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RESUMEN

En la actualidad, es frecuente recurrir a la administracién conjunta de mas de un
farmaco para el tratamiento de un estado patoldgico o de varios coexistentes. Ante esta
situacion, una de las cuestiones fundamentales que surgen es determinar si la combina-
cidn especifica de farmacos administrada a un paciente da lugar a una interaccion, en-
tendiendo por tal cualquier alteracion de la respuesta previsible a la accion de un farma-
co como consecuencia de la presencia de otro farmaco, alimentos u otros agentes quimi-
cos.

Aunque en algunas ocasiones la interaccion medicamentosa puede ser benefi-
ciosa desde el punto de vista terapéutico, como ocurre con la administracion conjunta de
agentes antihipertensivos y diuréticos que mejora la respuesta antihipertensiva, sin em-
bargo, en la mayoria de los casos, presenta consecuencias adversas para el paciente. En
general, los efectos adversos pueden ser controlados modificando la dosis, la pauta poso-
logica o bien, recurriendo a la utilizacion de alguna sustancia que pueda paliar la interac-
cion, aunque resulta mucho mas seguro, siempre que sea posible, evitar la asociacion de
los agentes interactuantes.

En este trabajo se aborda el estudio de los fundamentos de las interacciones
farmacocinéticas que afectan a los procesos de absorcion y distribucién de los farmacos
en el organismo. Las primeras, se manifiestan fundamentalmente tras la administracion
de los farmacos por via digestiva y pueden ocurrir por uno o mas de los mecanismos que
se indican a continuacion: modificacion del pH en el lugar de absorcién, adsorcion, ad-
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sorcion-intercambio i6nico, formacidn de quelatos o complejos, procesos de competicion
por un portador, modificacion del transito gastrointestinal, etc.

En las interacciones que afectan a la distribucion de los farmacos por el orga-
nismo suelen estar implicados procesos de desplazamiento del compuesto unido a las
proteinas plasmaticas. La consecuencia mas importante de una interaccion por despla-
zamiento seria el aumento de la respuesta farmacoldgica y, probablemente, también de la
toxicidad del agente que es desplazado. Sin embargo, hay que tener en cuenta que dichos
aumentos tienen caracter transitorio, debido a la accién compensatoria que supone la
mayor eliminacion del farmaco, por lo que las repercusiones clinicas de este tipo de
interacciones son, en general, de escaso relieve y si se conocen los mecanismos, se pue-
den prever sus consecuencias.

Palabras clave: Interacciones farmacocinéticas. Absorcion. Distribucion.

SUMMARY

The basis of drug pharmacokinetic interactions (I)

Nowadays, it is a very common practice to use simultaneously more than one
drug for the treatment of one or more coexisting pathological states. Under these circum-
stances, it is of special interest to determine if the specific drug combination used pro-
duces an interaction, that is, if the effects of one drug are changed by the presence of
another drug, food, drink or by some environmental chemical agent.

Sometimes a drug interaction can be beneficial and valuable, such as the delib-
erate co-prescription of antihypertensive drugs and diuretics in order to achieve anti-
hypertensive effects possibly not obtainable with either drug alone. However, in the
majority of cases, the consequences of a drug interaction are adverse and undesirable. A
solution to this problem would be to adjust the doses or the dosage regimen although, if
possible, the easiest solution would be to choose a non-interacting alternative.

The purpose of this work is to study the basis of the pharmacokinetic interac-
tions which affect the processes by which drugs are absorbed and distributed in the body.
The first ones arise mainly when the drugs are given orally and, very many drugs which
interact do so, not by a single mechanism, but often by two or more of the following
ones: modification of the gastrointestinal pH, adsorption, quelation and other complex-
ing mechanisms, active transport competition, changes in gastrointestinal transit, etc.

When referring to those interactions which affect the process by which drugs
are distributed within the body, the mechanism mainly involved is the displacement of
the primary drug from its plasma binding site, leading to altered kinetics and in some
instances changed drug effects in the patient and, possibly, toxicity. However, these
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altered responses are transient probably due to the corresponding increase in the elimina-
tion of the drug. The clinical consequences of drug displacement interactions have gen-
erally been overstated and can be easily prevented.

Key words: Pharmacokinetic interactions. Absorption. Distribution.

En la actualidad es frecuente recurrir a la administracion conjunta
de mas de un farmaco para el tratamiento de un estado patoldgico o de
varios coexistentes. Los objetivos de la politerapia se orientan tanto a au-
mentar la eficacia terapéutica como a disminuir la toxicidad de los agen-
tes medicamentosos (1). Asi, es frecuente llevar a cabo la administracion
de mas de un agente terapéutico en el tratamiento de la insuficiencia car-
diaca, hipertension, terapia antineoplasica, cuidados paliativos, etc.

Ante esta situacion, una de las cuestiones fundamentales que sur-
gen es determinar si la combinacion especifica de farmacos administrada
a un paciente determinado da lugar a una interaccion.

Una interaccion medicamentosa se puede definir como cualquier
alteracion de la respuesta previsible a la accion de un farmaco como con-
secuencia de la presencia de otro fairmaco, alimentos u otros agentes qui-
micos.

Las interacciones medicamentosas pueden ser beneficiosas o per-
judiciales. En el primer caso, la interaccion resulta util desde el punto de
vista terapéutico, como ocurre con las intoxicaciones por analgésicos
opiaceos, levodopa y anticolinesterasicos que pueden ser antagonizadas
por la administracion conjunta de naloxona, piridoxina y atropina, respec-
tivamente. Asimismo, la administracion de antihipertensivos y diuréticos
mejora de forma acusada la terapia antihipertensiva (2).

Sin embargo, en la mayoria de los casos, el resultado de la interac-
cion presenta consecuencias adversas para el paciente. Asi por ejemplo,
en pacientes tratados y controlados con warfarina, se pueden producir
procesos hemorragicos si se les administra fenilbutazona (3) o azapropa-
zona (4,5), sin llevar a cabo una reduccion adecuada de la dosis del anti-
coagulante. La pérdida de eficacia terapéutica producida por una posible
interaccion puede convertir en vulnerables a pacientes cuyo bienestar de-
pende del uso profilactico de un fairmaco determinado. Un caso de este
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tipo se manifiesta cuando se produce una pérdida del efecto anticoncepti-
vo hormonal como consecuencia de la administracion conjunta de farma-
cos que estimulan su metabolismo como la griseofulvina (6), barbituricos
(7), carbamazepina (8,9), fenitoina (9), felbamato (10), rifampicina (11),
ritonavir (12), etc.

