de ratones
con dermatitis atdpica. En conjunto, estos
mecanismos suprimen la inflamacién y sintomas
asociados a la dermatitis atépica®) Por otra
parte, en un modelo murino de encefalomielitis
experimental autoinmune provocado mediante
la administracion de la glicoproteina de
oligodendrocitos de mielina, se demostré que la
administracidn de artemisinina via intraperitoneal
en un esquema de dosis bajas (200 mg/kg)
y altas (600 mg/kg) reduce la severidad de la
enfermedad a través de la produccion de citocinas
antiinflamatorias como la IL-4 y la disminucion de
IFN-y en células de bazo®?.

Trabajos realizados en un modelo murino de
lupus eritematoso sistémico, inducido por
pristano, demuestran que la dihidroartemisina,
metabolito activo de la artemisinina, retrasa la
senescencia de células mieloides supresoras en
sangre, rifién, médula dsea y bazo, ademas de
promover la expansion de células T reguladoras
a nivel sistémico y esplénico. Como resultado
final, la dihidroartemisina suprime la inflamacién

y restablece el equilibrio T reguladoras/Th17.
A través de diferentes mecanismos, la células
mieloides supresoras y células T reguladoras
establecen un ambiente inmunosupresor que
disminuye la severidad del lupus eritematoso
sistémico®334,

Los factores de transcripcion son reguladores
de diferentes procesos celulares incluyendo
la inflamacion. Estudios in vitro realizados
en células de cancer de higado Hep3B
demuestran que la estimulacién con 50-200 pM
de dihidroartemisinina inhibe la sefializacion
mediada por TNF-q, inhibiendo la activacion
NF-kB y la expresion de genes regulados
por este factor de transcripcion, incluyendo
Ciclina D1 y COX2; proteinas involucradas en la
proliferacién y la progresién de la inflamacion,
respectivamente(35). Por otra parte, estudios
realizados en células de la microglia demuestran
que la artemisinina en concentraciones de 2.5 a
20 pM suprime la activacion de NF-kB mediada
por lipopolisacarido, disminuyendo la produccién
de TNF-qg, IL-6 y 6xido nitrico, moléculas que
favorecen la inflamacion®®. Por otra parte, en
modelos celulares de condrocitos humanos o de
ratas, obtenidos de articulaciones posterior a la
induccion de osteoartritis con IL-1B, se demostro
que la artemisinina a concentraciones de 0.007-
18.0 pg/ml ejerce efectos condroprotectores
a través de la reduccion de la expresion de
B-catenina(37).  Finalmente, en un modelo
murino de nefritis por lupus, llevado a cabo en
ratones genéticamente modificados (MRL/Ipr),
el artesunaro, un derivado semisintético de la
artemisinuna, administrado por via intragastrica
inhibié la fosforilacion de STAT3, aminorando los
sintomas de esta enfermedad®®.

Uso de artemisinina y sus derivados en el
tratamiento de colitis ulcerativa

Como se menciond anteriormente los efectos de
la artemisinina y sus derivados en la regulacion
del sistema inmune se han probado en modelos
de enfermedades inflamatorias incluyendo la
colitis ulcerativa®?.
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El modelo murino de colitis ulcerativa inducida
por dextran sulfato soédico (DSS) es uno de
los mas utilizados en la actualidad debido
a que reproduce el dafio y sintomas de la
colitis ulcerativa observados en humanos. El
DSS es un polisacarido sulfatado que dafia
directamente las células epiteliales del intestino,
afectando la integridad de la barrera epitelial.
Los dafos en el epitelio intestinal favorecen
el establecimiento de procesos inflamatorios
patolédgicos que se manifiestan en sintomas
como la diarrea, presencia de mucinas en las
heces, hematoquecia, dolor abdominal, pérdida
de peso y piloereccién®?. Experimentalmente, la
gravedad de la colitis ulcerativa se determina a
través del indice de actividad de la enfermedad,
donde se asigna una puntuacion a los diferentes
sintomas; el incremento de este indice denota
el aumento de la gravedad de la enfermedad®?.
Estudios realizados en este modelo demuestran
que la administraciéon diaria de artemisinina
via oral, en dosis de 20 mg/kg“'#? o de 80 mg/
kg“? reduce el porcentaje de pérdida de peso,
ademas los ratones tratados manifiestan menos
sintomas, fendmeno reflejado en un menor indice
de actividad de la enfermedad®'#2. Por otra parte,
en ratas con colitis ulcerativa inducida por DSS,
la administracién diaria de artemisinina via oral
(100 mg/kg) disminuye el indice de actividad de
la enfermedad®.

En colitis ulcerativa inducida por DSS los
macrofagos cldsicamente activados juegan
un papel importante al ser fuente de citocinas
proinflamatorias como la IL-1B, IL-6 y TNF-a.
La administracién de artemisinina reduce la
produccidon de estas citocinas y promueve la
expresion del receptor de manosa (CD206) en
colon®?. La expresion del marcador de superficie
CD206 en macréfagos se ha relacionado con el
incremento de la produccion de IL-10(44), citocina
antiinflamatoria cuya actividad se asocia con la
regulacion de la colitis ulcerativa®®.

La administracion de artesunato por via
intraperitoneal en un esquema de 125 mg/kg/
dia por 10 dias también tiene efectos reguladores
sobre la colitis ulcerativa inducida por DSS. Este
compuesto favorece la apoptosis de macréfagos
intestinales y células dendriticas, ademas de

suprimir la produccion de IL-12 y TNF-a(46). Por
otra parte, el artesunado modula la actividad
de NF-kB mediante diferentes vias incluyendo
la inhibicion del ensamblaje del inflamosoma
y el bloqueo de la sefializacién por TLR4. Estos
procesos suprimen la inflamacién intestinal,
reduciendo la severidad de la colitis ulcerativa®“’48)

Efecto de la artemisinina y sus derivados en
cancer colorrectal

El modelo de CAC inducido por AOM/DSS es uno
de los modelos mads utilizados para reproducir
el inicio y la progresion de esta neoplasia. Como
se menciond anteriormente, al microambiente
inflamatorio rico en citocinas como TNF-q, IL-
6, IL-1B, IL-23 e IL-17 favorece la activacion de
diferentes factores de transcripcién relacionados
con la sobrevivencia y proliferacion de células
tumorales, incluyendo a NF-kB(®, Estudios
realizados en el modelo murino de CAC inducido
por AOM/DSS demuestran que la administracion
de dihidroartemisinina (10 mg/kg) via oral, en
estadios tempranos de la enfermedad, reduce la
formacion de tumores en el colon a través de la
supresion de la via de sefializacién mediada por
TLR4, disminuyendo la activacion de NF-kB.

Ademas, se observo que este compuesto reduce
la produccidn de citocinas inflamatorias como la
IL-1B, IL-6 y TNF-a en células mononucleares del
colon(49), exponiendo el papel antiinflamatorio
de la artemisina y sus derivados en cancer de
colon (Fig. 3).
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Figura 3. La artemisinina y sus derivados ejercen distintos efectos inmunoreguladores sobre

enfermedades inflamatorias incluyendo la colitis ulcerativa y el CAC. La XX indica efectos inhibitorios

de la artemisinina y sus derivados comprobados en modelos de colitis ulcerativa o CAC. La X indica

efectos inhibitorios observados en otros modelos de enfermedades inflamatorias. La vv indica efectos

estimulantes comprobados en modelos de colitis ulcerativa o CAC. La v indica efectos estimulantes
comprobados en otros modelos de enfermedades inflamatorias.

Ademads de regular la inflamacion, la artemisinina y sus derivados ejercen efectos directos sobre lineas
celulares de cancer de colon. Estudios in vitro realizados en lineas celulares de cancer de colon humano
HCT116 y RKO sefialan que la exposicion a dihidroartemisinina (1, 5, 10, 20m 40 pM) reduce la viabilidad
celular a través de la induccién de apoptosis. Efecto mediado por la sobreexpresién de proteinas
proapoptdticas como BAX y la supresién de proteinas anti apoptéticas como Bcl-2(49). Asimismo,
trabajos realizados en la linea celular de cancer de colon SW948, demuestran que la exposicién a
dihidroartemisinina favorece la escision de caspasa 3, lo que se traduce en una menor viabilidad celular®?.
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Conclusion

Actualmente la quimioterapia es la terapia de eleccion
para el tratamiento de cancer de colon. Sin embargo,
el caracter multifactorial del CRC interfiere con el éxito
de estos farmacos. La combinacion de terapias surge
como una alternativa ante esta problematica, donde
una gran diversidad de blancos se ha explorado, entre
ellos la inflamacién. En conjunto los trabajos aqui
revisados demuestran la actividad antiinflamatoria de
la artemisinina y sus derivados, asi como, su actividad
antineoplasica (Fig. 3). No obstante, es necesario
profundizar en el estudio de sus efectos toxicos y del
establecimiento y estandarizacion de regimenes de
dosificacion.
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Resumen

El céncer de prostata es el tipo de tumor con mayor incidencia y
mortalidad en la poblacién masculina de nuestro pais, lo que hace
necesario el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para
mejorar el tratamiento actual de esta enfermedad. Se ha observado
que la curcumina, un metabolito de la Curcuma Longa L, muestra
potentes efectos antineopldsicos tanto in vitro como in vivo en el
céncer de prostata. Por lo tanto, la curcumina podria ser una buena
opcion terapéutica; sin embargo, una de las desventajas es que tiene
una baja biodisponibilidad. Por lo que es necesario seguir optimizando
su actividad citotéxica, su selectividad, y su solubilidad. Al respecto,
se han desarrollado derivados sintéticos de la curcumina, los cuales
también han demostrado tener buenos efectos antineoplasicos. En el
presente trabajo se realizé un andlisis de los reportes mas recientes
encontrados en diversas bases de datos, sobre la evaluacion de la
actividad citotoxica de curcumina y sus derivados en lineas celulares
de céncer de préstata. Derivado de esta investigacion, se encontrd
que la actividad anticancerigena de la curcumina y sus derivados en
lineas celulares de céncer de préstata es debido a que interfiere con
procesos como: mutagénesis, expresion de oncogenes, regulacién
del ciclo celular, apoptosis y metastasis. Ademds, se encontré que
aquellos derivados que contienen un mayor nimero de grupos metilos,
sustituyentes planos y un mayor nimero de insaturaciones, favorecen
la actividad citotéxica y mejoran la absorcion y biodisponibilidad.

Palabras clave:
Curcuma longa, curcumina, derivados de curcumina, citotoxicidad,
céncer de prostata.

Abstract

Prostate cancer is the type of tumor with the highest incidence and
mortality in the male population of our country, which makes it
necessary to develop new therapeutic strategies to improve the current
treatment of this disease. Curcumin, a metabolite of Curcuma longa L,
has been observed to show potent antineoplastic effects both in vitro
and in vivo in prostate cancer. Therefore, curcumin could be a good
therapeutic option; however, one of the disadvantages is that it has
low bioavailability. Therefore, it is necessary to continue optimizing
its cytotoxic activity, its selectivity, and its solubility. In this regard,
synthetic derivatives of curcumin have been developed, which have
also been shown to have good antineoplastic effects. In the present
work, an analysis was carried out of the most recent reports found
in various databases, on the evaluation of the cytotoxic activity of
curcumin and its derivatives in prostate cancer cell lines. Derived from
this research, it was found that the anticancer activity of curcumin and
its derivatives in prostate cancer cell lines is due to several processes
such as: mutagenesis, expression of oncogenes, regulation of the cell
cycle, apoptosis and metastasis. Furthermore, it was found that those
derivatives that contain a greater number of methyl groups, planar
substituents, and a greater number of unsaturations favor cytotoxic
activity and improve absorption and bioavailability.

Key words:
Curcuma longa, curcumin, curcumin derivates, cytotoxicity,
prostate cancer.

