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RESUMEN

INTRODUCCION: Conocer la eficacia metabolica del higado de
pacientes en tratamiento con firmacos altamente téxicos es
de gran importancia clinica.

MATERIAL Y METODOS: En el presente trabajo se ha evaluado
el efecto, en ratas, de la administracion de vinorelbina sobre
la eficacia metabdlica del higado mediante los parametros
farmacocinéticos de la fenazona. Asimismo se han compara-
do con pruebas habitualmente utilizadas cuando se sospecha
una disfuncion hepatica.

RESULTADOS: Tras la administracion de vinorelbina en ratas
los parametros farmacocinéticos de antipirina cambiaron
significativamente al compararlos con los de ratas control.
En las tratadas con vinorelbina se produjo una prolonga-
cion de la vida media de la antipirina, asi como una dismi-
nucion de la constante de eliminacion y del aclaramiento,
cambios que fueron estadisticamente significativos (p <
0,01). Al mismo tiempo, se hallaron relaciones estadistica-
mente significativas entre la vida media de la antipirina y
las concentraciones de albimina sérica (p < 0,01), al igual
que con el tiempo de protrombina (p < 0,001).

CoNCLUSION: La prueba de antipirina permite la deteccion
temprana de disfuncion oxidativa, producida por vinorelbi-
na, con una escala sensitiva.

MICROSOMAL OXIDATIVE METABOLISM IN THE
LIVER OF RATS TREATED WITH VINORELBINE:
EVALUATION THROUGH ANTIPYRINE ELIMINATION

BACKGROUND: Determination of the metabolic efficiency of
the liver in neoplastic diseases in patients receiving highly
toxic drugs is of great practical importance.
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METHODS: The effect of vinorelbine on the metabolic effi-
ciency of the liver was evaluated by means of phenazone ki-
netics in rats. The test was compared with a battery of tests
routinely used whenever hepatic dysfunction is suspected.
RESULTS: Vinorelbine was administered to the rats and the
pharmacokinetic parameters of antipyrine were compared
with those in control rats. A statistically significant prolon-
gation of the elimination half-life, as well as a decrease in
the elimination constant and clearance of antipyrine were
found in the rats receiving the anticancer drug in compari-
son with controls (p < 0.01). Statistically significant correla-
tions were found between the elimination half-life of antipy-
rine and serum albumin values (p < 0.01) and prothrombin
time (p < 0.001).

CoNCLUSIONS: Determination of antipyrine pharmacokine-
tics allows early detection of vinorelbine-induced hepatic
dysfunction, with a sensitive scale.

INTRODUCCION

El conocimiento de la eficacia metabdlica del higado en
pacientes con procesos neopldsicos sometidos a trata-
mientos con farmacos altamente t6xicos, asi como en pa-
cientes con enfermedades no oncoldgicas pero tratados
con citostaticos, es de gran importancia practica.

El uso de la vinorelbina, un alcaloide semisintético de la
vinca (Vinca rosae), se ha extendido rdpidamente para el
tratamiento del linfoma maligno, cancer de mama y cancer
de pulmén no microcitico'. Este farmaco muestra neuroto-
xicidad reducida en comparacién con otros alcaloides de la
vinca y la toxicidad que limita su dosis parece ser la neutro-
penia*3. Como los otros alcaloides de la vinca, se elimina a
través del metabolismo hepatico y por excrecion biliar®’,
Parece que la isoenzima del sistema hepatico P-450 mas ac-
tiva en el ser humano es la CYP3A4%°. En las instrucciones
de administracién contenidas en la ficha técnica del farma-
co y en diversas publicaciones'®!! se recomienda la reduc-
cién de la dosis en los pacientes con disfuncion hepdtica.
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De todos los farmacos empleados en la valoracién de la
capacidad metabdlica oxidativa hepatica, el mas utilizado
es la antipirina, y es la prueba de referencia'?>'® en la biis-
queda de relaciones tanto entre sus parametros farmacoci-
néticos y los datos bioquimicos como con hallazgos his-
tolégicos en las biopsias, observaciones clinicas o
supervivencias en distintas hepatologias: cirrosis'’"°, hi-
gado graso?, disfuncién hepética inducida por la adminis-
tracion de farmacos'#?"?, anestesiologia®, pediatria®~2,
entre otros.