En general, los efectos adversos de una interacciéon medicamento-
sa pueden ser controlados modificando la dosis, la pauta posoldgica o
bien recurriendo a la utilizacion de alguna sustancia que pueda paliar la
interaccion aunque resulta mucho mas seguro, siempre que sea posible,
evitar la asociacion de los agentes que interaccionan. Asi, la administra-
cion de diuréticos del tipo de la furosemida (13) o la clorotiazida (14) en
pacientes digitalizados puede provocar toxicidad del agente cardioténico,
posiblemente debido a la pérdida de potasio que producen este tipo de
diuréticos. Para evitar dicha interaccion se recomienda administrar dichos
diuréticos con suplemento de potasio o bien sustituirlos por diuréticos
ahorradores de potasio tales como triamtereno o espironolactona.

Una disminucién en la eficacia, consecuencia de una interaccion,
puede a veces ser tan peligrosa como una aumento de la accidn terapéuti-
ca. Asi ocurre cuando a un paciente que esta siendo tratado con warfarina
se le administra rifampicina, agente que estimula el metabolismo del pri-
mero, con lo que es necesario reajustar, en este caso incrementar, la dosis
del compuesto anticoagulante para mantener su efecto terapéutico (15).

La frecuencia de las interacciones beneficiosas o adversas de cier-
ta importancia se desconoce, si bien, la probabilidad de que se manifies-
ten es tanto mayor cuanto mayor sea el numero de firmacos que se admi-
nistren conjuntamente. Hay estimaciones que aportan valores de entre un
3 y un 5%, en pacientes tratados con un numero reducido de formacos, y
hasta un 20%, en aquellos pacientes que reciben mas de 10 farmacos.
Como la mayoria de los pacientes hospitalizados suelen estar tratados con
varios agentes terapéuticos, la importancia del problema es claramente
significativa (1,16).

Finalmente, debemos indicar que en la mayoria casos, aunque se
produzca una interaccion, los agentes interactuantes, si son necesarios,
pueden seguir administrindose conjuntamente con el fin de controlar la
patologia, siempre que se realice una evaluacion exhaustiva de las res-
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puestas obtenidas, y se proceda a reajustar adecuadamente las dosis de los
agentes terapéuticos.

Atendiendo a su naturaleza, las interacciones se pueden clasificar
en:

1) Interacciones farmacotécnicas: se refieren a incompatibilidades
de tipo fisico-quimico que afectan a la liberacion del principio activo. Su
conocimiento atafie al responsable de la preparacion, ya que se engloban
dentro de los aspectos puramente tecnoldgicos, y es por lo que no seran
tratadas aqui.

2) Interacciones farmacodindmicas: son aquellas en las que los
efectos de un farmaco son modificados por la presencia de otro agente
que interacciona en el lugar de accion. En ocasiones, los farmacos compi-
ten por receptores especificos aunque, generalmente, se trata de un proce-
so indirecto que supone la interferencia con distintos mecanismos fisiolo-
gicos.

La modificacién producida como consecuencia de este tipo de in-
teraccion puede suponer la exaltacion, adicion o disminucion de la inten-
sidad de la respuesta.

Cuando se produce un aumento del efecto, consecuencia de la in-
teraccion, éste puede ser debido a la suma de los efectos individuales de
los farmacos implicados y se le denomina sinergismo aditivo. Se habla de
sinergismo de potenciacion cuando el efecto resultante es superior a la
suma de los efectos individuales. Por ultimo, si lo que se manifiesta es
una reduccion del efecto, consecuencia de la interaccion, se le denomina
antagonismo.

El sinergismo y el antagonismo se pueden manifestar tanto en los
efectos terapéuticos como en los efectos colaterales o secundarios.

La actividad antimicrobiana de la combinacién de trimetroprima y
sulfametoxazol es superior a la suma de las acciones que tienen ambos
por separado. Se produce por tanto, una interaccion por sinergismo de
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potenciacion, que resulta util desde el punto de vista terapéutico. Dicho
efecto sinérgico es consecuencia de sus acciones sobre dos pasos de la via
enzimatica para la sintesis de acido tetrahidrofdlico. La sulfonamida in-
hibe la incorporacion de PABA en el 4cido félico y la trimetropima pre-
viene la reduccion de dihidrofolato a tetrahidrofolato (2).

La administraciéon conjunta de gentamicina (17) o tobramicina
(18) y cefalotina da lugar a una interaccién por sinergismo aditivo de
efectos adversos, que se manifiesta con un aumento de la nefrotoxicidad
causada por el aminoglucosido.

Los anticoagulantes orales compiten con la vitamina K para redu-
cir la sintesis hepatica de factores de la coagulacion. Si se administran
cantidades apreciables de vitamina K se aumenta la sintesis de los facto-
res de la coagulacion, con lo que se disminuye el efecto del agente anti-
coagulante. En este caso, se trata de una interaccidon por antagonismo
(19).

3) Interacciones farmacocinéticas: se deben a modificaciones pro-
ducidas por el agente desencadenante sobre los procesos de absorcion,

distribucion, metabolismo y excrecidon del fArmaco cuyo efecto se ve mo-
dificado.

Dependiendo del proceso afectado las podemos clasificar en cua-
tro grupos:

- Interacciones farmacocinéticas que afectan al proceso de absor-
cion.

- Interacciones farmacocinéticas que afectan al proceso de distri-
bucidn.

- Interacciones farmacocinéticas que afectan al metabolismo.

- Interacciones farmacocinéticas que afectan a la excrecion.

En esta primera parte se aborda el estudio de las interacciones
farmacocinéticas que afectan a los procesos de absorcion y distribucion de
los farmacos.
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INTERACCIONES FARMACOCINETICAS QUE AFECTAN AL
PROCESO DE ABSORCION

Para que un farmaco ejerza su efecto terapéutico es necesario que
alcance la circulacidon general. Este proceso estd condicionado por la via
de administracion, de manera que, salvo en aquellos casos en que se de-
posita en el torrente circulatorio o en el lugar de accion (administracion
intravenosa, intra-arterial, intra-raquidea), en el resto de las situaciones es
necesario que el farmaco atraviese una o mas membranas bioldgicas para
alcanzar la circulacién sistémica. A este paso a través de membranas se le
denomina absorcion.