Abreviaturas

AP-1: Proteina activadora-1

C. longa. Curcuma longa

CXCL. Ligando de quimiocinas

CXCR. Receptor de quimiocinas

EGFR. Receptor del factor de crecimiento epidérmico

ICAM-1. Molecula de adhesién intracelular 1

MAPK. Proteinas cinasas activadas por mitégenos

NF-KB. Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas.

pGL3-PSA: Promotor de luciferasa-antigeno prostatico especifico
RA. Receptor de andrégenos

SAR. Andlisis de la relacién estructura actividad
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Introduccion

A largo de la historia, la medicina tradicional
ha cobrado gran importancia debido a su
aplicacion en la prevencion y el tratamiento de
diferentes padecimientos, asi como a su uso
complementario con lamedicina alopatica™. Entre
los afios 2002 y 2005, la Organizacion Mundial de
la Salud implement¢ la Estrategia sobre Medicina
Tradicional, con el fin de reconocer el potencial y
la importancia del desarrollo de nuevos farmacos
a partir de conocimientos milenarios®. En el caso
especifico del aprovechamiento de recursos
vegetales, se ha reportado que alrededor del 80%
de la poblacién a nivel mundial utiliza a las plantas
y a sus componentes bioactivos como primera
linea de cuidado de la salud™.

Actualmente, la medicina tradicional ha
adquirido un papel muy importante debido a
que se han retomado los conocimientos de
la medicina herbolaria a nivel mundial. Cabe
destacar que aproximadamente el 40% de los
medicamentos actuales, se han descubierto a
través del aprovechamiento de recursos naturales
medicinales y sus metabolitos®.

Dentro de la explotacién de la biodiversidad
de cada nacion, India se ha distinguido por
sus contribuciones en el conocimiento del
uso de plantas en diversas industrias como la
alimentaria, agrénoma, farmacéutica, entre otras.
Un ejemplo de estos aportes es la planta Curcuma
longa L. (C. longa), conocida coloquialmente
como “Curcuma”, cuyo nombre proviene de la
palabra arabe “karkum” que significa amarillo®.
Las propiedades farmacolégicas asociadas al
uso de C. longa, se atribuyen principalmente a
la presencia de compuestos quimicos de tipo
polifenol, conocidos como curcuminoides,
especificamente a la curcumina®.

Lainvestigacionsobrelosefectosanticancerigenos
de la curcumina ha experimentado un crecimiento
significativo, la informacion sobre sus posibles
mecanismos de acciény su perfil farmacocinético,
han permitido la generacion de nuevas lineas de
investigacion en cancer. Dentro de los diferentes
tipos de cancer, el cancer de préstata es el
segundo tipo de neoplasia mas diagnosticada

y la quinta causa de muerte entre los hombres
en todo el mundo. En el afio 2020 se registraron
375, 304 muertes y 1,414,000 nuevos casos®. En
México, ha incrementado la mortalidad por este
tipo de céncer en las Ultimas dos décadas y se
considera la principal causa de muerte por cancer
en hombres adultos®.

El cadncer de préstata se clasifica como sensible
o insensible a los andrégenos (capacidad
para responder a la testosterona). En general,
los carcinomas insensibles a los andrégenos
representan tumores en etapa avanzada, mas
agresivos y con un alto potencial metastasico;
mientras que el sensible a andrégenos responde
muy bien a la terapia de privacion de andrégenos.
Los tratamientos disponibles para este cdancer
incluyen: terapia de privacion de andrégenos
(eficaz contra los carcinomas dependientes
de andrégenos), prostatectomia (eficaz contra
tumores localizados y en estadio temprano
o avanzado), radioterapia (eficaz contra
tumores localizados o tumores minimamente
metastatizados) y quimioterapia (céncer de
préstata metastasico resistente a la castracion
en estadio avanzado)®. Desafortunadamente un
alto porcentaje de los pacientes con cancer de
prostata desarrollan resistencia a los andrégenos.
Por lo tanto, es necesario desarrollar nuevos
tratamientos que tengan efectos antineoplasicos
independientemente de si las células neoplasicas
son sensible 0 no a los andrégenos. Al respecto,
la curcumina ha presentado efectos en lineas
celulares de cancer de prostata. De acuerdo con
Dorai y colaboradores, en el 2000, la curcumina es
un inductor novedoso y potente de la apoptosis en
células de cancer de prostata tanto dependientes,
como independientes de andrégenos a través
de las proteinas supresoras de la apoptosis y
otras proteinas cruciales como el receptor de
andrégenos” convirtiéndola en una opcién
terapéutica importante en esta neoplasia.

Diversa evidencia cientifica ha indicado que,
aunque la curcumina ha presentado buen efecto
en modelos in vitro de lineas celulares de cancer
de préstata; su farmacocinética es un desafio
debido a su escasa solubilidad acuosa, rapido
metabolismo, ademas de estar sujeta a hidrdlisis
y oxidacién en medio gastrointestinal, lo cual
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conduce a una baja disponibilidad oral®. Recientemente, se han desarrollado derivados sintéticos de
curcumina con el objetivo de crear nuevas moléculas que tengan un efecto anticancerigeno mas potente,
un mejor perfil farmacocinético y que sigan contribuyendo al conocimiento de los mecanismos de accion
de este tipo de compuestos®. Por todo lo anterior, en este trabajo se realizd una recopilacién de la
informacion disponible hasta el momento, relacionada con la actividad anticancerigena de la curcumina
aislada de C. longay de sus derivados sintéticos evaluados en lineas celulares de cancer de prostata, una
de las neoplasias de mayor prevalencia y mortalidad en nuestro pais. Esto con el objetivo de presentar el
panorama actual del desarrollo de derivados de curcumina e identificar una posible relacién estructura-
actividad (SAR) del efecto citotoxico en lineas celulares de céncer de préstata.

Metodologia

Se llevé a cabo una revision bibliografica a cerca de C. longa, la curcumina, los derivados sintéticos
de curcumina y sus efectos anticancerosos en lineas celulares de cancer de prostata. Para esta
investigacion se consultaron las siguientes bases de datos: ScienceDirect, Springer Link, MDPI, y NCBI-
PubMed. Las palabras clave utilizadas en los buscadores de estos servidores fueron: “Curcuma longa

” o

L., “eurcumina”, “derivados de curcumina”; en combinacién con términos como: “analisis fitoquimico”,

n o

“extractos”, “actividad anticancerosa”, “derivados citotoxicos” y “cancer de préstata”.
Resultados

Curcuma longa

Curcumalonga L.,cominmente conocida como “especia dorada”, “hierba del sol”, o la “especia de la vida”;
es una planta herbacea perenne perteneciente a la familia Zingiberaceae. Su morfologia se caracteriza
por presentar rizomas gruesos divididos en dos partes: el rizoma madre o “bulbo” y los rizomas laterales
0 “dedos”. Dependiendo del clima o el lugar de cultivo, en algunos ejemplares se pueden observar
floraciones, cuyas flores son blancas, en forma de picos cilindricos con bracteas verdes (Fig. 1). Su
época de floracion ocurre entre los meses de septiembre y noviembre, y su recoleccion se realiza entre
8-20 dias después de su floracion®

Figura 1. Partes de C. longa. A) hojas y flores secas, B) rizomas secos, C) flores, D) rizomas.
Imagenes tomadas de: https://tropicos.org/, consultado el: 10/11/2023.

| |



Derivados sintéticos de curcumina y su efecto citotéxico en células de cancer de préstata

C. longa se cultiva principalmente en paises como: India, Bangladesh, China, Tailanda, Camboya,
Indonesia, Malasia y Filipinas. En la actualidad, se pueden localizar cultivos en regiones como Africa y
América, aunque el dominio comercial continta perteneciendo a India y el sureste de Asia‘?.

Las principales aplicaciones de los rizomas de C. longa incluyen su uso como condimento y colorante
alimentario, colorante textil y de algunas pieles, en aromaterapia y en tratamiento cosméticos®.

Usos de Curcuma longa en la medicina tradicional

En la medicina tradicional, sus principales usos han sido para el tratamiento de afecciones como el dolor
estomacal, latos, los resfriados, las afecciones muscularesy articulares, los desérdenes dérmicos o como
estrategia antienvejecimiento, las heridas dérmicas de pacientes diabéticos, la sinusitis, enfermedades
biliares, la ictericia, los padecimientos hepaticos, entre otros. Todas estas propiedades se han observado
a partir del consumo de preparados de los rizomas en jugos frescos y decocciones con agua o leche®?.

Se ha comprobado que el potencial farmacolégico de C. longa se atribuye principalmente a los rizomas
de la planta, y como se ha reportado mas recientemente, al aprovechamiento de los aceites esenciales
provenientes de las hojas y flores®. Estas propiedades se reflejan en el uso de los rizomas para tratar
padecimientos como dermatitis, inflamacion, cancer, altos niveles de colesterol, artritis, psoriasis,
enfermedades hepatobiliares, Ulceras gastricas y pépticas. También se ha demostrado que promueve
la renovacién y circulacion sanguinea, y que posee efectos antimicrobianos, antivirales y antioxidantes
(Fig. 2)010,

Figura 2. Propiedades farmacoldgicas de C. longa.
Creado con: BioRender.com
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En el estudio sistematico de los efectos curativos de los rizomas de C. longa, se ha analizado la
actividad bioldgica de extractos alcohdlicos y acuosos de la planta; encontrando efectos bioldgicos de
tipo citotdxicos, bactericidas, cicatrizantes, antiinflamatorios y antioxidantes. La preparaciéon de estos
extractos se ha realizado a partir de maceraciones de los rizomas pulverizados con disolventes de
mediana a alta polaridad, destacando el uso de acetato de etilo, etanol, metanol y agua; retomando
las preparaciones ancestrales de la medicina ayurvédica®. Los primeros hallazgos de los efectos
antineoplasicos de la curcumina fueron reportados en 1985, Kuttan y colaboradores encontraron que los
extractos etandlicos de C.longa mostraron un efecto citotéxico sobre células de linfocitos leucémicos
aislados de pacientes('.

Fitoquimica de Curcuma longa

La composicion quimica de los rizomas de C. longa se caracteriza por presentar compuestos de tipo
polifenol, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, esteroles y algunos alcaloides. El color amarillo
caracteristico de los rizomas se debe a la presencia de metabolitos conocidos como curcuminoides,
que son los compuestos mayoritarios en esta especie y representan alrededor del 2-9% del peso de la
droga vegetal?'?. Los cuatro curcuminoides mayoritarios aislados de los rizomas son la curcumina
(componente principal), demetoxicurcumina, bisdimetoxicurcumina y en menor proporcién la
ciclocurcumina (Fig. 3)('3.
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Figura 3. Estructura quimica de los principales metabolitos aislados
de los rizomas de C. longa.

Extraccion de Curcumina

La curcumina es un compuesto de tipo polifenol diarilheptanoide que se ha aislado de manera
convencional a través de los extractos obtenidos a partir de maceraciones del pulverizado de los rizomas
con acetato de etilo, y finalmente separando los metabolitos mediante cromatografia en columna con
gel de silice, eluida con una mezcla de hexano:cloroformo®''?, También se han reportado distintas
técnicas de extraccion como percolaciones, ultrasonicacion, fluidos supercriticos y pretratamientos
enzimaticos®.

|



Derivados sintéticos de curcumina y su efecto citotoxico en células de cancer de préstata

Efecto de la curcumina en lineas celulares de cancer de préstata y propiedades farmacocinéticas. La
actividad anticancerigena de la curcumina ha sido ampliamente documentada en lineas celulares de
cancer de prostata. Los principales procesos en los que tiene efecto son: mutagénesis, expresion de
oncogenes, regulacion del ciclo celular, apoptosis y metéstasis' Algunos de los efectos anticancerosos

de la curcumina se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Efectos terapéuticos de la curcumina reportados en cancer de prostata.

Caracteristicas de

Posibles blancos

Tipo Modelo . . - Efectos .
. . o linea celular/Subtipo terapéuticos g Referencia
de neoplasia biolégico ) . terapéuticos
de neoplasia involucrados
Células LNCaP | Carcinoma Inhibicion de la Supresmn_ ’de la
o . . proliferacién celular
xenoinjerto en de prostata proteina Bcl-2 ) o (14)
L. e induccion de
ratones metastdasico ;
apoptosis
Inhibicién del proceso
Células PC-3 Carcinoma S mgta§tgglpo mediante
o . . Inhibicion de la la inhibicion de la
xenoinjerto en independiente de P - L (15)
ratones andrégenos proteina cinasa IkB- expresion de citocinas
inflamatorias aCXCL1
Cancer y CXCL2
de prostata
Carcinoma Inhibicion de la
de prostata expresion de Inhibicién de la
Células LNCaP | metastasico, P expresion del receptor (16)
- pGL3-PSA .
dependiente de de andrégenos
andrégenos
Carcinoma Inhibicion de los
Células DU-145 | independiente de Activacion de AP-1 productos genéticos 17)
andrégenos regulados por °NF-kB

aCXCL: Ligando de quimiocinas, °NF-KB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas, pGL3-PSA: Promotor de luciferasa-antigeno prostatico especifico, AP-1: Proteina
activadora 1.