La antipirina o fenazona es un derivado pirazolénico uti-
lizado desde hace unos 100 afios como antipirético, an-
tiinflamatorio y analgésico. En Occidente no se utiliza
desde hace afios, puesto que con otros compuestos del
grupo (aminopirina, dipirona) produce agranulocitosis,
pero atn se emplea en el tercer mundo. En los paises oc-
cidentales se utiliza como test de funcién hepatica. Se ha
establecido que en el ser humano es metabolizada por al
menos 6 isoenzimas del sistema P-450: CYP1A2,
CYP2A6, CYP2CS, CYP2C9, CYP2C19 y CYP3A4%, y
en ratas Wistar por CYP1A2, CYP2C, CYP3A3 y
CYP3A4%. En esta especie la cinética de eliminacién de
la antipirina refleja ampliamente el grado de oxidacion;
por lo tanto la fenazona es bdsica como modelo en el es-
tudio de los factores que influyen en la oxidacion de far-
macos in vivo.

Por todo lo expuesto anteriormente, el objetivo de nuestro
estudio ha sido la evaluacién del efecto de la vinorelbina
sobre la farmacocinética de la antipirina en ratas, e inten-
tar relacionar los datos indicativos de la capacidad de sin-
tesis proteica, destruccién de los hepatocitos y de la fun-
cién metabolizadora con los pardmetros farmacocinéticos
de la antipirina como marcador hepético.

MATERIAL Y METODOS

Animales y tratamiento

Se ha dispuesto de un total de 36 ratas de la especie Rattus norvegicus,
variedad albina, raza Wistar. Todos los animales, tanto controles como
experimentales, tenfan un peso inicial promedio (+ desviacién estdndar)
de 203,34 + 31,46 g (intervalo de confianza del 95%, 172,51-234,17) y
entre 8 y 10 semanas de edad. Se les suministré agua y comida ad libi-
tum. Su acondicionamiento se realizé segin las normas habituales para
roedores (temperatura de 22 a 24 °C y fotoperiodo de 12 h). Se distribu-
yeron las ratas en 4 series, segun el tiempo (en semanas) de tratamiento
ya sea con CINa o con vincrelbina: a las ratas de la serie control de una
semana se les administraron 100 pl de CINa al 0,9% por via intravenosa,
en la semana siguiente se les realizé el estudio farmacocinético con la
administracién intravenosa de antipirina (10 mg/kg) y se recogieron
muestras de sangre a las 0,5, 1, 2, 3y 5 h, y al finalizar este estudio se
efectuaron las determinaciones bioquimicas; a las ratas control de 2 se-
manas se les administré una dosis de 100 pl de CINa al 0,9% cada se-
mana; las ratas tratadas con uno y 2 ciclos recibieron, en vez de CINa,
vinorelbina por via intravenosa (30 mg/m?). El estudio farmacocinético
se realiz6 siempre al finalizar el tratamiento, ya fuera de 1 o de 2 ciclos.

Técnicas analiticas

Para las determinaciones bioquimicas séricas se utiliz6 un autoanaliza-
dor de bioquimica sérica Technicon DAX 2000®. Para medir la activi-
dad de protrombina se utiliz6 un equipo compuesto por un FP 401 Incu-
bator® y un FP 910 Coagulation Analyzer Labsystems®.

La determinacién de antipirina y fenacetina (utilizada como referencia
interna) en suero se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta reso-
lucion. La columna utilizada fue una LiCHrospher 100 RP-18 (5 pm)

LiCHroCART 250-4, que utiliza como fase mévil una mezcla que con-
tiene un 45% de metanol y un 55% (v/v) de un tampén fosfato de 67
mM a pH de 7. Esta fase se hace pasar por una bomba de cromatografia
a un flujo constante de 0,8 ml/min hasta alcanzar presiones de 3.000 psi.
La inyeccién de la muestra en el sistema es de un volumen de 50 pl y la
lectura se realiza a una longitud de onda de 254 nm. El tiempo de reten-
ci6n es de 6,10 min para la antipirina y de 10 min para la fenacetina. Se
emplea un método de extraccién conocido®, con ligeras modificaciones.
A 100 pl de suero se le afiaden 50 ul de fenacetina (20 pg/ml), 100 pl de
NaOH 1| N y 8 ml de diclorometano. Se agita y centrifuga. Se recoge la
fase orgdnica y se evapora bajo corriente de nitrégeno a sequedad. Se
reconstituye con 200 ul de fase mévil inyectando 50 pl.