En general, durante el proceso de absorcion, el paso de los farma-
cos a través de las barreras bioldgicas tiene lugar por los siguientes meca-
nismos (20-24):

1. Difusion pasiva. Puede tratarse de una difusion a través de
membranas lipidicas o bien a través de poros acuosos. En el primer caso,
tiene lugar a favor de gradiente de concentracidén y depende, fundamen-
talmente, de la diferencia de concentracion de farmaco a ambos lados de
la membrana, de las caracteristicas de la misma, del pH del medio biold-
gico en cuyo seno se encuentra el principio activo y de caracteristicas
fisicoquimicas del agente terapéutico, como son su pKa y liposolubilidad.

Las moléculas polares e ionizadas no se absorben o lo hacen muy
lentamente, mientras que moléculas lipofilas atraviesan las membranas
muy rapidamente, como consecuencia de su disolucion en las regiones
apolares de la bicapa lipidica. Ademas, la forma no ionizada de algunos
compuestos es capaz de difundir a través de la bicapa lipidica de la mem-
brana, mientras que la forma ionizada no lo es, a no ser que su lipofilia
sea elevada. Como la mayoria de los farmacos son 4cidos o bases débiles
parcialmente ionizados, es por lo que se absorben fundamentalmente por
difusion pasiva a través de membranas lipidicas.
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La difusion pasiva por poros se logra gracias a la existencia de
unos canales o poros acuosos que atraviesan la membrana y comunican
las partes acuosas que hay a ambos lados de la misma. En este tipo de
transporte se produce una transferencia de agua a través de la membrana
capaz de arrastrar a los solutos disueltos en ella, siempre que sean capa-
ces de atravesar los poros. El paso tiene lugar a favor de gradiente y esta
condicionado por el tamafio de los poros, el cual varia en funcion del lu-
gar de absorcion que se considere.

El tamafio molecular de la mayoria de los fArmacos sugiere que la
difusién por poros es poco importante en la absorcion por via oral, al con-
trario de lo que ocurre cuando se administran por via intramuscular o sub-
cutanea.

2. Transporte mediado. En el transporte mediado, el farmaco se
une a un componente de la membrana (portador) que permite su paso a
través de la misma. El portador es una proteina que forma parte de la
membrana, de manera que, en primer lugar, se une el farmaco a la protei-
na, a continuacion se produce un cambio conformacional en dicho porta-
dor y por ultimo, se realiza el paso del farmaco al otro lado de la mem-
brana al liberarse de su union al portador.

Este tipo de transporte es selectivo, ya que el portador tiene afini-
dad por determinados compuestos y, ademads, es saturable, cuando la con-
centracion de farmaco es muy elevada.

El transporte mediado puede ser activo o facilitado. En el transpor-
te activo, el paso se realiza en contra de gradiente y por tanto, requiere de
un consumo de energia que proviene de procesos metabdlicos. Por el con-
trario, la difusién facilitada se realiza a favor de gradiente sin consumo
energético.

3. Transporte por pares de iones. Existen farmacos que son elec-
trélitos fuertes o moléculas altamente ionizadas, que mantienen su carga a
cualquier pH fisiolégico. Estos principios activos, cuando se unen a com-
puestos de carga contraria, forman un par iénico cuya carga global es nu-
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la, de manera que el complejo neutro resultante difunde a través de la
membrana, mediante transporte por par io6nico.

4. Transporte por endocitosis. En el proceso de endocitosis, la
membrana forma una vesicula hacia el interior, englobando al farmaco y
transportandolo a través de ella. Dentro de la endocitosis, si el material
transportado es sdlido se llama fagocitosis y, cuando se captan moléculas
solubles, pinocitosis.

De todos estos mecanismos sefialados, la mayor parte de los far-
macos se absorben por difusion pasiva a través de membranas lipidicas, el
transporte por difusion a través de poros lo utilizan sustancias polares de
tamafio pequefio, normalmente inferior a 250 daltones.

El transporte activo lo utilizan los antibidticos B-lactamicos, la
levodopa, el baclofeno y algunos antitumorales. Las vitaminas, como la
riboflavina y la tiamina, se absorben por difusion facilitada y, los com-
puestos con cargas positivas, como el propranolol y la quinina, por pares
de iones. El mecanismo de endocitosis lo utilizan moléculas de gran ta-
mafio como las vitaminas liposolubles.

Cuando el medicamento se administra por via intramuscular o
subcutdnea, la absorcion se realiza por difusion pasiva, prevaleciendo la
difusion por poros. En la mucosa géastrica se produce difusion pasiva,
aunque también los farmacos pueden absorberse por transporte activo. En
el intestino delgado, lugar idoneo de absorcion, ésta se puede realizar por
cualquiera de los mecanismos indicados. Por lo que se refiere a la absor-
cion a través de las mucosas del intestino grueso y del recto, el proceso
fundamental que interviene es la difusion pasiva y, en menor proporcion,
la pinocitosis. A través de piel y otros mucosas, como la bucal, sublin-
gual, nasal, ocular y pulmonar, la absorcion se realiza mayoritariamente
por difusion pasiva.

De todas las vias de administracion de medicamentos, las vias
digestiva, intramuscular e intravenosa son las mas utilizadas. En la via
intravenosa no existe proceso de absorcion por tanto, no se producirdn
interacciones a este nivel. La via intramuscular ofrece pocas posibilidades
de interaccion, ya que normalmente la modificacion del proceso de absor-
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cion corresponde mas bien a recursos farmacotécnicos orientados a modi-
ficar la absorcion que a interacciones propiamente dichas.

Finalmente, hay que indicar que las interacciones que afectan al
proceso de absorcidn se manifiestan fundamentalmente, tras la adminis-
tracion de los medicamentos por via digestiva, siendo éstas las que van a
ser tratadas a continuacion.

Las interacciones farmacocinéticas que cursan con modificacion
de la absorcidn se pueden producir por uno o mas de los mecanismos si-
guientes:

1. Modificacién del pH en el lugar de absorcion.

2. Adsorcion, adsorcidn-intercambio idnico y formacion de quela-
tos o complejos.

3. Procesos de competicidén por un transportador.
Modificacion de la motilidad gastrointestinal
5. Alteracion de la membrana de absorcion.