En cuanto a las caracteristicas farmacocinéticas y de biodisponibilidad de la curcumina, se ha
encontrado que es inestable en valores altos de pH, degraddndose a acido ferdlico y ferulometano. Sin
embargo, a valores acidos de pH, como en el estémago o intestino delgado, es estable. Debido a su alta
solubilidad en grasas, permite una absorcion intestinal de alrededor del 65% de la dosis administrada.
La biotransformacion de la curcumina se caracteriza por la formacién de dihidrocurcumina vy
tetrahidrocurcumina, las cuales finalmente se conjugan con monoglucurénidos. Ademas, se ha observado
que alrededor del 60% se excreta mediante la bilis después de 5 horas de su administracién(?.

Debido a las propiedades farmacocinéticas antes mencionadas, se han reportado ensayos clinicos
donde se analiza las desventajas de la molécula de curcumina en su administracion a seres humanos.
En 2001, Cheng y colaboradores realizaron un estudio en pacientes con diferentes tipos de neoplasias,
administrando de manera oral concentraciones de curcumina de 500, 1000, 2000, 4000, 8000 y 1200 mg
por dia, durante 3 meses. Los resultados mostraron que la concentracion sérica de curcumina apenas
fue posible de detectar (concentracion de 1.77 pM), lo que sugiere una baja absorcién del metabolito y

7|



Derivados sintéticos de curcumina y su efecto citotéxico en células de cancer de préstata

por ende una menor biodisponibilidad®®.

Es por ello que, en las ultimas décadas el principal
interés cientifico ha sido proponer derivados
sintéticos de la curcumina que mejoren su
biodisponibilidad y su actividad farmacoldgica,
asi como obtener mds informacion sobre su
actividad antiproliferativa y antitumoral.

Analogos naturales de curcumina y su
actividad citotoxica

A partir de la determinacion estructural de la
curcumina, se ha establecido que esta molécula
posee simetria quimica con dos grupos arilo
sustituidos y unidos mediante una cadena de 4
carbonos con un grupo dicetona q, B-insaturada.
Estos grupos funcionales son susceptibles de
experimentar modificaciones quimicas con
relativa facilidad®.

Al comenzar a plantear posibles modificaciones
quimicas en los grupos funcionales con mayor
reactividad en la curcumina, se realizaron diversos
estudios sobre la actividad citotéxica de andlogos
naturales de este metabolito, los cuales incluyen a
la demetoxicurcuminay la bisdemetoxicurcumina
(Fig.3)19).

En 2010, Yodkeeree y colaboradores descubrieron
que demetoxicurcumina podria regular la
expresion de moléculas de degracién de matriz
extracelular como las metaloproteinasas (MMP-
9), moléculas de adhesion, como (ICAM-1) y el
receptor de quimiocina 4 (CXCR4) en células
de cancer de mama, lo que inhibié la invasion
y metdstasis de las células neoplasicas®.
Por su parte, la bisdemetoxicurcumina tiene
efectos antitumorales a través de la inhibicién
de la proliferacién, invasidon, metdstasis celular
y crecimiento tumoral, e induccion de apoptosis
en células cancerosas. La bisdemetoxicurcumina
reduce significativamente la unién celular a
matrigel y fibronectina, y puede aumentar hasta
en 4 veces mas las células T CD8+ intratumorales
en modelos murinos de céncer de vejiga®@2".

En numerosos estudios se ha informado que
la bisdemetoxicurcumina posee una actividad
citotéxica mas potente que la curcumina y la
demetoxicurcumina, lo que podria atribuirse a

la mayor estabilidad causada por la ausencia
de grupos metoxilo en los anillos de benceno.
Por lo anterior, se sugiere que el grupo metoxilo
del anillo de benceno esta relacionado con la
autooxidacion, por lo que la reduccion del grupo
metoxilo podria mejorar la estabilidad?.

Derivados sintéticos de curcumina y su
actividad citotoxica en células de cancer
de préstata.

El desarrollo de nuevas moléculas derivadas
de la curcumina ha permitido mejorar su efecto
farmacologico en células cancerosas. Se han
realizado algunos reportes del efecto citotdxico de
derivados de curcumina con el fin de encontrar un
agente que sea capaz de aumentar la estabilidad,
la actividad citotoxica y la selectividad.

Es importante sefialar que el desarrollo de nuevos
derivados de curcumina se ha centrado en obtener
compuestos con una actividad citotéxica mayor a
la de la curcumina®™.

De manera general, se ha observado que aquellos
derivados de curcumina que presentan un alto
grado de metilaciones, insaturaciones y un menor
grado de hidrogenacion, pueden tener una mayor
citotoxicidad en células cancerosas®.

Se ha demostrado que las metilaciones de la
curcumina incrementan la degradacion del
receptor de andrégenos (RA) en células de cancer
de préstata. En un analisis de relacién estructura-
actividad (SAR) con respecto al receptor de
andrégenos, se postula que la presencia de una
B-dicetona y un sustituyente coplanar donador de
hidrégenos son los responsables de la actividad
antiandrogénica de dichas moléculas en el
tratamiento de cancer de préstata®®.,

En 2015, Elias y colaboradores informaron
la sintesis de derivados de curcumina con
diferentes metilaciones en los alcoholes de los
anillos de benceno y adiciones de grupos éster
en el proton entre los dos grupos carbonilo (Fig.
4 Compuestos A). Estos derivados demostraron
tener un mayor efecto citotéxico en las células
PC-3 con valores de concentracién inhibitoria al
50% (Cl,;) de 1 uM a 7.07 pM@,
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Recientemente, se ha informado sobre la sintesis de derivados de curcumina de tipo piridina (Fig. 4
Compuestos B), los cuales han mostrado una Cl,, aproximadamente 20 veces mas baja (0.49 pM -
4.99 uM) que el de la curcumina (16.99 uM) en células de céncer de préstata CWR-22Rv1, las cuales
expresan al RA(13,23). Estos derivados de tipo piridina, resultan ser bastante interesantes debido
a que las modificaciones realizadas sobre el anillo de fenol permiten conservar la planitud del anillo
y la aromaticidad del nuevo anillo de piridina provee a la molécula de un mayor nimero de carbonos
insaturados, continuando con la teoria de que la presencia de estos grupos mejora la actividad citotoxica.

De igual forma, los derivados de curcumina que contienen sustituyentes de tipo sulfonas (Fig. 4
Compuestos C), han sido evaluados en células PC-3 independientes del RAy los valores obtenidos de Cl
son de alrededor de 0.72 uM a 1.73 uM(13,24). Es de gran importancia recalcar que, hasta el momento,
los derivados que han mostrado mejores resultados en el andlisis de SAR son aquellos de tipo sulfonas,
donde la reactividad del anillo de fenol se conserva y la modificacion del grupo dicetona puede estar
proporcionando una nueva conformacién a la molécula, haciéndola biolégicamente mas activa, lo cual
se ve reflejado en los valores de Cl, en células de PC-3.
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Figura 4. Derivados sintéticos de curcumina. Compuestos A. Derivados
metilados, Compuestos B. Derivados de tipo piridina y Compuestos C.
Derivados de tipo sulfonas.
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El mecanismo de accion de los
derivados de la curcumina en
cancer de préstata puede involucrar
los procesos de mutagénesis,
expresion de oncogenes, regulacion
del ciclo celular, apoptosis vy
metastasis®132324),

Derivados sintéticos de
curcumina y su solubilidad

Por otro lado, se ha reportado la
adicién de polimeros a los grupos
hidroxilo de los anillos de fenol en
la curcumina, como lo es el caso
del polietilenglicol (PEG) 35000,
logrando una mayor solubilidad
en agua en comparacién con la
curcumina (solubilidad del derivado
1 UM/L)(W'ZS).

De manera similar, se ha reportado
la adicién de sustituyentes en la
cadena de dicetona con el objetivo
de modificar la solubilidad de la
curcumina. Se han afiadido residuos
de derivados de acidos carboxilicos
en la posicion 2 de la 1,3-dicetona,
logrando una mayor solubilidad
acuosa y un mejor tiempo de vida
media a nivel sistémico, ademas
de una mayor actividad citotoxica
tanto en células cancerosas como
en células sanas(®29. Por lo tanto,
es importante continuar con las
modificaciones estructurales para
mejorar la solubilidad, adicionando
polimeros que no resulten toxicos
para las células sanas y que ademas
permitan una mayor estabilidad
de los derivados sintéticos de
curcumina.

Conclusion

La curcumina posee efectos citotoxicos de gran
relevancia en el cancer de préstata. Sin embargo, su
baja solubilidad haimpedido el desarrollo de un farmaco
adecuado para el tratamiento de este tipo de cancer.
Por lo tanto, los derivados sintéticos de la curcumina
son ideales para mejorar la solubilidad, estabilidad,
selectividad y efecto citotéxico. De acuerdo con esta
revision, los derivados sintéticos de curcumina deben
respetar la premisa de tener sustituyentes coplanares,
mayor grado de metilaciones en los grupos fenol,
mayor numero de insaturaciones y modificaciones
entre los grupos dicetona, siendo los derivados tipo
sulfonas los que han mostrado la mejor SAR en la
citotoxicidad en lineas celulares de cancer de prostata.
Aunque se han sintetizado varios derivados de
curcumina, es necesario continuar con la sintesis de
nuevos analogos para mejorar tanto las deficiencias
farmacocinéticas como para continuar con el estudio
de los mecanismos de accién propuestos en el
cancer de proéstata (inhibicion de la expresion de los
receptores de androgenos, del NF-kB o de la inhibicion
del proceso de metdastasis) o establecer nuevos
blancos farmacolégicos para este tipo de cancer.
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Resumen

El sindrome de ovario poliquistico es una disfuncién enddcrino-
metabdlica que presenta diferentes cuadros sintomatolégicos y
alteraciones clinicas, lo que ha complicado llegar a un consenso sobre
su diagndstico. Ademds, estas discrepancias dificultan conocer con
exactitud su prevalencia, pues varia del 4 al 16%. Esta heterogeneidad
también impide llegar a un acuerdo sobre el tratamiento correcto
para el sindrome de ovario poliquistico. Dependiendo del cuadro
sintomatolégico de cada paciente, sus necesidades y comorbilidades,
los especialistas deben prescribir un tratamiento diferente. En
este trabajo se realizd una revision bibliografica para describir los
fenotipos y prevalencia del sindrome de ovario poliquistico, su
etiologia y fisiologia, asi como los tratamientos farmacolégicos y no
farmacoldgicos. Se evidencia que promover los cambios en el estilo
de vida como tratamiento de primera linea es muy importante, ya que
varios estudios puntualizan la relevancia de una dieta equilibrada
y ejercicio para lidiar con la sintomatologia del sindrome de ovario
poliquistico. Es prioritario identificar las barreras de cada paciente y,
de ser posible, generar estrategias para incentivar cambios y lograr
modificar el estilo de vida a largo plazo.

Palabras clave:
Hiperandrogenismo, disfuncién ovarica, ovario poliquistico, hirsutismo,
tratamiento SOP, estilo de vida SOP.

Abstract

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is an endocrine-metabolic
dysfunction that presents different symptomatological conditions
and clinical alterations, making it difficult to reach a consensus on
its diagnosis. Furthermore, these discrepancies prevent us from
precisely calculating its prevalence, as estimates vary from 4 to 16%.
This heterogeneity also hinders reaching an agreement on the correct
treatment for PCOS.

Depending on each patient's symptoms, and their needs and
comorbidities, specialists must prescribe different treatments. In
this work, a bibliographic review was carried out to describe the
phenotypes and prevalence of polycystic ovary syndrome, its etiology,
and physiology, as well as pharmacological and non-pharmacological
treatments.

Evidently, it is very important to promote lifestyle changes as first-line
treatment, as several studies point out the effectiveness of a balanced
diet and exercise when dealing with the symptoms of polycystic ovary
syndrome. Most importantly, the shortcomings of each patient must
be identified in order to generate strategies to encourage changes and
achieve long-term lifestyle modifications, where possible.