Calculos farmacocinéticos

El célculo de los pardmetros farmacocinéticos de antipirina se realiz6
segiin un modelo monocompartimental con administracién intravenosa.
Se calcularon los siguientes parametros:

1. Constante de eliminacién (K,)): la pendiente de la recta que se obtie-
ne por medio del ajuste por minimos cuadrados de los puntos obtenidos
al representar el logaritmo de la concentracion frente al tiempo.

2. El é4rea bajo la curva desde tiempo cero hasta infinito se estima por
integracién trapezoidal: (AUC),, = AUC,, + C/K_; donde C, de la tlti-
ma concentracion de antipirina.

3. Vida media de eliminacién (t,,,) = 0,693/K '8

4. Volumen aparente de distribucién (V) = CI/K.

5. Aclaramiento plasmético (Cl) = D/AUC, donde D es la dosis admi-
nistrada y el AUC se calcula mediante el método trapezoidal con extra-
polacion al infinito.

Analisis estadistico

Los valores de la muestra o de las caracteristicas de la muestra se des-
criben mediante la media (= desviacién estandar) y se extrapolan a la
poblacién general mediante el intervalo de confianza del 95%. Se com-
probé el supuesto de normalidad mediante el test de de Shapiro-Wilks.
Se verificé la homogeneidad de variancias entre los resultados de cada
distribuciéon mediante el test de Levene. El cdlculo de la significacién
estadistica entre la media de los 2 grupos controles y los 2 tratados, tan-
to para un ciclo como para 2, se realiz6 mediante las pruebas de la t de
Student-Fisher y U de Mann-Whitney.

La relacion entre las distintas pruebas bioquimicas de funcién hepética y
los parametros farmacocinéticos de antipirina se efectué mediante el co-
eficiente de correlacién de Pearson y el coeficiente de correlacion de
Spearman. En todos los casos se acepté como significativo un valor de
p <0,05.

RESULTADOS

Como se puede observar en la tabla I, la administracién
de vinorelbina en 1 y 2 ciclos no cambi6 la actividad de
la creatinfosfocinasa, aspartatoaminotransferasa y lactato-
deshidrogenasa. Igualmente los valores medios de fosfa-
tasa alcalina en las ratas control, tanto de un ciclo como
de 2 ciclos, no presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos. En cambio aumenté de forma
estadisticamente significativa en las ratas tratadas con
respecto a las controles (p < 0,05 en un ciclo; p < 0,01 en
2 ciclos). Por su parte, la gammaglutamiltranspeptidasa
(GGT) no cambié en las ratas tratadas con un ciclo de vi-
norelbina, pero aumenté significativamente (p < 0,01) en
las tratadas con 2 ciclos.

No se encontraron diferencias significativas respecto a la
alaninaaminotransferasa (ALT) entre controles y ratas
tratadas con un ciclo de vinorelbina; sin embargo, hubo
diferencias significativas entre las ratas tratadas con 2 ci-
clos de vinorelbina y sus controles (p < 0,05).

En la tabla I se observa que en los valores medios de al-
bumina las diferencias entre las ratas tratadas con 2 ciclos
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TABLA 1. Actividad enzimatica, sustratos metabdlicos y tiempo de protrombina