Independientemente del mecanismo implicado en el proceso, el
resultado final de la interaccidn puede originar una modificaciéon en la
cantidad de principio activo absorbido, con disminucién o aumento de la
biodisponibilidad en magnitud, y/o bien una modificacién en la velocidad
de absorcion, con modificacion de la biodisponibilidad en velocidad, que
puede aumentar o disminuir.

Las interacciones que cursan con una modificacidon en la cantidad
de principio activo absorbido tendrdn gran importancia desde el punto de
vista terapéutico, cuando la interaccion de lugar a concentraciones plas-
maticas que se encuentren siempre por debajo de la concentraciéon minima
eficaz (CME) o por encima de la concentracién méxima tolerada (CMT)
(Figura 1). La modificacion de la biodisponibilidad en magnitud puede
causar ineficacia terapéutica, efectos toxicos o bien, una modificacién en
la duracidn de los efectos observados.
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Figura 1. Curva 1: interaccion que cursa con aumento de la cantidad absorbida con
obtencion de concentraciones superiores a la concentracion maxima tolerada.
Curva 2: evolucion tedrica de niveles plasmaticos-tiempo del farmaco de referen-
cia. Curva 3: interaccion que cursa con disminucion de la cantidad absorbida.
C.M.T. (concentracion maxima tolerada) y C.M.E: (concentracion minima eficaz).
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Cuando la interaccion cursa con variacion en la velocidad de ab-
sorcion y el farmaco presenta un valor de semi-vida prolongada, la re-
percusion clinica es minima. Sin embargo, cuando se desea una respues-
ta rapida (analgésicos, hipnoéticos, terapia antibacteriana,etc.) la interac-
cion puede tener mayor relevancia.

1. Modificacion del pH en el lugar de absorcion

La absorcion de farmacos administrados por via oral, tanto en
formas solidas como liquidas, depende de valor de pH que exista en el
lugar de absorcion. Si éste se modifica, la absorcion puede verse com-
prometida por los siguiente motivos:

1. 1. Modificacion de la estabilidad del farmaco

Algunos agentes terapéuticos sufren una descomposicion no meta-
bolica, pH dependiente, total o parcialmente, en contacto con los fluidos
gastricos, debido a su reactividad quimica. Ello supone una modifica-
cion de la cantidad absorbida, dependiendo del pH en el lugar de absor-
cion.

La biodisponibilidad oral de la ampicilina es del orden de 45 %,
debido a que sufre descomposicidon parcial cuando se encuentra en me-
dio 4cido géstrico. Un incremento del pH en el lugar de absorcion origi-
na una disminucion de la degradaciéon de la ampicilina. Del mismo mo-
do, la eritromicina, por ser un farmaco labil en medio &cido, puede sufrir
una menor degradacion si se produce una discreta elevacion del pH en el
lugar de absorcidn. Por este motivo, la utilizacién de ésteres de eritromi-
cina evita la degradacion del farmaco en el medio gastrico y una vez que
alcanza el intestino delgado, por accion de las estearasas se produce la
liberacion del antibiotico.

La didanosina sufre un proceso de degradacion hidrolitica en me-
dio acido, de tal manera que cuando se administra con agentes modifi-
cadores del pH gastrointestinal, como son los antihistaminicos H,, puede
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aumentar su absorcion. Asi, se ha observado un incremento de la bio-
disponibilidad en magnitud de un 14%, en pacientes que tomaban raniti-
dina (25), si bien la interaccidén no presenta relevancia clinica. Por ello,
este compuesto antirretroviral se formula con agentes tamponantes, con
objeto de mantener el pH tan alto como sea posible con el fin minimizar
la hidrélisis provocada por el 4cido gastrico.

1.2. Modificacion del coeficiente de solubilidad

La solubilidad de farmacos de caracter acido, tales como el acido
acetilsalicilico se puede incrementar al aumentar el pH, mientras que
disminuye en aquellos que presentan caracter basico, como el meproba-
mato. Si unicamente es susceptible de absorberse el farmaco disuelto, se
comprende que la modificacion del pH puede modificar la cantidad ab-
sorbida.

El saquinavir presenta una biodisponibilidad por via oral baja de-
bido a su escasa solubilidad y a que sufre un efecto de primer paso in-
tenso. Su biodisponibilidad oral puede aumentar cuando se administra
con ciertos alimentos como zumo de pomelo y comidas con un alto con-
tenido graso, que favorecen su disolucion y posterior absorcién. Ade-
mas, la presencia de alimentos disminuye el efecto de primer paso, por
lo que se recomienda administrar saquinavir con la dieta (26,27).

La administracion de neutralizantes con preparados no microniza-
dos de glibenclamina triplica la biodisponibilidad en magnitud de ésta e
incrementa ligeramente su velocidad de absorcién. Dicho aumento se
debe a que la elevacion del pH gastrico aumenta la solubilidad de los
farmacos de caracter acido y la velocidad de absorcidn (28).

El ketoconazol es una base poco soluble que debe transformarse
en un clorhidrato facilmente soluble. Sus niveles plasmaticos disminu-
yen notablemente cuando se administra con antisecretores o neutralizan-
tes del jugo géastrico, debido a que un aumento del pH géstrico disminu-
ye la disolucion y absorcion del agente antifiingico. La solubilidad del
ketoconazol depende por tanto, del pH, de manera que al aumentar éste
disminuye su biodisponibilidad en més de un 90% (29-31).
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1.3. Modificacion de la liberacion del principio activo a partir de su
forma farmacéutica (20-24)

La liberacion selectiva de fAirmacos en una zona determinada del
tracto gastrointestinal puede modularse mediante la utilizacién de exci-
pientes cuya solubilidad sea pH dependiente. Asi ocurre con ciertos re-
cubrimientos de formas soélidas, fundamentalmente derivados celulosi-
cos y acrilicos. Estos polimeros son insolubles a pH 4cido y no liberan el
principio activo, haciéndolo a partir de un determinado valor del mismo.

En estos casos, una modificacion del pH en el lugar de absorcion
puede ser suficiente para modificar la liberacion del principio activo y
por consiguiente, su absorcion.