Key words:
Hyperandrogenism, ovarian dysfunction, polycystic vary, hirsutism,
PCOS treatment, PCOS lifestyle
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Introduccion

En 1935 Stein y Leventhal describieron la
presencia de ovarios poliquisticos, hirsutismo y
oligoamenorrea en varios pacientes, vinculando
clinicamente lo que anteriormente habian sido
caracteristicas aparentemente no relacionadas.
Este es el primer reporte médico del sindrome
de ovario poliquistico (SOP), desde entonces,
se ha estudiado su fisiopatologia, etiologia y
tratamientos eficaces O.

El SOP es el trastorno endocrino-metabdlico
mas comun en mujeres en edad reproductiva
(afectando a un 6-12%) y causante mas frecuente
de infertilidad oligoovulatoria @. A pesar de
esto, es una enfermedad que se encuentra
subdiagnosticada y muchos profesionales de
la salud no tienen una comprension clara de la
alteracion O,

Entre los sintomas mas significativos y de mayor
impacto sobre las pacientes se encuentra la
anovulacién cronica, amenorrea, oligomenorrea,
hiperandrogenismo, piel grasa, seborrea, acné,
hirsutismo, calvicie androgénica, acantosis
nigricans y subfertilidad asociada con Ia
disfuncion ovulatoria ®. Ademads, se asocian
comorbilidades como la obesidad que afecta
entre el 30% y 60% de las mujeres con SOP. La
mayoria de las pacientes muestran resistencia
crénica a la insulina e hiperinsulinemia,
teniendo mas riesgo de sufrir intolerancia a la
glucosa y diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Estas
comorbilidades aumentan la probabilidad de
funcién vascular anormal, consecuentemente
aumenta el riesgo de hipertensién, accidentes
cerebrovasculares y trombosis venosa profunda.
Asimismo, tienen mas riesgo de desarrollar
sindrome metabdlico, el cual a su vez aumenta
la probabilidad de desarrollar enfermedades
cardiovasculares. Las pacientes también pueden
llegar a sufrir hiperplasia endometrial y cancer
de ovario. Ademas, aquellas con niveles altos
de andrégenos tienen mas probabilidad de
desarrollar ansiedad y depresion (. En esta
revisiéon se recopilé informacién relevante sobre
los fenotipos y prevalencia del SOP. Se describe
la etiologia y fisiopatologia, asi como el tipo
de tratamientos farmacoldgicos, aunado a los

beneficios que se obtienen al realizar cambios de
estilo de vida en las pacientes con SOP. El trabajo
cuenta con una seccién de perspectiva donde se
refieren cinco puntos importantes para identificar
las barreras queimpiden que las pacientes puedan
realizar cambios saludables (implementacion
de alimentacion saludable y realizar ejercicio
de forma regular), identificindolas se pueden
establecer metas a corto y largo plazo.

Metodologia

Se buscaron articulos cientificos originales y
revisiones sobre el SOP, de no mas de diez afios
de antigiiedad, en motores de blusqueda como
NCBI (PubMeb), Science Direct, Scielo, Google
Research y Redalyc utilizando las siguientes
palabras clave: “sindrome de ovario poliquistico
tratamiento”, “sindrome de ovario poliquistico
estilo de vida”, “sindrome de ovario poliquistico
prevalencia”, “sindrome de ovario poliquistico
México”, “lifestyle changes PCOS“, “Polycystic
Ovary Syndrome (PCOS) prevalence”, “PCOS
Mexico”, “PCOS pathophysiology”, “PCOS
physiology” “PCOS etiology”, Lifestyle for PCOS,
“pharmacological treatment PCOS". Los articulos
fueron revisados y discutidos por los autores
con la finalidad de organizar y priorizar los de
relevancia para esta revision.

Resultados
Fenotipos del sop

Como se mencion6 anteriormente, quienes lo
padecen puede presentar hiperandrogenismo,
alteraciones menstruales y ovarios con la
presencia de quistes, sin embargo, no todos los
signos se presentan al mismo tiempo, por lo que
se consideran cuatro fenotipos que se resumen
en latabla 1.
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Tabla 1. Carmona-Ruiz et al ® considera como referencia la prevalencia de 6% de sindrome de ovario

poliquistico en la poblacién general, con intervalo de confianza (IC) de 95% para estimar un tamafo de

muestra de 240 pacientes espafiolas. Zhao et al ® tienen un tamafio de muestra de 647 pacientes chinas,
intervalo de confianza de 95%. OP: ovarios poliquisticos, x: presente.

Prevalencia y fenotipos del SOP segtin el consenso de Rotterdam 2003

Prevalencia %

: : : Disfuncién OP por
Fenotipo Hiperandrogenismo - .
ovarce ecografia Carmona-Ruiz ~ Zhao
etal @ etal ®
A “completo” (clasico) X X X 40.85 63.21
,B. X X 25.35 9
(clasico)
“ ¢ . X X 8.45 15.6
ovulatorio
D
. PR X X 25.35 129
no hiperandrogénico

a. Hiperandrogenismo: Hace referencia a concentraciones altas de andrégenos en circulacion
cuyo signo clinico mas comun es el hirsutismo, caracterizado por el exceso de pelos terminales
(crecen mas de 5 mm de largo) con distribucién de patrén masculino (labio superior, mentén,
cuello, parte superior del pecho, abdomen, espalda, brazos, muslos y parte inferior del dorso) ™.
Otras evidencias son la presencia de acné y calvicie de patrén masculino @. A nivel bioquimico se
considera hiperandrogenismo al incremento de testosterona libre en circulacion, en caso de que los
niveles sean normales se puede considerar la concentracion de androstenediona (DHEA) o sulfato
de dehidroepiandrosterona (DHEAS) (tabla 2) ©.

Tabla 2. Tabla 2. En mujeres, se muestran los limites superiores de andrégenos en circulacion.

Referencias de limites superiores de andrégenos

Testosterona total 60 ng/dL,

Androstenediona >3 ng/mL
DHEA <9 ng/mL
DHEAS <2.5mcg/ mL
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b. Disfuncion ovdarica: La mayoria de las mujeres con SOP presentan oligo-anovulacion la cual
se evidencia por la periodicidad del ciclo menstrual, es decir ciclos menstruales =45 o <21 dias,
o sangrados uterinos anormales @. En la mayoria de los casos corresponde a oligomenorrea o
amenorrea ©.9,

c. Ovarios poliquisticos por ecografia: Se define por la presencia de al menos un ovario con un
volumen ovarico superior a 10 cm? y/o la presencia de 12 o mas foliculos antrales de un diametro de
2-9 mm ). A través de ecografias 2D o 3D se contabilizan los foliculos por cuadriculas. Los valores
umbral propuestos para el volumen ovarico presente en el SOP son diversos (6.4 ml, 6.7 ml, 7.0 ml,
7.5 ml) y difieren con el volumen ovérico superior a 10 cm? propuesto por el consenso de Rotterdam.
Estos valores diferentes pueden depender de las caracteristicas clinicas y metabdlicas variables de
las poblaciones estudiadas, particularmente de la edad, origen étnico, el indice de masa corporal y
los niveles de insulina. Mediante ecografia 3D también se puede evaluar el volumen estromal y el
aumento de la vascularizacién. Ya que estos se encuentran relacionados con el volumen ovdrico, se
ha propuesto que pueden ser un buen criterio para el diagnéstico de SOP, sin embargo, aun faltan
mas estudios para corroborar su potencial discriminatorio entre ovarios poliquisticos y normales.
Otros informes postulan que las concentraciones séricas de hormona antimdilleriana (AMH) podrian
ser un marcador sustituto efectivo para detectar SOP, ya que los niveles séricos de AMH son de 2
a 3 veces mas altos en mujeres diagnosticadas con SOP ©. La concentracién varia en diferentes
estudios, de acuerdo con Dewailly et al (2011) © las concentraciones de AMH para considerar la
presencia de SOP son >35 pmol/I. En el estudio de Casadei et al (2013) (10) la concentracién es =33
pmol/l. Mientras que Eilertsen et al (2012) (" sugieren la concentracion de 20 pmol/I. Esta variacion
se puede deber al protocolo de medicién y diferencias entre las pacientes. Por lo que se requieren de
ensayos confiables y reproducibles para tener una aceptacién generalizada (2.

En estudios como los de Carmona-Ruiz et al @ y Zhao et al ® se ha examinado la distribucién de los
fenotipos en las pacientes diagnosticadas con SOP (Tabla 1). Sin embargo, no existe un consenso
internacional para determinar la prevalencia de cada fenotipo debido a que no hay suficientes estudios
para observar su distribucion @. Moran y colaboradores (2010) realizaron un estudio con 150 mujeres
mexicanas en el que encontraron una prevalencia de SOP del 6% ('®. En afos recientes no existen
estadisticas sobre la prevalencia del SOP o sobre los fenotipos prevalentes en México. Ademas, la
prevalencia de los fenotipos de SOP puede cambiar en las pacientes a lo largo de su vida. Un estudio
reciente reportd que las pacientes de 20 afios tenian una prevalencia del fenotipo A del 61.4%, pero esta
prevalencia bajé al 2.9% al ser evaluadas a los 50 afios. En el mismo estudio, el porcentaje de mujeres sin
al menos 2 criterios para ser diagnosticadas con SOP pasé de 3.2% a los 20 afios a 75.5% a los 50 afios.
A medida que las mujeres con SOP envejecen recuperan los ciclos menstruales regulares y los niveles de
andrégenos disminuyen. Del mismo modo, el volumen ovarico y el nimero de foliculos disminuyen con
el tiempo, por lo que la sintomatologia puede mejorar y hasta desaparecer 4.

Etiologia y fisiologia

La etiologia, asi como la fisiopatologia del sindrome de ovario poliquistico es incierta. Sabemos que
la etiologia es multifactorial: incluye procesos neuroendocrinos, suprarrenales, ovaricos, metabdlicos,
ambientales, genéticos y estilo de vida, sin embargo, no se conoce especificamente la interrelacion entre
estos (19,

Con lafinalidad de aportar unaintegracién de los procesos neuroendocrinos involucrados, a continuacion,
hacemos una descripcion del desarrollo folicular normal y el proceso que se encuentra alterado en el SOP.
Al nacer, en los ovarios se encuentran ovocitos rodeados de una capa de células de la granulosa planas,
a este conjunto se le conoce como foliculos primordiales. Posteriormente las células de la granulosa
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adquieren una configuracién cubica, estructurando asi a los foliculos primarios, compuestos también por
un ovocito rodeado por una zona pelucida. Varios de estos crecen: adquieren mds de una capa de células
granulosas y se forma la membrana granulosa con receptores para la hormona foliculoestimulante
(FSH), también inicia la diferenciacion de las células de la teca interna con receptores para la hormona
luteinizante (LH), y la teca externa con células de tejido conectivo. Ademads, en estos foliculos en
crecimiento comienzan a aparecer cavidades antrales llenas de liquido folicular. Muchos foliculos se
pierden por atresia durante estas fases de crecimiento (9.