Control 1 ciclo 1 ciclo Control 2 ciclos 2 ciclos
Fosfatasa alcalina (U/1) 183,3 13,9 186 +41,8 183,6 = 14,13 190 + 30,6
GGT (U/N) 1,66 = 0,8 2=x1 1,83 +0,75 43 = 1,49°
AST(U/N) 141 = 28 159,7 = 38,8 177 £43,5 170,5 £ 42,2
ALT (U/) 63,16 = 15,9 64,5 +12,2 57,8 +9,8 72,00 = 6,7
LDH (UN) 652,6 + 60,96 626 42,1 662 + 21,6 648,7 + 58,6
FA (U/) 160 = 59,48 238,77+ 77,8 155,1 £44,2 271,1 = 67,9
Albtimina (g/dl) 34 +0,28 3,0 0,54 3,26 £ 0,27 2,18 £ 0,4°
Bilirrubina total (mg/dl) 0,31 £ 0,04 0,3+0,04 0,36 = 0,05 0,31 £ 0,04
Creatinina sérica (mg/dl) 0,45 = 0,05 0,47 = 0,06 0,45 = 0,05 0,47 = 0,09
Glucosa (mg/dl) 1745 + 18 164,7 £ 33,5 132 £ 23,7 166,9 = 32,5
Colesterol (mg/dl) 44,16 4,4 439 =7 41,83 6,8 42,8 + 8,08
Triglicéridos (mg/dl) 30,3 + 8,6 35 %9,67 32,16 £9,3 58,7 +13,5°
Tiempo de protrombina (s) 14,83 = 1,13 24,71 = 6,27¢ 14,08 = 0,91 17,73 = 3,08
GGT: gammaglutamiltranspeptidasa; AST: aspartatoaminotransferasa; ALT: alaninaaminotransferasa; LDH: lactatodeshidrogenasa; FA: fosfatasa alcalina.
*p < 0,05.
°p <0,01.
°p < 0,001.
TABLA II. Parametros farmacocinéticos de antipirina
Vida media (h) Aclaramiento (I/min/kg) V, (I’kg) K, (min™)
Control 1 ciclo 2,5+0,7 54107 +(2,6-107) 0,99 + 0,18 5,3-10° £ (2,4 x 10)
1 ciclo 5,09 = 1,3° 2,2-10°% + (1073 1,04 £ 0,15 2,4-103 + (6 x 104
Control 2 ciclos 2,52 0,48 4,6-10° £ (107) 0,96 = 0,11 4,7-103 = (9 x 10%)
2 ciclos 10,17 +3,98° 1,4 - 1072 £ (5-10%° 1,03+0,13 1,3-103 £ (5 x 107#)°
V4 volumen de distribucién; K : constante de eliminaci6n.
ip <0,01.
p <0,001.
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y sus controles fueron muy significativas (p < 0,01).
También hubo diferencias significativas con respecto a
las concentraciones séricas de triglicéridos entre el grupo
tratado con 2 ciclos de vinorelbina y sus controles (p <
0,01).
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Por lo que se refiere a la actividad de protrombina (tabla
1), al final del tratamiento con un ciclo de vinorelbina se
hall6 significativamente disminuida (p < 0,001). Igual su-
cedio en las ratas tratadas con 2 ciclos de vinorelbina (p <

0,05).

Fig. 1. Vida media de la antipirina.
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Fig. 3. Constante de eliminacion
de antipirina.

Por otro lado, la cinética de la antipirina vari6 significati-
vamente después de la administracién de vinorelbina. En
la tabla II se recogen los datos farmacocinéticos obteni-

dos. Las comparaciones entre los distintos grupos en cuan-
to a la vida media de la antipirina, su aclaramiento y su
constante de eliminacién pueden verse en las figuras 1-3.
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Fig. 4. Correlacion entre la vida media de la
antipirina y albiimina en un ciclo (correla-
cion de Pearson = —0,98; p < 0,01). tmanc:
vida media de antipirina un ciclo.
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Fig. 5. Correlacion entre la vida media de la
antipirina y el tiempo de protrombina en un
ciclo (correlacion de Pearson = 0,84; p <
0,01). tmalcicl: vida media de antipirina un
ciclo.

Se hall6 una correlacion estadisticamente significativa
entre la vida media de la antipirina y la tasa sérica de al-
bimina, pero sélo en el grupo de ratas tratadas (coeficien-
te de correlacion de Pearson = —0,98; p < 0,01) (fig. 4).
Asimismo se observé una buena correlacion entre el au-
mento de la vida media de la antipirina y el aumento del
tiempo de protrombina en todas las ratas tratadas con vi-
norelbina, tanto en las de un ciclo (fig. 5) como en las de
2 (fig. 6).

DISCUSION

El aumento significativo de la fosfatasa alcalina en las ra-
tas tratadas tanto con un ciclo como con 2 no llegé a tri-
plicar el valor normal en ambos casos, lo que coincide
con lo comunicado por otros autores*2. Una variacion
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de estas caracteristicas (en las que los valores de la fosfa-
tasa alcalina no superan 3 veces los valores normales) se
puede producir en otras enfermedades sin afectacion he-
patica®.

En cuanto a la GGT y ALT, tnicamente se vieron altera-
das en las ratas tratadas con 2 ciclos. En el caso de la
GGT indicaria un compromiso hepatico moderado, ya
que el aumento es igual al observado en enfermos con
cdncer de mama y metdastasis hepdticas, y en otro grupo
con enfermedad extrahepdtica, ambos tratados con vino-
relbina®. El grado de significacién de las diferencias con
respecto a la ALT fue pequefio, lo que podria indicar una
incipiente lesion hepatica, como se sefiala en otros estu-
dios?34,

Con respecto a los valores medios de albimina, las dife-
rencias muy significativas entre las ratas tratadas con 2
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ciclos y sus controles indican una disfuncién hepatica al
final del tratamiento. En cambio, en procesos cirréticos
provocados por el empleo de hepatotoxinas la hipoalbu-
minemia se observa desde el inicio del tratamiento y se
mantiene hasta el final®.