1.4. Modificacion de la fraccion de farmaco no ionizada (20-24)

La absorcion, para la mayor parte de los farmacos, tiene lugar co-
mo consecuencia de un proceso de transporte por difusion pasiva, donde
el paso estd claramente condicionado, entre otros factores, por el pH.

El pH que existe en cada tramo de la luz intestinal condiciona la
mayor o menor ionizacioén de los fdrmacos de caracter adcido o basico dé-
bil.

Los farmacos basicos de pKa del orden de 7,5 se ionizan alrededor
de un 100% en el estdmago, un 99% en las fracciones proximales del in-
testino delgado y, en cambio, en el iledn y el colon estan ionizados tan
solo en una proporcion de aproximadamente, un 24%. La elevacion del
pH en el lugar de absorcion conduce, en este tipo de farmacos, a una dis-
minucion de la fraccidon ionizada con aumento de la no ionizada, que es
como se absorben los principios activos mediante procesos de difusion
pasiva a través de membranas lipidicas.

El caso inverso es el de los farmacos 4cidos débiles de pKa del
orden de 4-5. Estos farmacos estan ionizados en un 10% en estdmago, un
70% en duodeno y en un 100% en ileén y colon. El aumento del pH en el
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lugar de absorcion origina una disminucion de la forma no ionizada, que
tal como indicamos, es la forma en la que el farmaco se absorbe por difu-
sidn pasiva.

Los agentes antidcidos, antihistaminicos Hj anticolinérgicos, asi
como los modificadores de la bomba de protones, incrementan el pH en el
lugar de absorcion de la mayor parte de los farmacos, por tanto, son sus-
ceptibles de producir interacciones por modificacién del proceso de ab-
sorcion. De forma andloga, la ingesta de alimentos incrementa el pH, con
la misma repercusion en los procesos de absorcion.

2. Adsorcion, adsorcion- intercambio ionico y formacion de comple-
jos

2.1. Adsorcion

Interaccidn de tipo fisico-quimico en la que una sustancia exdge-
na (adsorbente) administrada conjuntamente con un farmaco (adsorbato)
es capaz de adsorberlo, produciendo una disminucion de la cantidad ab-
sorbida.

Cuando se produce este tipo de interaccion, la fraccion de fairmaco
administrada no esta disponible para absorberse, porque el sélido adsor-
bente-adsorbato es insoluble en los fluidos gastricos y/o intestinales, y
por lo tanto, transitara por el tracto gastrointestinal y se eliminard a tra-
vés de las heces, provocando una disminucidn de la biodisponibilidad en
magnitud.

El agente adsorbente puede interaccionar con el farmaco en las
siguientes fases:

a. Fase de absorcion. Tras la administracion de ambos agentes por via
oral (adsorbente y adsorbato), el efecto observado es una disminu-
cion de la cantidad absorbida.

b. Fase de reabsorcion. El farmaco implicado en este tipo de interac-
cion debe suftrir ciclo entero-hepatico y puede haber sido adminis-
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trado por via oral, parenteral o rectal. La interaccion cursa con la
ruptura del ciclo entero-hepatico, de tal manera que se impide de
nuevo la reabsorcion, lo que cursa con disminucion de la semi-vida
plasmatica, favoreciéndose su eliminacion a través de las heces.

Entre las sustancias exogenas capaces de interaccionar con los
farmacos por un mecanismo de adsorcidén se encuentran, componentes
de la dieta, excipientes de la formulacion, asi como otros farmacos.

Interacciones que cursan con este mecanismo son las que se pro-
ducen cuando el carbon activo, la bentonita, el caolin o el caolin-pectina,
que son potentes adsorbentes, fijan a farmacos tales como la lincomicina
(32), carbamazepina, tolbutamida, 4cido valproico (34), digoxina, feni-
toina, acido acetilsalicilico (35), fenobarbital (36), cloroquina (37), pi-
rimetamina (38), etc.

Desde el punto de vista terapéutico, las consecuencias de este tipo
de interaccidon son muy diversas. En ocasiones se observa una ineficacia
terapéutica, mientras que en otras, este tipo de interaccidn resulta intere-
sante por la posibilidad de paliar los efectos de ciertos farmacos después
de una intoxicacion.

El tiempo que media entre la administracion de ambos agentes, asi
como la velocidad de absorcion del farmaco son factores que condicio-
nan este tipo de interaccion. Asi, la biodisponibilidad oral del fenobarbi-
tal se reduce a valores del orden del 10% con respecto a la situacién
control (sin agente adsorbente), cuando se administra carbon activo a los
5 minutos de la administracion del farmaco y, al 70%, cuando el tiempo
que transcurre entre ambas administraciones es de 1 hora (36). Si la ab-
sorcion es rapida y el tiempo que media entre la administracion del far-
maco y el agente adsorbente es del orden de 1 hora, el fArmaco se absor-
berd antes de que el agente adsorbente alcance el lugar de absorcion y
entonces, su efecto serd casi imperceptible. En contraposicion, si el far-
maco se absorbe muy lentamente, el agente adsorbente coincidird fisi-
camente en el lugar de absorcion con el remanente de farmaco no absor-
bido, impidiendo su absorcién (Figura 2).
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-f— Sin carbén active | -f—=&in carbén activo

Con carbén active

carbdén active

Niveles plasmaticos

01 2 3 4 56 7 8 9 10 | 01 2 3 4 586 7 8 9 10
tiempo (horas) | tiempo (horas)

Figura 2. Simulacién de niveles plasmaticos de dos farmaco con absorcion rapida
(A) y lenta (B) respectivamente, cuando se administran con y sin carbdn activo.

Tal como se indicd anteriormente, este tipo de interaccion puede
ser interesante en el tratamiento de algunas intoxicaciones agudas por
farmacos. Asi por ejemplo, la eficacia del carbon activo es tanto mayor
cuanto menor es el tiempo transcurrido entre la intoxicacion y el trata-
miento y, a igualdad de tiempo, resulta mas eficaz cuanto mas lentamen-
te tenga lugar el proceso de absorcion del farmaco.

Ademas, el agente adsorbente puede interaccionar con el farmaco
impidiendo su reabsorcion cuando se trate de farmacos que sufren ciclo
entero-hepatico. En estos casos, para que se produzca la rotura de dicho
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ciclo, el tiempo transcurrido entre la administracion del farmaco y el
agente adsorbente habra de ser de mas de una hora.