En el cerebro, diversos estimulos inducen al hipotalamo a producir hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) la cual es liberada por secreciones pulsatiles. La GnRH es transportada al lébulo anterior de
la hipdfisis, donde estimula la liberacién de las glucoproteinas LH y FSH hacia los ovarios. La FSH
estimula el desarrollo folicular mientras que la LH desencadena la ovulacién y promueve la produccion
de progesterona por parte del cuerpo luteo. En cada ciclo reproductor, la FSH induce el crecimiento de
20-50 foliculos. La FSH llega a su receptor en las células de la granulosa donde promueve la expresion
de la aromatasa. La LH también llega a su receptor en la teca interna donde promueve la sintesis de
testosterona. Posteriormente, la testosterona ingresa a las células de la granulosa donde, a través
de la enzima aromatasa, se convierte en 17B-estradiol 7). A causa de todo el estradiol que se esta
produciendo en el ovario se genera un pico de estrégenos que provoca que solo uno de todos los
foliculos en crecimiento llegue a madurar, el cual serd llamado foliculo terciario o de De Graaf. A su vez
el estradiol presente en el foliculo de De Graaf promueve la formacidn de receptores de LH en las células
de la granulosa, estos receptores permitirdn que el foliculo responda al pico de LH que dara paso a la
ovulacion. Ademas, los niveles elevados de estradiol engrandecen el endometrio. El pico de LH provoca
que el foliculo crezca hasta su maximo tamafo y que el liquido folicular se acumule en un solo antro.
Aproximadamente 16 a 24 horas después del pico de LH ocurre la ovulacién. El liquido antral y el ovocito
junto con su corona radiada son expulsados hacia la trompa uterina para ser fecundado o en su defecto
morir (8),

Después de la ovulacion, las células tecales y las células de la granulosa se mezclan y se convierten
en células del cuerpo luteo, este proceso es llamado luteinizacién. Estas células comienzan a producir
progesterona, estrogenos e inhibina. La progesterona interrumpe las secreciones pulsatiles de GnRH, por
lo tanto, de FSH y LH; y continda preparando al endometrio para el embarazo. El cuerpo Ilteo tiene un
tiempo de vida de 12-14 dias aproximadamente, si no se produce el embarazo en este tiempo degenera'y
sus restos son llamados cuerpo blanco o cuerpo albicans. Debido a suinactividad disminuye la produccion
de progesteronay estrégenos lo cual provoca que aumente la secrecién de FSHy LH. Ademas, la falta de
progesterona provoca que las células superficiales del endometrio mueran. Aproximadamente dos dias
después de que el cuerpo lGteo se degenera, la capa funcional del endometrio se desprende y comienza
la menstruacion (9.

En el caso de los ovarios de pacientes con SOP se observan algunas variaciones: los niveles de LH
liberados por la hip6fisis son relativamente mas altos que los niveles de FSH debido a un incremento en
la amplitud y frecuencia de los pulsos de LH. Estos niveles altos sobreestimulan a las células de la teca,
lo que provoca una mayor concentracién de andrégenos libres en los ovarios (. Esta es la causa del
hiperandrogenismo que genera hirsutismo y acné (Figura 1). Asimismo, la gran cantidad de andrégenos
disminuye la sintesis de globulina trasportadora de hormona sexual (SHBG) ('%. La menor concentracion
de FSH impide que los foliculos ovéricos se desarrollen adecuadamente y se conviertan en foliculos de
De Graaf, impidiendo la ovulacion. Los foliculos que no lograron madurar se quedan en el ovario en forma
de quistes 9. La ausencia de ovulacién impide la formacién del cuerpo liteo, lo que significa que no se
produce suficiente progesterona durante la fase litea del ciclo menstrual. Sin suficiente progesterona,
los pulsos de GnRH no son inhibidos, en cambio, aumentan su frecuencia @??. Las células secretoras de
LH son mas receptivas a frecuencias de pulsos mas rapidas de GnRH @9, por lo tanto, los niveles de LH
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aumentan y promueven una mayor secrecién de androgenos. Esto, a su vez, perpetua el ciclo vicioso que
causa el SOP @,

Existe una accion directa de la insulina sobre la esteroidogénesis en el ovario. La insulina liberada por el
pancreas estimula a las células de |la teca del ovario para aumentar la produccion de andrégenos. Cuando
los niveles de insulina aumentan, también lo hacen los niveles de andrégenos. En un ovario con SOP las
altas cantidades de andrégenos generan resistencia a la insulina, lo que conduce a un aumento en la
liberacion de insulina (Figura 1). Entonces, las células de la teca aumentan su produccién de andrégenos
y por consiguiente hay mas resistencia a la insulina . Las mujeres con SOP presentan mas riesgo de
intolerancia a la glucosa y DM2. Ademas, la prevalencia de obesidad en mujeres con SOP es mayor que
en mujeres sanas . Los estudios en modelos animales han evidenciado que las alteraciones en el
tejido adiposo pueden modificar la sefializacion del eje neuroendocrino. Asimismo, se postula que los
altos niveles de AMH provenientes de los foliculos quisticos promueven la alteracion en la secrecién de
GnRH. Estos estudios hacen evidente que el SOP es el resultado de la alteraciéon neuroendocrina que
involucra circuitos neuronales mas alla del control ovéarico @.

Por otra parte, estudios genéticos han identificado al receptor de LH/coriogonadotropina (LHCGR) y a la
aromatasa codificada por CYP19A1 como genes de susceptibilidad a mutaciones para el SOP. Igualmente,
se ha propuesto que una alteracion en la actividad nerviosa simpatica contribuye a la etiologia. De hecho,
muchos de los sintomas clinicos comunes incluida la hiperinsulinemia y la hiperandrogenemia, estan
asociados con un aumento croénico de la actividad del sistema nervioso simpatico 9.

Otros estudios discuten la importancia de considerar los factores de riesgo y los procesos bioldgicos
que actian a lo largo de toda la vida: bajo peso al nacer y exposicién fetal a andrégenos, aumento de
peso rapido postnatal, adrenarca precoz, edad temprana en el desarrollo puberal, estado de peso adulto
y estilo de vida ?9.

Consecuencias de niveles altos de andrégenos en el SOP

Altos niveles
I l de andrégenos intraovéricos I l
Hiperandrogenismo Gy Luteinizacion Desequilibrio Resistencia a la
crecimiento de P
l J foliculos prematura hormonal insulina

Acné Hirsutismo Irregularidades en el

Hiperinsulinemia
ciclo menstrual P

i

Figura 1. Consecuencias de los niveles altos de androgenos intraovaricos en el sindrome de ovario
poliquistico. Elaboracién propia basada en informacion de (1829
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Tratamiento farmacolégico y los beneficios
del cambio de estilo de vida en el SOP

Los tratamientos para el SOP estan orientados
en corregir el hiperandrogenismo, los trastornos
menstruales, las alteraciones metabdlicas
asociadas y mejorar la fertilidad. Estos
tratamientos se dividen en farmacolégicos y no
farmacoldgicos.

En los tratamientos farmacoldgicos los
anticonceptivos orales son la terapia de primera
linea para regular los ciclos menstruales,
proteger el endometrio, suprimir la secrecion
de gonadotropinas y regular la produccion de
androégenos ovaricos. Se recomiendan los de
baja dosis de etinilestradiol (20 pg). Sin embargo,
algunas pacientes tratadas con anticonceptivos
pueden  experimentar trombosis  venosa
profunda y otros eventos trombéticos. Por lo
que se debe de seguir la recomendacién para
el uso de anticonceptivos hormonales orales y
evitar administrase a pacientes fumadoras, de
mas de 35 afios o con enfermedades de tipo
vascular con historia de enfermedades cardiacas
isquémicas, hipertension, embolia pulmonar
etc. En el caso de mujeres que no toleran los
anticonceptivos orales, o mujeres mayores de
40 afios se pueden utilizar anticonceptivos de
progestageno solo (clormadinona y acetato de
medroxiprogesterona), que evitaran la hiperplasia
endometrial @,

Para contrarrestar el hiperandrogenismo se
prescriben  antiandrégenos, incluidos los
bloqueadores de los receptores de androgenos,
como la flutamida (125-500 mg al dia) ™ y la
espironolactona (50-200 mg por dia) mejor
conocida por ser un antagonista del receptor
a aldosterona, también muestra propiedades
antiandrogénicas (como  antagonista  del
receptor a andrégenos e inhibidor parcial de la
17a-hidroxilasa), mejorando significativamente
el acné, el hirsutismo y la alopecia androgénica
@4 La ciproterona es un progestageno con
propiedades antagonistas del receptor de
androgenos, se recomienda en dosis de 10-20
mg por dia, asi como la drospirenona, ambas se
administran en combinacién de etinilestradiol
23, La finasterida (5 mg por dia), un inhibidor de

la 5a-reductasa puede usarse para disminuir el
hirsutismo @, El hirsutismo tiende a responder a
los tratamientos antiandrogénicas en menos de
6 meses, sin embargo, deben continuarse en al
menos dos afios para evitar recidiva. Todos los
antiandrégenos comparten riesgos y efectos
comunes, incluyendo posibles disminuciones
modestas en la libido y la fuerza muscular. Mas
del 50% de pacientes que toman espironolactona
presentan algin grado de efectos secundarios
como: poliuria, hipotensién y sincope, antojo de
sal, dispepsia, sensibilidad al sol y raramente
reacciones atdpicas. Asimismo, la flutamida debe
usarse con moderacién ya que ha sido asociada
con insuficiencia hepatotéxica aguda rara, por
lo que su administracion se debe acompafar de
estudios de funcién hepatica antes y durante el
tratamiento O

En las pacientes con problemas metabdlicos
se usan sensibilizadores a la insuling,
particularmente la metformina (2000-2500 mg
por dia). Esta también contribuye, aunque en
menor grado, a mejorar la funcién menstrual
y ovulatoria, asi como la pérdida de peso y la
prevencién de la DM2 ®. La combinacion de
metformina y anticonceptivos orales puede
mejorar esta sintomatologia en mujeres obesas
con SOP, sin embargo, sus efectos secundarios
incluyen malestar gastrointestinal 'y, muy
raramente, acidosis lactica (. Las tiazolinedionas
(pioglitazona o rosiglitazona) han demostrado
contribuir en la mejoria de la resistencia a la
insulina y al hiperandrogenismo @3,

Existen algunas  opciones  terapéuticas
que pueden coadyuvar en la mejoria de
la sintomatologia del SOP, entre los mas
sobresalientes estd la suplementacion con
vitamina D que muestra mejoria en la sensibilidad
a lainsulina. Mientras que la suplementacioén con
omega-3 y acido a-lipoico mejoran la resistencia
a la insulina y el perfil lipidico. La administracion
con N-acetil cisteina disminuye los niveles de
andrégenos, promoviendo la restauracién del
eje neuroendocrino implicado y restaurando la
ovulacién. El myo-inositol es un integrante del
grupo del complejo de vitaminas B, modula la
via de sefializacion de la insulina, por lo que ha
mostrado disminuir la resistencia a la insulina,
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reducir los niveles de andrégenos a nivel clinico y bioquimico y mejorar el perfil lipidico. Esto promueve
la restauracion de la ciclicidad menstrual y la ovulacion ®. A pesar de esto, hasta ahora, la evidencia no
es suficiente para aceptarlo como terapia estdndar en las guias médicas. La tabla 3 resume el efecto de
los tratamientos farmacoldgicos para el tratamiento de SOP.

Tabla 3. Para fines comparativos se resumen los tratamientos farmacolédgicos empleados en el SOP

Tratamientos farmacolégicos para SOP

Farmaco Efectos

Restaura el ciclo menstrual y la ovulacion
Reduce la resistencia a la insulina
Metformina Mejora los valores de presion arterial
Mejora el perfil lipidico

Puede ayudar a reducir el peso corporal

Restablece los periodos regulares
Anticonceptivos orales Reduce los sintomas del hiperandrogenismo
Reduce el riesgo de hiperplasia endometrial

Espironolactona Inhibe andrégenos
Flutamida Inhibe andrégenos
Finasterida Reduce la alopecia
Vitamina D Mejora la sensibilidad a la insulina

La piedra angular del tratamiento del SOP es la modificacién del estilo de vida: cambio de dieta, aumento
del ejercicio y estrategias conductuales y consecuentemente la pérdida de peso. Estos cambios son
recomendados como intervencion de primera linea para todas las pacientes con SOP, principalmente
en pacientes con sobrepeso u obesidad. Hace mas de 15 afios, Farshchi y colaboradores @ afirmaron
que la mejor manera de tratar y mejorar las caracteristicas endocrinas, la funcién reproductiva y el perfil
de riesgo cardio-metabdlico en el SOP, incluso sin pérdida de peso, es el enfoque de dieta y ejercicio. En
diversos estudios se ha comprobado que el cambio de dieta induce la pérdida de peso, el descenso en
la concentracion de insulina y lipidos, y mejoras a nivel endocrino (Tabla 2). Ademas, los cambios en el
estilo de vida parecen dar lugar a la restauracion de la ovulacion y de los ciclos menstruales regulares y
al aumento de las tasas de embarazo en pacientes con SOP que presentan anovulacion y sobrepeso u
obesidad. Adicionalmente, Panidis et al (2013) afirman que este tratamiento mejora la autoestima, alivia
la ansiedad y la depresién y mejora la calidad de vida de pacientes obesas con SOP ?9),

Actualmente no existe un consenso sobre cual es la mejor dieta para contrarrestar los efectos del SOP y
lograr la pérdida de peso. Aunque, un enfoque terapéutico valido es la restriccion calérica y la modificacion
de macronutrientes ¢?. Algunas de las dietas con resultados favorables han sido: la dieta mediterranea
basada en el consumo regular de fibra, vitaminas, antioxidantes, grasas no saturadas, carbohidratos con
un indice glucémico bajo y una ingesta moderada de proteina animal ©?. La dieta cetogénica que se basa
en una baja ingesta de carbohidratos, altos niveles de grasa, evitando el exceso de proteinas. La dieta
de bajo indice glucémico caracterizada porque la mayoria o todas sus fuentes de carbohidratos son de
indice glucémico bajo ©2,
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En la tabla 4 se muestra como el cambio de estilo de vida, tiene éxito a nivel endocrino: los niveles
de testosterona y LH bajan, mejoran las proporciones de LH/FSH. Gracias a esto la sintomatologia del
hiperandrogenismo es contrarrestada. Shishehgar y colaboradores (2019) reportaron que con una dieta
de bajo indice glucémico se redujo el nivel de acné e hirsutismo en las pacientes ©%. Estos cambios
endocrinos favorecen la mejoria de las irregularidades menstruales.