La elevacién de triglicéridos en el grupo tratado con 2 ci-
clos de vinorelbina coincide con lo comunicado por Dian-
zani*, quien describe estas acumulaciones observadas en
esteatosis.

La disminucién del tiempo en que la protrombina pasé a
trombina en los 2 grupos tratados puede deberse a una
sintesis inadecuada de los factores de coagulacién por in-
suficiencia hepdtica. Estos resultados coinciden con los
descritos por Eguchi et al*” en un estudio sobre trasplan-
tes de hepatocitos aislados en ratas con insuficiencia he-
patica fulminante.

El tratamiento con vinorelbina mostré una acentuada dis-
minucién de la eliminacién plasmadtica de antipirina. Tras
el tratamiento con vinorelbina el aclaramiento de antipiri-
na disminuy6 en un 59,26% en las ratas con un ciclo de
vinorelbina y en un 74,08% en las tratadas con 2 ciclos.
En nuestro estudio la vida media de la antipirina aumenté
de forma muy significativa en las ratas tratadas con res-
pecto a sus controles, al igual que en otros estudios en ra-
tas tratadas con vincristina, andloga de la vinorelbina?, y
con 5-fluorouracilo y ciclofosfamida®. Estos resultados
son semejantes a los obtenidos por otros autores en estu-
dios con diversas sustancias de caracteristicas fisiol6gicas
semejantes***. Incluso se pueden comparar con los des-
critos por Zhu et al*® en ratas a las que se indujo una gra-
ve intoxicacion hepdtica por tetracloruro de carbono.

La relacién estadisticamente significativa entre la cinética
de eliminacién de la antipirina, la tasa sérica de albimina
en las ratas tratadas con un ciclo y el aumento del tiempo
de protrombina en los 2 grupos de ratas tratadas, que tam-
bién se ha encontrado en pacientes con hepatopatias cré-
nicas y cirrosis*“?, refleja la estrecha relacién entre la

eliminacién de antipirina y los datos bioquimicos indica-
tivos de la capacidad de sintesis hepatica. No obstante, di-
cha disminucién de la sintesis hepatica en el caso de la al-
bumina sélo fue significativa en las ratas tratadas con
2 ciclos; en cuanto al tiempo de protrombina, hubo rela-
ciones con la cinética de la antipirina en las ratas tratadas
tanto con uno como con 2 ciclos, pero las diferencias mds
significativas (p < 0,001) se dieron entre las ratas de un
ciclo y sus controles. En las tratadas con 2 ciclos las dife-
rencias fueron menores (p < 0,05). Al estudiar la cinética
de eliminacién de la antipirina vimos que las diferencias
eran claramente significativas en las ratas tratadas con un
ciclo y esas diferencias se mantuvieron e incluso aumen-
taron en las ratas tratadas con 2 ciclos.

Las pruebas bioquimicas para valorar la funcién hepatica
son poco especificas y poco sensibles para predecir la ca-
pacidad de sintesis de sustancias endégenas por el higado.
Ademais, son poco ttiles para calcular la reserva hepatica
para metabolizar fairmacos. La biotransformacién de la
antipirina depende de la actividad microsémica ligada al
P-450 y, por lo tanto, su cinética de eliminacién esta cla-
ramente influida por la inhibicién o induccién que farma-
cos o sustancias exdgenas puedan ejercer sobre la activi-
dad del sistema enzimatico de la fraccién microsémica
hepatica.

La prueba de la antipirina permite la deteccién temprana
de disfuncién oxidativa producida por vinorelbina, con
una escala sensitiva, lo cual podria ser muy qtil en la mo-
nitorizacién de la posologia de este farmaco, con el fin de
individualizar las dosis, y asi evitar intoxicaciones e in-
fradosificaciones, tanto en los pacientes sin signos clini-
cos de hepatopatia previa a la administracion del antineo-
plasico como en aquellos en quienes se sospecha una
lesidn hepatica preexistente.

La determinacion de la eliminacién de antipirina antes y
después del tratamiento con antineopldsicos y con farma-
cos eliminados por la misma subfamilia que la antipirina
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proporciona una informacion directa del estado metabodli-
co del higado como resultado del tratamiento, de forma
que en la utilizacién de esta prueba en humanos cada pa-
ciente puede ser su propio control.
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