2.2. Adsorcion-intercambio ionico

La colestiramina y el colestipol son agentes antihiperlipémicos,
capaces de reducir los niveles de colesterol y acidos biliares, disminu-
yendo la lipidemia y colesterolemia. Estas resinas, cuando se adminis-
tran por via oral, no se absorben, pero son capaces de fijar sustancias de
caracter anionico que se encuentren en la luz intestinal, como los meta-
bolitos del colesterol y los acidos biliares, impidiendo la absorcién de
lipidos y disminuyendo los niveles de lipidos circulantes.

Por este mismo mecanismo, las resinas de intercambio idénico pue-
den interaccionar con numerosos farmacos como fenilbutazona, warfari-
na (39), digitoxina, digoxina (40,41), etc., originando una disminucién
de la cantidad de farmaco absorbido y/o una rotura del ciclo entero-
hepético, cuando la interaccion se produzca con fairmacos capaces de
eliminarse significativamente a través de la bilis, sufriendo reabsorcidon
posteriormente.

Esta interaccion puede tener relevancia desde el punto de vista cli-
nico ya que se origina una disminucion de los efectos terapéuticos.

Las interacciones por adsorcidon-intercambio i6nico se pueden pre-
venir y evitar cuando cursan con disminucion de la cantidad absorbida,
si la colestiramina o el colestipol, asi como otras resinas de intercambio
i6nico, se administran una hora antes o al menos tres horas después de
la administracion del farmaco con el que interaccionan.

Las interacciones que obedecen a una modificacion del ciclo ente-
ro-hepatico y que podrian producirse con fairmacos que se eliminan en
un porcentaje importante por via biliar y que necesitan de las secrecio-
nes biliares para su absorcién, no son susceptibles de evitarse, si bien
deben tenerse en cuenta por la posible significacion clinica que pudie-
ran tener. La administracion de colestiramina y digitoxina provoca un
aumento de la eliminacién del cardiotonico por via biliar debido a la ro-
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tura del ciclo entero-hepatico. Dicha interaccion puede tener significa-
cion clinica.

Si se produce este tipo de interaccion al administrar conjuntamente
warfarina y colestiramina, serd necesario controlar el tiempo de pro-
trombina y aumentar la dosis del agente anticoagulante, a no ser que se
retrase la administracion de la resina de 3 a 6 horas.

2.3. Formacion de complejos

En este tipo de interaccidn, una sustancia exogena y/o enddgena
puede unirse a un principio activo, originando un complejo. Si el comple-
jo que se forma es mas soluble que el firmaco que se administra, se puede
aumentar su biodisponibilidad en magnitud. Mientras que, si es menos
soluble, se puede producir una disminucién de la cantidad de farmaco
absorbida.

Dentro de este tipo de interacciones, se pueden citar aquellas en
las que intervienen iones metalicos como calcio, hierro, magnesio, bismu-
to, aluminio, etc.

Una de las interacciones mas conocidas que cursa con formacion
de complejos es la que se produce entre el calcio y la tetraciclina (42).
Esta puede interaccionar, también, con todos los cationes di y trivalentes
(hierro, cobre, niquel, zinc, magnesio, aluminio, etc.) siempre que ambos
agentes se encuentren en cantidad suficiente para formar un complejo. La
interaccion con cobre, zinc y niquel carece de importancia, ya que estos
metales se suelen encontrar en cantidades de trazas en el lugar de absor-
cion. No ocurre lo mismo con el calcio, hierro, magnesio o aluminio que
pueden encontrarse en cantidades suficientes para formar un complejo.
Como consecuencia de esta interaccion la tetraciclina no solo ve dismi-
nuida su absorcidn, sino que también se produce una disminucioén de sus
efectos antibacterianos.

La ciprofloxacina (43-45), ofloxacina (46), penicilamina (47), son
otros farmacos que también ven reducida su biodisponibilidad, cuando se
administran con antiacidos que contienen hidroxido de aluminio o magne-

144



68 (2), FUNDAMENTOS DE LAS INTERACCIONES FARMACOCINETICAS

sio u otros cationes divalentes (calcio y hierro), debido a la formacion de
complejos insolubles.

El sucralfato reduce de forma acusada la absorcion de ciprofloxa-
cina, enoxacina, levofloxacina, ofloxacina y norfloxacina, cuando se ad-
ministran conjuntamente por via oral. Asi, se ha observado una disminu-
cion de la biodisponibilidad del 88% para la enoxacina y del 70% para la
ciprofloxacina, debido a la formacién de quelatos insolubles entre el
hidréxido de aluminio del sucralfato y los grupos 4-ceto y 3- carboxilo de
la quinolona en el tracto gastrointestinal (48-50).

Habitualmente, para disminuir los efectos de este tipo de interac-
cion se recomienda espaciar la administracion de ambos agentes como
minimo 2 horas.

En la mayoria de las ocasiones la interaccion cursa con la forma-
cion de un complejo menos soluble que el farmaco aunque a veces, el
complejo es mas soluble. Asi, anticoagulantes orales como dicumarol y
warfarina, cuando se administran de forma conjunta con hidréxido de
magnesio y trisilicato de magnesio, respectivamente, forman un complejo
de quelacion mas facilmente absorbible, ocasionando un incremento de
los niveles plasmaticos y por tanto, del efecto terapéutico (51,52).

3. Procesos de competicion por un portador

Los azucares (glucosa), aminoacidos (leucina, arginina, metionina,
alanina), vitaminas (tiamina, riboflavina, acido ascorbico, piridoxina), asi
como algunos biocatalizadores, como el hierro, requieren de la presencia
de un portador para su absorcidn.

Determinados farmacos con analogia estructural a las sustancias
naturales indicadas se absorben utilizando los mismos transportadores.
Tal es el caso de levodopa, aminopenicilinas, corticosteroides, baclofeno,
etc.

Si ambos agentes, farmaco y sustancia natural, se administran con-
juntamente por via oral y compiten por el mismo portador en su proceso
de absorcion, se puede producir una interaccién farmacocinética con dis-
minucién de la biodisponibilidad del farmaco.
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La levodopa es un agente antiparkinsoniano que, cuando se admi-
nistra con una dieta rica en fenilalanina, puede producirse por competi-
cion por el mismo transportador una reduccion considerable de la biodis-
ponibilidad oral del antiparkinsoniano por ello, en los casos en que no sea
posible administrar la levodopa distanciada de las comidas, la dieta debe
estar practicamente exenta de proteinas que contengan fenilalanina.