En todos los tratamientos con dietas existen mejoras en la resistencia a la insulina y en la pérdida de
peso. De acuerdo con Cincione y colaboradores (2023), la pérdida del 5-10% del peso corporal puede
mejorar significativamente la funcién ovulatoria.

Tabla 4. Los tratamientos con dietas muestran ser mas efectivos para disminuir la sintomatologia de
SOP. NE: Parametro no evaluado, *: Reduccion solo en triglicéridos. IMC: indice de masa corporal.

Evidencia de los Efectos Favorables de los Tratamientos Farmacolégicos y No Farmacolégicos del SOP

Reduccion de:

o . 0 Tipo de Mejora
Criterios de inclusion ) . .
de las pacientes con SOP Tratamiento irregularidad . . .
y duracién menstrual Resistencia Niveles de Colesterol y :
. . Peso L Niveles LH
ainsulina testosterona Triglicéridos
Sensibilizacién
ala insulina con NE No Si Si NE NE
Metformina
3 meses
. L. Sensibilizacién
Pacientes caucasicas a la insulina con
con obesidad, fenotipo Piogli NE No No Si NE NE
A @9 ioglitazona
3 meses
Pérdida de peso
inducida por NE Si Si Si NE NE
Orlistat
3 meses
Pacientes de 18-40 anos i?g?:)slﬂﬁr?glggn
con sobrepeso ' NE No Si Si * Si
. 27 Metformina
u obesidad ?7
3 meses
Pacientes 23-40 aiios, iF:]zr:é?;adeoeeso
con sobrepeso ) P NE No Si Si Si No
. 28 Orlistat
u obesidad ?®
3 meses
Pacientes de 18-40 .
~ Dieta de
aios con sobrepeso baio indice
u obesidad, con Jo Ind Si Si Si Si NE NE
. glucémico
eumenorrea, sin 24 semanas
hirsutismo ¢
Dieta baja en
grasas Si Si Si Si Si Si
12 semanas
Pacientes de 16-45 afos r?wlgfjailterrénea
con obesidad ®” .
combinada
con una Si Si Si Si Si Si
dieta baja en
carbohidratos
12 semanas
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Evidencia de los Efectos Favorables de los Tratamientos Farmacolégicos y No Farmacolégicos del SOP

Reduccioén de:

o . o Tipo de Mejora
Criterios de inclusion . . laridad
de las pacientes con SOP Tratamiento irregularida : . :
y duracién menstrual Resistencia Niveles de Colesterol y .
. . Peso S Niveles LH
ERLT I testosterona Triglicéridos

Dieta restringida
en energia,

Pacientes de 26.1+6.4 ejercicio 3

ainos e IMC de 34.5+5.9 veces ala NE Si Si Si Si Si

kg/m2 GV semana por una
hora y orlistat
6 meses
Dieta
Pacientes de thggjesmca NE Si Si Si NE Si
18-45 aiios, con
sobrepeso y obesidad, .
premenopausicas ¢ Dieta

mediterranea NE Si Si Si NE Si
45 dias

y las tasas de embarazo, con la reduccion de los niveles de insulina y testosterona 4. Por lo tanto, la
pérdida de peso representa un factor importante capaz de mejorar el fenotipo del SOP. La pérdida de
peso regula los ciclos menstruales ademas, la adicion de orlistat a los cambios en el estilo de vida tiene
efectos beneficiosos sobre otros factores de riesgo cardiovascular, incluyendo presion arterial alta y
dislipidemia @9,

El ejercicio, ademas de promover la pérdida de peso y mejorar la calidad de vida en la poblacion general,
en mujeres con SOP parece favorecer la regularidad de los ciclos menstruales. Benham y colaboradores
(2019) reportaron que en las pacientes con SOP el ejercicio ayuda a disminuir la resistencia a la insulina,
favorece el aumento de las tasas de ovulacion, lo que consecuentemente eleva las tasas de embarazo,
y promueve la salud cardio-metabdlica ©®. El ejercicio también ayuda a reducir el riesgo de desarrollar
sindrome metabdlico y a regular los niveles hormonales logrando disminuir el hiperandrogenismo. No
obstante, existe discrepancia sobre los efectos del ejercicio sobre el hiperandrogenismo, otros estudios
reportan que no existen efectos sobre el acné o hirsutismo 7).

El ejercicio no solo favorece la salud fisica de las pacientes con SOP, también favorece la salud mental.
Las mujeres con SOP tienen mayor riesgo de sufrir trastornos de depresién y ansiedad, autoestima
reducida My son propensas a desarrollar problemas alimenticios ©”. El ejercicio ayuda a las pacientes a
combatir la ansiedad y depresidn, ademas ejerce un poder de motivacion y optimismo ante el sindrome
y mejora su autoestima y percepcion corporal. La intervencion de psicélogos también es recomendada
(7, Es importante contemplar los beneficios que adiciona el ejercicio en el tratamiento de cambio de
estilo de vida, este junto a una dieta correcta tendra mejores resultados sobre la sintomatologia del SOP.
Ambos, son recomendados como una estrategia de manejo temprano para reducir las comorbilidades
relacionadas con el SOP, ya que disminuye la resistencia a la insulina, mejora las caracteristicas
metabdlicas y la autoestima.

Perspectiva
Para lograr los resultados esperados con el cambio de estilo de vida, es necesario hacer de la dieta y
ejercicio un habito y asegurar que sean permanentes en la vida del paciente. Pero empezar y mantener

un régimen de ejercicio y dieta, en la mayoria de los casos, no es sencillo. Existen diversas causas para
el sedentarismo, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) de Medio Camino

o |



Tratamiento Farmacolégico y Cambios en el Estilo de Vida en el Sindrome de Ovario Poliquistico

2016 (MC 2016), en México destacan la sobrepoblacion, la pobreza, criminalidad, falta de tiempo, calidad
del medio ambiente, acceso y condiciones de instalaciones y zonas deportivas, falta de motivacién, la
familia y desagrado por la actividad fisica o a los alimentos saludables ©®. Recientemente la ENSANUT
Continua 2022, sefiala que el aumento en estilos de vida sedentarios es alentado por la evolucion
tecnoldgica ©9. Estas barreras no solo dificultan el aumento de la actividad fisica y la mejora de la dieta,
sino que también estan interconectadas, formando parte de un ciclo vicioso que perpetta un estilo de
vida perjudicial para la salud. De acuerdo con Kelly et al, los factores socioculturales, incluyendo las
condiciones laborales son barreras significativas. Ademas, los bajos ingresos familiares estan asociados
a un menor consumo de frutas, vegetales y fibra. Los factores psicoldgicos, como la falta de capacidad
y motivacion, junto con preferencias arraigadas hacia alimentos no saludables, también complican la
adopcion de comportamientos saludables “9.

En general, estas barreras son estructurales, resultado de problemas institucionales y sociales que
quedan fuera del control de las pacientes ;Esto significa que es imposible realizar un cambio? No
necesariamente, para esto es preciso identificar las barreras de cada paciente, y asi generar estrategias
para incentivar cambios y lograr modificar el estilo de vida, considerando los siguientes criterios “:

1. Sintomas/situaciones: Elementos ambientales que no permiten que se hagan modificaciones,
por ejemplos empleos con horarios demandantes que no permiten preparar dietas saludables o el
presupuesto asignado para alimentos.

2. Cogniciones desadaptativas: Creencias, expectativas y autoevaluaciones erréneas. Por ejemplo,
creer que el ejercicio es un castigo o que los vegetales tienen mal sabor.

3. Conflictos interpersonales: Interacciones diddicas, se refleja, por ejemplo, en las interacciones
entre padres al discutir con sus hijos por no comerse los vegetales, dejando la impresion de que
comer vegetales es un castigo.

4. Conflictos sistémicos/familiares: Problemas en la familia de origen, problemas legales, redes de
apoyo, empleo.

5. Conflictos intrapersonales: Aspectos internos de la persona, autoestima, autoconcepto,
personalidad, entre otros.

Al identificar el o los problemas, es mas facil para las pacientes combatir las barreras que se encuentran
dentro de su control y generar estrategias para las que no lo estdn. Silva et al mencionan que existen
facilitadores que permiten la adopcion de actividad fisica, entre ellos, factores del nivel interpersonal,
que incluyen las redes de apoyo social, factores del entorno fisico y factores del nivel intrapersonal, que
corresponden a las preferencias individuales y la combinacién con actividades agradables y ttiles, como
las actividades diarias “?. El apoyo familiar es un facilitador clave para la aceptacién y mantenimiento de
habitos alimenticios saludables “9.

De acuerdo con Pichardo-Hernandez y Elizaldi-Lozano, el principal factor facilitador para la adopcion
y mantenimiento de una alimentacion saludable es la adquisicion de conocimiento y habilidades
significativas sobre el tema en el contexto de la propia situacion de salud ®3. Es importante considerar que
el cambio es un proceso no lineal en el cual las personas pueden tener diferentes niveles de motivacion
e intencién de modificarlo.
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Conclusion

A pesar de la diversidad de fenotipos SOP y que los
tratamientos farmacolégicos deben adecuarse a
cada paciente, el cambio en el estilo de vida muestra
eficacia a nivel endocrino, la reduccion de peso,
asi como la regulacion de los ciclos menstruales
y la ovulacién. Este tratamiento basado en hacer
adecuaciones en el estilo de vida no tiene efectos
secundarios, y adicionalmente mejora la calidad de
vida de las pacientes. Si los cambios de estilo de vida
se conjuntan con los tratamientos farmacoldgicos
habra mejoras mas significativas. A pesar de que las
barreras para lograr un cambio en el estilo de vida
son sistematicas, se debe fomentar y alentar a las
pacientes a desempeifiar su papel y a las instituciones
para cambiar los enfoques sobre los habitos que
condicionan los estilos de vida.
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Resumen

Objetivo. Determinar la bioequivalencia entre la formulacién oral
genérica de omeprazol en cépsula 20 mg (prueba®), contra una
formulacién disponible en el mercado (referencia *). Métodos. Estudio
de dosis Unica por periodo, prospectivo, longitudinal, aleatorizado (AB/
BA), simple ciego, 2X2, balanceado. La muestra fue de 38 sujetos de
investigacion de ambos sexos, sanos y en condiciones de ayuno con un
periodo de lavado de 7 dias tras recibir la formulacién alternativa. Las
muestras de sangre fueron recolectadas antes de su administracion
(tiempo 0) y después de la misma en los tiempos muestreo calculados
hasta 8.0 horas. Las muestras bioldgicas fueron almacenadas a
temperaturas dentro del rango de -55 a -85°C hasta su procesamiento
mediante cromatografia de liquidos acoplada a un detector selectivo
de masas (masas/masas). Los pardmetros como Cmax, Tmax,
ABCO-t (8 horas), ABCO-0o y t1/2 fueron determinados a partir de las
modificaciones en la concentracién plasmatica por unidad de tiempo
para ambas formulaciones. Resultados. Se concluyé que ambas
formulaciones fueron consideradas como bioequivalentes debido
a que los pardmetros farmacocinéticos Cmax, ABCt-0 y ABC0-co se
encontraban dentro del 90% de acuerdo con el intervalo de confianza
establecido en el marco regulatorio (rango de 80-125%).
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Farmacocinética

*Losec A® Genomma Laboratories México, SA de CV °Opramid®
Industrias Quimico Farmacéuticas Americanas, SA de CV.