4. Modificacion de la motilidad gastrointestinal (22-24)

El proceso fisioldgico que regula el paso del contenido géstrico
hacia el duodeno a través del piloro se denomina vaciamiento gastrico.
Dicho proceso puede condicionar la velocidad de absorcion de los princi-
pios activos, ya que el intestino delgado es el lugar de absorcidn por exce-
lencia para la mayor parte de los farmacos.

La presencia de alimentos y de ciertos farmacos puede modificar
la velocidad de vaciamiento géstrico.

En general, se considera que la ingesta de alimentos disminuye la
velocidad de vaciamiento géstrico. Por lo que se refiere al volumen de
alimento, su influencia se traduce en un incremento de la semivida de
vaciado. Asi, las comidas frugales vacian mas rapidamente que las copio-
sas.

La influencia del volumen administrado adquiere una significacién
especial para fAirmacos poco solubles, cuando se administran en ayunas
con volumenes variables de agua o liquidos acuosos. Si no se logra la
disolucion completa del farmaco en el estdbmago, consecuencia de haber
ingerido un volumen insuficiente, su absorcién puede estar condicionada
por la disolucion de éste a lo largo de su transito intestinal. Por el contra-
rio, si el farmaco se ha disuelto completamente en el estomago, la absor-
cién podra ser inmediata, o por lo menos, mucho mas rapida, pudiendo
incluso hallarse limitada por la velocidad de vaciamiento gastrico si el
farmaco es muy absorbible. Con el fin de favorecer la absorcion, se reco-
mienda ingerir un volumen de liquido (agua, zumos) no inferior a 100 ml
por toma oral.
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En funcién de la consistencia del alimento ingerido, el acceso del
contenido gastrico al duodeno se produce de acuerdo al orden siguiente:

Fluidos> semisélidos > s6lidos

Los componentes quimicos de la dieta humana inhiben la veloci-
dad de vaciamiento por dos mecanismos, nervioso y hormonal. Asi, por
mecanismo hormonal actian los glucidos, que se comportan como inhibi-
dores moderados y los lipidos, que actuan como inhibidores potentes. Las
proteinas, por mecanismo nervioso, producen una inhibicion intermedia
entre los dos anteriores.

Cuando el pH del contenido géstrico se mantiene dentro de los
limites fisiologicos, su influencia en la velocidad de vaciamiento géstrico
presenta poco relevancia. Sin embargo, en los estados de hiperclorhidria
se produce retraso del vaciamiento gastrico, al igual que tras la adminis-
tracion de agentes antiacidos a dosis elevadas.

Otro de los factores que influyen en la velocidad de vaciamiento
es la tonicidad del contenido gastrico. Iones como potasio, calcio, sulfato,
etc, que son relativamente voluminosos, tienden a retrasar el vaciamiento
tanto mas cuanto mayor es su concentracion en el medio, de la misma
forma que ocurre con los azucares (glucosa, sorbitol, etc.) En contraposi-
cion, iones como cloruro, sodio, bicarbonato, etc., y algunos compuestos
de bajo peso molecular (urea, glicerina), cuando se encuentran a concen-
traciones bajas lo activan, y lo retardan a concentraciones claramente hi-
pertonicas. El agua potable y las aguas minerales, al ser soluciones hipo-
tonicas de iones cloruro, bicarbonato y sodio, actian como activadores
del vaciamiento gastrico.

La temperatura influye también en la velocidad de vaciamiento
gastrico, de tal manera que las comidas frias vacian mas rapidamente que
las calientes.

La posicién del cuerpo condiciona también la velocidad de vacia-
miento géstrico y asi, la posicion de dectbito supino lateral derecho, favo-
rece el vaciamiento, mientras que la decubito supino lateral izquierdo lo
retrasa.
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Los agentes terapéuticos pueden, bien por su accidon especifica
sobre el sistema nervioso auténomo o como consecuencia de sus efectos
no especificos, modificar la velocidad de vaciamiento géstrico. De tal
forma que los farmacos con actividad procinética, como los agentes coli-
nérgicos y los simpaticoliticos, aumentan la velocidad de vaciamiento
gastrico, mientras que los eucinéticos, como son los anticolinégicos,
adrenérgicos, bloqueantes ganglionares o los analgésicos opiaceos, la
disminuyen.

La metoclopramida y la propantelina son dos agentes terapéuticos
con actividad antiemética y anticolinérgica, respectivamente y que tienen
por tanto, efectos contrapuestos sobre el vaciamiento gastrico, de tal ma-
nera que son capaces de modificar la absorcidon de otros farmacos, como
el paracetamol. La administracién de metoclopramida y paracetamol da
lugar a un aumento de la velocidad de absorcidn de este ultimo, obtenién-
dose una concentracion maxima (Cp,x) mas alta que en la situacion con-
trol (paracetamol solo) y una reduccion del tns. La propantelina, como
todos los anticolinérgicos, conduce a un efecto opuesto, aumenta el t
y desciende el Cpsx (Figura 3). Sin embargo, en ambos casos, la cantidad
total absorbida de paracetamol es del mismo orden (53).
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La cisaprida es una ortopramida anéaloga a la metoclopramida que
produce efectos similares a ésta en cuanto a la modificacion de la veloci-
dad de absorcion de otros farmacos, cuando éstos se administran conjun-
tamente por via oral. Asi, puede aumentar la velocidad de absorcion del
diazepan y la disopiramida (54,55).

Los opioides y sus andlogos actiian retrasando considerablemente
el vaciamiento gastrico y el transito intestinal, pudiendo retrasar la velo-
cidad de absorcion de los agentes terapéuticos que se administren conjun-
tamente por via oral (56,57).

El intestino delgado es el lugar idoneo para la absorcién de farma-
cos administrados por via oral y su aprovechamiento por tanto, dependera
del tiempo que éstos permanezcan en dicha zona. Si el farmaco transita
rapidamente por el tracto intestinal su absorcion puede ser incompleta,
disminuyendo su biodisponibilidad en magnitud. En contraposicion, una
velocidad de transito demasiado lenta puede favorecer la exposicion del
farmaco a enzimas, secreciones, flora bacteriana, etc., capaces de degra-
darlo, antes de su absorcion. De ahi, la gran importancia que tiene el co-
nocimiento de los factores que condicionan la motilidad intestinal.