"Unidad Clinica Farmacolégica Bioemagno SA de CV

Abstract

Background: The purpose of this study was to determine the
bioequivalence between the generic oral formulation of omeprazole in
capsule 20 mg (test®), against a formulation available on the market
(reference *).

Methods. Single-dose study per period (two), prospective, longitudinal,
single-blind, crossover, two treatments, balanced and randomized. The
sample was 38volunteers of both sexes, healthy and under fasting
conditions with a washout period of 7 days after receiving the alternative
formulation. Blood samples were collected before administration
(time 0) and after 8.0 hours. According to a random assignment,
treatment A or B was administered. Biological samples were stored
at temperatures within the range of -55 to -85°C until processing by
liquid chromatography coupled to a mass selective detector (masses/
masses). Parameters such as Cmax, Tmax, AUCO-t (8 hours), AUC0-00
and t1/2 were determined from the changes in plasma concentration
per unit of time for both formulations. Conclusions: It was concluded
that both formulations were considered bioequivalent because the
pharmacokinetic parameters Cmax, AUCt-0 and AUCO0-co were within
90% according to the confidence interval established in the regulatory
framework (range of 80-125 %).
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Pharmacokinetics

*Losec A® Genomma Laboratories México, SA de CV °Opramid®
Industrias Quimico Farmacéuticas Americanas, SA de CV.

2Departamento de Farmacologia, UNAM, 3Integracién de Ciencias Médicas UNAM
Autor de correspondencia. Email: stera@unam.mx. Susana Tera Ponce ORCID 0009-0007-2255-349X,

Efrén Alejandro Alonso Castro ORCID 0009-0001-3223-2960



Biodisponibilidad comparativa de dos formulaciones de omeprazol en voluntarios sanos mexicanos de ambos sexos

Introduccion

La hipersecreciéon gastrica es uno de los
padecimientos mas comunes en la actualidad,
cuyo impacto en la poblacidn mexicana radica en
una de sus complicaciones mas importantes, es
decir, enlaenfermedad ulcerosa. A suvez, laulcera
gastrica es la principal causa de hospitalizacion
por hemorragia de tubo digestivo alto™. La
hipersecrecién gastrica, la enfermedad ulcerosa
y el reflujo gastroesofdgico se caracterizan por
la presencia de factores de riesgo relacionados,
entre los cuales se encuentran los periodos
prolongados de ayuno, dieta con irritantes
de mucosa gastrica, tabaquismo (incluidos
los puros y cigarros electrénicos), ingesta de
alcohol, estrés, medicamentos y enfermedades
asociadas a hipertension, por mencionar algunos.
Por fortuna, en la actualidad se dispone de
multiples agentes terapéuticos para el control de
los sintomas asociados a estos padecimientos
tales como: antiacidos, antagonistas del receptor
histaminérgico H2 e inhibidores de la bomba de
protones.

Omeprazol fue aprobado por FDA en 1989 para el
manejo de enfermedades relacionadas a acidez
gastrica (reflujo gastroesofagico, Ulcera gastrica,
etc.), siendo éste el precursor de la familia de IBP.
A su vez, omeprazol ha demostrado seguridad,
eficacia y es econdémicamente accesible para
la poblacion mexicana, pues lleva mas de una
década dentro del mercado y sigue formando
parte del tratamiento de primera linea para
muchos padecimientos (por ejemplo, en el
esquema de erradicacion de Helicobacter pylori)
a nivel nacional.

Omeprazol es un bencimidazol sustituido, el cual
suprime la secrecion de acido gastrico al unirse
de manera covalente a la enzima H+/K+ATPasa,
pues esta enzima facilita el intercambio de un
hidrégeno por potasio y una vez inhibida se evita
la formacién de acido clorhidrico®. Omeprazol se
concentra dentro de los canaliculos secretores
en la célula parietal y su grado de supresion en la
secrecion gastrica se correlaciona con el area bajo
la curva (ABC), pero no se relaciona directamente
con el curso temporal de la concentracion
plasmatica del farmaco, pues el efecto maximo se

presenta 2 horas tras la administracion y perdura
hasta por 36 horas con una Unica dosis. Esto da
como resultado un rapido control de la dispepsia,
pues en este sentido omeprazol resulta mas
eficaz que los antagonistas de los receptores H2.
A suvez el efecto antisecretor depende de la dosis
y es duradero, pues a pesar de que omeprazol se
elimina rdpidamente del plasma, sigue siendo
eficaz entre las 24 y 72 horas después de una
dosis Unica®.

Omeprazol es una base débil que se degrada en
medios acidos, por lo tanto, se ha desarrollado
para uso oral con formulaciones resistentes a
los acidos que consisten en granulos de capa
entérica dentro de una capsula. Se absorbe
rdpidamente en el intestino delgado y se
mantiene en la sangre durante 3 a 6 horas. Su
administracidon concomitante con alimentos no
influye en la magnitud de la absorcién, pero si en
la velocidad®®.

Su biodisponibilidad es del 30 a 40% cuando se
administra una sola dosis al dia, su Tmax es de
10 a 90 minutos, presenta 0.3 L/kg de volumen
de distribucion, lo que significa que predomina
dentro del compartimiento intravascular y se
correlaciona con la gran afinidad por la albdmina
con una unién del 95%®. Su biotransformacion
hepatica depende principalmente del CYP2C19 y
enmenor medida, de CYP3A4. A suvez, omeprazol
puede ser sustrato de otrasisoformas del CYP450,
es un inhibidor débil del CYP2C19 e inductor de
CYP1A2, por lo cual se debe tener precaucion al
administrarse de manera concomitante con otros
sustratos fuertes como farmacos azoles, erlotinib,
diazepam, fenitoina, cilostazol, anticoagulantes
como clopidogrel y cumarinicos, pues se altera
en gran medida la depuracion de estos farmacos.
El tiempo de vida media es de una hora y presenta
farmacocinética no lineal cuando se administran
dosis repetidas®7-9,

El propdsito de este estudio fue comparar la
tolerancia y biodisponibilidad mediante una dosis
Unica de una nueva formulacién genérica de
omeprazol 20 mg y su referencia (Losec A®) en
voluntarios mexicanos sanos.
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Material y métodos

En el estudio participaron un total de 38 sujetos
sanos debido a que no asistieron cuatro
voluntarios al ingreso del primer periodo. La
muestra fue de sujetos de ambos sexos, de entre
18 a 55 afios a los cuales se les realiz6 historia
clinica, exploraciénfisica,exdmenes de laboratorio
(examen general de orina, pruebas serolégicas
para hepatitis B,C, VDRLy VIH, biometria hematica,
quimica sanguinea, lipidos y glucosa en ayuno),
electrocardiograma de 12 elementos, prueba de
deteccion de drogas y en el caso de las mujeres
participantes, prueba inmunolégica de embarazo.
Entre los criterios de exclusidon se incluyen
las condiciones médicas documentada como
padecimientos cardiovasculares, respiratorios,
renales, hepaticos o gastrointestinales, historia
de hipersensibilidad a omeprazol, historial de
abuso de sustancias o alcohol, y participacion
voluntaria en otros estudios dentro de los Ultimos
3 meses. Previo a su internamiento, se le explico
minuciosamente a cada voluntario el propdsito y
los procedimientos programados para el estudio,
ademas se obtuvo el consentimiento informado
por escrito de todos los sujetos. El protocolo de
investigacion y el consentimiento informado
fueron revisados y aprobados por una junta de
revision independiente, registrada y aprobada
por las autoridades de la Comision Nacional
de Bioética (CONBIOETICA) y por la Comision
Federal para la Proteccién contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS). Todos los procedimientos
se realizaron de acuerdo con los principios de
la Declaracién de Helsinki, las buenas practicas
clinicas y los lineamientos de la Ley General de
Salud de México.

El estudio fue prospectivo, longitudinal, simple
ciegode dosis Unica por periodo, dos tratamientos,
dos periodos, cruzado, balanceado, aleatorizado,
con un periodo de lavado del medicamento de 7
dias con un ndmero de 34 sujetos de investigacion
durante los meses de junio y julio de 2021. Los
voluntarios no consumieron ningdn medicamento,
alcohol, tabaco ni utilizaron drogas de abuso
durante los 7 dias previos al internamiento y
ni dentro de la semana posterior al inicio del
estudio. En el primer periodo, los sujetos fueron
asignados aleatoriamente para recibir la prueba

(lote BJ21066 con fecha de caducidad en marzo
de 2023) o la formulacién de referencia (lote
M20038 con fecha de caducidad en diciembre de
2022), y en el segundo periodo tras los 7 dias de
lavado los voluntarios recibieron la formulacion
alternativa. En ambas fases, los sujetos fueron
ingresados en las instalaciones de la unidad
clinicaalas 17:00 horas un dia antes de la primera
administracion del farmaco. La cena se sirvid alas
20:00 horas, conlo que se logro tener por lo menos
10 horas de ayuno previo a la administracién del
medicamento en investigacion. A las 7 horas del
dia siguiente, de acuerdo con la aleatorizacion
los voluntarios fueron instruidos para deglutir
la primera dosis con 250 ml de agua purificada
y mantener un periodo de ayuno de minimo 2
horas posteriores a la administracion. Mientras
los sujetos permanecian en la unidad clinica,
se estandarizaron los horarios de alimentacion
tanto durante el desayuno (09:05 a 09:50 horas),
durante la comida (14:05 a 14:50 horas) y durante
la cena (19:05 a 19:50 horas) con 2,531 Kcal/
dia por periodo. Se prohibié el consumo de otros
alimentos o bebidas ademas de los permitidos a
lo largo del estudio.

Muestras biologicas

Se tomaron muestras de sangre venosa en
serie mediante catéter venoso periférico con
tubos vacutainer de 10 ml, con previa purga
de la solucidn heparinizada en los siguientes
tiempos de muestreo: pre-dosis (0.0 horas), 0.50,
0.75,1.0,1.5,2.0,2.5,3.0,3.5,4.0,5.0,6.0y 8.0
horas después de la administracion del farmaco
en cada periodo. Las muestras sanguineas
obtenidas en tubos de 10 para cada uno de los
tiempos se centrifugaron a 4000 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente. Después de
su separacion, el volumen de plasma resultante
fue depositado en dos criotubos (alicuotas) de 2
mL, a los cuales se les corrobord que estuvieran
plenamente identificados y rotulados con el
codigo del estudio, nimero de sesién (periodo),
nimero de sujeto y fueron resguardados en
criotubosy se almacenaron a unatemperatura que
oscil6 entre los -80°C a -60°C, hasta que finalizd
por completo el estudio clinico; posteriormente
fueron trasladados a la unidad analitica en
estado congelado, con control y registro de la
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temperatura durante el transporte, siguiendo los
lineamientos del sistema de calidad interno para
su analisis.

Determinacion de las
concentraciones plasmaticas

Las concentraciones plasmaticas de omeprazol
fueron obtenidas en la unidad analitica de FS
SCIENTIA PHARMA, SA de CV (Tercero autorizado
por COFEPRIS) mediante cromatografia de
liquidos acoplada a un detector selectivo de
masas (masas/masas). De acuerdo con las
especificaciones de la NOM-177-SSA1-2013, la
determinacion se realiz6 por cromatografia en
fase reversa para omeprazol y el estandar interno
fue extraido del plasma con un disolvente organico
mediante una técnica analitica desarrollada
y validada. La relacién entre la respuesta
cromatografica y concentracién adicionada en
la curva de calibracion se ajusté a través de una
regresion lineal por minimos cuadrados con la
ecuaciony=mx+b,yponderacidonde sernecesario,
en donde la variable “y” es la respuesta analitica
y la concentracion “x” se obtiene interpolando la
respuesta (relacion de dreas) para cada muestra
en la ecuacion de la linea recta generada. El
instrumento que se utilizé fue un cromatégrafo de
masas-masas, triple cuadrupolo, marca Waters
y el software de control y adquisicion de datos
Mass Lynx.

Analisis farmacocinético

El calculo de los pardmetros farmacocinéticos
se determind utilizando el programa WinNonlin
8.3 (Certara, USA, Inc) considerando un modelo
extravascular, de dosis Unicay no compartimental.
El Area Bajo la Curva al dltimo tiempo de
muestreo (ABC,,) fue calculada por el método de
los trapezoides, mientras que la concentracién
plasmatica maxima (C_,) y el correspondiente
tiempo en que se alcanz6 ésta (t_, ) fueron los
valores experimentales observados mediante
los perfiles de concentracién con respecto al
tiempo tras su administracién. La velocidad de
eliminacion (ke) se calculé por regresion log-
lineal de la fase final de eliminacién, y a partir
de tal se estimd el tiempo de vida media de

eliminacion (t, ,) al dividir 0.693/ke. El Area Bajo
la Curva extrapolada al infinito (ABC, ) se estimé
sumando el cociente de la ultima concentracion
media entre ke.

Evaluacion estadistica

Los pardmetros farmacocinéticos de omeprazol
antes mencionados fueron evaluados
estadisticamente por medio del médulo de
andlisis de varianza (ANOVA) implementado
en el programa WinNonlin version 8.3 para
establecer el efecto de la secuencia, el periodo
y las formulaciones. Para establecer si existe
bioequivalencia entre ambos productos, se
desarrollé inicialmente un analisis de varianza
para disefios cruzados y posteriormente se
estimaron los Intervalos de Confianza (IC)
cldsicos al 90%, asi como el nivel de probabilidad
estimado con la prueba “t” de doble unilateral de
Schuirmanny la potencia correspondiente para las
transformaciones logaritmicas de los parametros
farmacocinéticos: C__, ABC_,y ABC, . El analisis
de los valores extremos para la distribucién de
los pardmetros farmacocinéticos individuales se
realizo con el programa estadistico Minitab ver.
15.0 (Minitab Inc, USA).

Al comparar ambas hipotesis de trabajo se
construyeron los intervalos de confianza (IC) al
90% del cociente del producto de prueba entre
el de referencia para los parametros de C_,,
ABC,, y el ABC . Ademas, la prueba limite de
bioequivalencia que se aplicé fue la prueba
“t” doble unilateral de Schuirmann con datos
transformados (logaritmo natural) a un nivel
de significancia de a=0.05 para concluir que el
cociente de los pardmetros farmacocinéticos (In
ABC_ y In ABCO_OO) del medicamento de prueba
respecto al de referencia se ubica entre 0.80 y
1.25; lo que permite concluir su bioequivalencia a
un nivel de significancia o error de tipo | (nivel de
significancia a=0.05 para ambas pruebas).

El andlisis de los valores extremos para la
distribucion de los parametros farmacocinéticos
individuales se realizé con el programa estadistico
Minitab ver. 15.0 (Minitab Inc, USA).
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Resultados

En el estudio participaron y concluyeron 34 sujetos (12 hombres y 22 mujeres) mexicanos sanos. La
media (desviacién estandar, DE) fue de 28 afios (¥9.19), indice de Masa Corporal (IMC) de 23.69 kg/
m2 (+2.65), peso de 62.16 kg (+11.1) y talla de 161.5 cm (+8.63). No hubo desviaciones al protocolo
de investigacion ni hubo diferencias significativas entre los grupos, lo que respalda una adecuada
aleatorizacion de los sujetos de estudio.

También fueron cuantificados los signos vitales de acuerdo con las especificaciones del protocolo de
investigacion; considerando los valores permitidos dentro de la normalidad en la visita de seleccién
fueron presion arterial (sentado) de 90 a 120 mmHg para la sistélica y de 50 a 80 mmHg para la
diastdlica, frecuencia cardiaca entre 60 y 100 latidos por minuto, frecuencia respiratoria entre 14 y 25
respiraciones por minuto y temperatura corporal entre 36.0 y 37.8 °C durante los tiempos de muestreo
0.0,2.0,4.0, 6.0,y 8.0 horas. La administracion de omeprazol no produjo cambios significativos de estos
ultimos parametros durante todo el estudio. Se realizé un interrogatorio dirigido y vigilancia médica para
detectar eventos adversos, ademas del aseguramiento de la integridad de los participantes a lo largo
del estudio. Durante la conducciéon en ambos periodos no se identificaron eventos adversos serios o
reacciones inesperadas. Durante el interrogatorio que se realizé al ingreso del segundo periodo, dos
sujetos refirieron haber consumido una bebida a base de jengibre y agua carbonatada. Se sabe que
esta ultima no tiene efecto directo sobre la funcién estomacal; no obstante, estdan documentadas las
alteraciones en la motilidad gastrointestinal secundarias a la ingesta de jengibre . Dado a lo anterior,
uno de los sujetos fue eliminado por criterios analitico regulatorios, que sustentaron este procedimiento.

En la figura 1 se observa que el proceso de absorcién fue completo y no presenté dobles picos que
pudiera atribuirse a circulacién enterohepdtica o reabsorcion. En la tabla No. 1 se observa que el pico
maximo(C__ ) se alcanzé entre las 1.82 'y 2.04 horas (T, ), siendo estos resultados semejantes a los
publicados en la literatura; el proceso de eliminacion fue corto y semejante entre ambas formulaciones
(1.0 a 1.05 h), por lo que sigue teniendo un componente farmacocinético seguro, de acuerdo con la
informacion tedrica descrita en el protocolo de investigacion. La eliminacion también fue completa (Ver
gréfica 1y Tabla No, 1), después de administrar una dosis de alguna de las dos formulaciones orales de
omeprazol en estudio.
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Figura 1. Curso temporal promedio (n=34; terror estandar) de omeprazol en los sujetos que recibieron
el medicamento de prueba en circulos blancos y el medicamento de referencia en circulos negros.
En la grafica A se grafican en escala aritmética y en la grafica B en escala semilogaritmica.

Tabla 1. Parametros farmacocinéticos de ambas formulaciones.

Parametro Prueba Referencia
T, (horas) 1.82+0.67 2.04+1.20
C,...(ng/ml) 360.62 + 191.07 319.78 + 217.79
t,,, (horas) 1.00 £ 0.55 1.05+0.53
ABC__ (ng*h/ml) 682.18 + 685.94 631.61 + 766.83
ABC_, (ng+h/ml) 725.50 + 868.46 691.14 + 986.74

La Tabla 2 muestra los resultados del analisis de bioequivalencia de los pardmetros farmacocinéti-
cos (Cmax, ABCO-t y el ABC0-00) evaluados y se demuestra que se encuentran dentro de los limites de
aceptacién, dando cumplimiento a la NOM-177-SSA1-2013.
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Tabla 2. Resultados de la comparacion estadistica entre las formulaciones de prueba y de referencia
de omeprazol.

Variable C.i ABC,, ABC,
Cociente Prueba/Referencia 111.90 111.04 108.93
Intervalo clasico al 90% 96.86 - 129.28 100.71 - 122.43 100.21 - 118.41

Porcentaje de variabilidad

interindividual 58.91 49.89 47.92

Es importante resaltar que se demuestra que omeprazol es de alta variabilidad en poblacién mexicana
(Ver tabla No. 3), de igual forma que en la extranjera obteniendose Coeficiente de Variacion (CV) Intra-
sujeto (%) mas alto para C__ (58.91%) menos variable para ABC, (49.89%) y con mas baja variabilidad
entre los farmacos de alta variabilidad ABC_ ; (47.92%). Estos valores son fundamentales para el calculo
del tamafio de la muestra de futuros estudios de bioequivalencia.

Tabla 3. Andlisis de varianza en disefios cruzados para evaluar los efectos de la formulacion, el
periodo, los efectos fijos y la variacion debido a la secuencia en cada sujeto sobre los parametros
farmacocinéticos del omeprazol en los sujetos que recibieron el medicamento de referencia Losec A® o
el de prueba Opramid® (n=34).

Variable Efecto Glljados 22 SHRECE Cuadrfldo Probabilidad CV/T
ibertad cuadrados medio Intrasujeto
Secuencia 1 0.7593 0.76 1.0620 0.3105
Sujeto (Secuencia) 32 22.8780 0.71 2.0600 0.0224
LnC__ Form 1 0.8921 0.89 2.5704 0.1187 58.91
Periodo 1 0.7124 0.71 2.0526 0.1616
Error 32 11.1058 0.35
Secuencia 1 0.1953 0.20 0.1786 0.6754
Sujeto (Secuencia) 32 35.0010 1.09 4.3936 0.0000
Ln_ABC,, | Form 1 0.7648 0.76 3.0721 0.0892 49.89
Periodo 1 0.2811 0.28 1.1291 0.2959
Error 32 7.9663 0.25
Secuencia 1 0.1975 0.20 0.1703 0.6826
Sujeto (Secuencia) 32 37.1178 1.16 5.0520 0.0000
Ln_ABCo_m Form 1 0.6237 0.62 2.7163 0.1091 47.92
Periodo 1 0.1487 0.15 0.6478 0.4268
Error 32 7.3471 0.23

Con el tamafio de muestra (34) que concluyd el estudio, fue suficiente para alcanzar la potencia
estadistica. Con los tiempos de muestreo propuestos, se caracterizd la farmacocinética completamente.
Se cumplieron con los criterios de aceptacion de las pruebas estadisticas de bioequivalencia (Intervalo
de Confianza cldsico al 90% y la prueba unilateral de Schuirmann) para los pardmetos farmacocinéticos
Cmax, ABC,,y ABC_, . segun lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013 (ver tabla
4), y por ende se concluy6 que la formulacién de prueba OPRAMID® (cépsula de 20 mg) de Industrias
Quimico Farmacéuticas Americanas, SA de CV es bioequivalente con respecto a la formulacién de
referencia LOSEC A® (capsulas de 20 mg) de Genomma Laboratories de México, SA de CV.
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Tabla 4. Evaluaciéon estadistica de bioequivalencia para los parametros de biodisponibilidad del
omeprazol en los sujetos que recibieron el medicamento de referencia Losec A® o el de prueba Opramid®
sin los dos sujetos excluidos (n=32).

Omeprazol (n=32) Sin los dos sujetos excluidos del estudio

Formulacion A Formulacién B Prueba Intervalos de confianza
Referencia Cociente al 90% (%)
Parametro B/A
% o

Media EE Media (%) LS ELECED
aceptacion

Ln_C_. 5.66 0.10 5.73 0.10 107.37 94.11 122.49 75-133

Ln_ABC_, 6.21 0.12 6.28 0.12 107.41 98.78 116.79 80-125

Ln_ABC, 6.24 0.12 6.31 0.12 107.12 98.74 116.21 80-125

Prueba t doble unilateral de Schuirmann

Cumple
Parametro Criterio de Potencia criterios de Conclusion
p<LI p>LS [ J aceptacion aceptacion
LnC_ 0.00000 0.00000 0.00000 p<0.05 0.0000 Si Bioequivalente
Ln_ABC,, 0.00000 0.00223 0.00223 p<0.05 0.9958 Si Bioequivalente
Ln_ABC, 0.00000 0.00155 0.00155 p<0.05 0.9970 Si Bioequivalente

C__ Concentracion plasmdética méxima; ABCo_tArea bajo la curva al punto de final de observacion; ABC,_ Area bajo la curva

max

extrapolada al infinito; EE Error estandar; LI Limite inferior; LS Limite superior del intervalo de confianza; p probabilidad

Discusion

Los 34 sujetos completaron los dos periodos del estudio (Pl y Pll) del estudio. Ambas formulaciones
fueron bien toleradas debido a que no se reportaron efectos adversos. Durante el estudio, los signos
vitales no sufrieron variaciones clinicamente relevantes o significativas asociadas a la administracién
del medicamento tanto con la formulacién de prueba ni con la de referencia. Los valores observados de
los pardmetros farmacocinéticos de omeprazol después de la administracion oral en sujetos en ayunas
coincidieron con los descritos en la literatura internacional. Con base en los resultados farmacocinéticos
y estadisticos de este estudio se concluye que el omeprazol es seguro y bioequivalente.
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Descripcion.
Obra inspirada en el tema “Aportaciones a la Farmacologia del uso terapéutico de plantas, productos
animales y minerales.”

Plasme mi visién del uso de plantas y flores por sus efectos para el uso terapéutico. Dibuje algunas de
estas en la pintura, al médico usarlas, preparando una extraccion para una pequefia con mala salud.
Una imagen que plasma el uso y principios de estas para la farmacoterapia.
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