La motilidad intestinal puede verse modificada por la presencia
de alimentos y determinados farmacos. Asi, los alimentos suelen activarla
dependiendo del volumen, viscosidad, composicion y tonicidad del con-
tenido.

El volumen de alimento, contrariamente a lo que sucede en el caso
del vaciamiento gastrico, aumenta el transito, de forma que las comidas
copiosas transitan mas rapidamente que las ligeras. A su vez, la viscosi-
dad del contenido intestinal puede retrasar la disolucidon de los fdrmacos
que se encuentren en forma sélida y la difusioén del principio activo di-
suelto hacia la membrana de absorcion, disminuyendo su absorcion.

La composicion de la dieta es otro factor que modifica la motili-
dad intestinal, de tal manera que los hidratos de carbono la exaltan, las
proteinas lo hacen en menor proporcion y los lipidos apenas la modifican.
Ademas, la presencia de cantidades elevadas de sal en los alimentos es-
timula la motilidad intestinal.
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Como ya hemos indicado, algunos farmacos pueden modificar la
motilidad intestinal asi, los agentes colinérgicos la incrementan y los an-
ticolinérgicos la retrasan.

Debido al efecto anticolinérgico que presentan los antidepresivos
triciclicos, pueden aumentar la absorcidon del dicumarol, debido proba-
blemente a que se prolonga el tiempo durante el cual estd disponible para
su disolucion y posterior absorcion. Por el contrario, la absorcion de la
levodopa se ve disminuida al estar expuesta durante mas tiempo a la ac-
cion enzimatica de la mucosa intestinal

Si se produce un aumento en la motilidad intestinal, ésta puede te-
ner las siguientes consecuencias:

1- Absorcion incompleta del farmaco, si el transito es demasiado
rapido. Esta interaccion puede afectar a los farmacos poco solubles (cu-
yo proceso de disolucion puede ser incompleto), los hidrofilos (cuya ba-
ja constante de absorcion no garantiza que ésta sea integra) y a aquellos
que se absorben por mecanismos especializados de transporte en lugares
muy especificos.

2- Aumento de la absorcion de farmacos poco solubles en el estoma-
g0, ya que al aumentar la motilidad intestinal se favorece su mezcla con
las secreciones digestivas, en definitiva su disolucién.

5. Alteracion de l1a membrana de absorcion

La integridad de la mucosa intestinal es indispensable para una co-
rrecta absorcion de los farmacos, ya que si €sta se encuentra alterada, se
puede producir una disminucion en la absorcion de los principios acti-
vos. Asi, agentes antineoplasicos como cisplatino, metotrexato, vincris-
tina y daunorubicina alteran la membrana intestinal, dificultando la ab-
sorcion de la carbamazepina o el acido valproico (58,59).
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INTERACCIONES FARMACOCINETICAS

QUE AFECTAN AL PROCESO DE DISTRIBUCION
(20-22,60)

Tras la administracion de un farmaco y una vez que alcanza la cir-
culacion sistémica, va a ser distribuido rdpidamente por el organismo. La
mayoria de los farmacos se distribuyen disueltos completa o parcialmen-
te en el agua plasmatica y unidos, en cierta proporcion, a macromoléculas
de naturaleza proteica, fundamentalmente a seroalbumina. Por consi-
guiente, el proceso de distribucion supone una transferencia reversible de
farmaco desde la sangre a los diferentes espacios extravasculares (orga-
nos, tejidos y fluidos corporales) asi como a los distintos componentes
celulares sanguineos.

La distribucion de farmacos por el organismo estd condicionada
por los factores siguientes:

- Caracteristicas fisico-quimicas del principio activo, tales como liposo-
lubilidad y unién a macromoléculas.

- Factores fisiologicos, tales como edad, sexo y peso corporal.

- Factores patologicos, como son los que modifican el flujo sanguineo a
los tejidos corporales, los que alteran la permeabilidad de las membranas
bioldgicas o los que ocasionan cambios en la relacion de volumenes entre
los distintos componentes acuosos y no acuosos del organismo.

El paso de los principios activos desde la sangre a las estructuras
tisulares estd regido por tres factores fundamentales como son: el flujo
sanguineo que llega al tejido, la masa del tejido y la afinidad que presente
¢éste por el farmaco. Asi, en estructuras altamente prefundidas como cere-
bro, higado o rifién, el equilibrio tisular del fArmaco se alcanza antes que
en aquellos tejidos escasamente prefundidos, incluso aunque éstos presen-
ten una mayor afinidad por el agente terapéutico.

Por ejemplo, el efecto hipnoético del tiopental desaparece al dismi-
nuir rapidamente sus niveles en liquido cefalorraquideo, mientras que su
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distribucion a tejido adiposo, aunque siendo mucho mas lenta, es mayori-
taria. La captacion tisular de farmaco se mantendra hasta que se alcance el
equilibrio entre sus niveles tisulares y plasmaticos (2).

La fraccion libre de farmaco, no unida, es capaz de abandonar el
espacio vascular durante el proceso de distribucidn, y asi poder alcanzar
los distintos érganos y tejidos donde se fijara, con mayor o menor intensi-
dad, a proteinas u otros componentes tisulares.

Como el organismo es un sistema abierto y dindmico, el proceso
de distribucién se podria representar de acuerdo al esquema que se mues-
tra en la Figura 4. En €l aparecen tres compartimentos perfectamente dife-
renciados e interrelacionados entre si: el espacio plasmatico, que supone
aproximadamente el 4% del peso corporal, el espacio intersticial y linfati-
co, correspondiente al 12% del peso y, por ultimo, los tejidos y el agua
corporal, que representan el 42% del peso total de un individuo. En los
tres espacios seflalados se establece un equilibrio entre la fraccion de far-
maco libre y la unida, teniendo en cuenta que en el torrente circulatorio la
interaccion mas importante se produce con las proteinas plasmaticas.

A B Cc
unido = unido unido
A A A
libre libre ™libre
A. Plasma .
.~ B: Fluidos intersticiales y linfaticos
C. Tejidos y agua corporal

Figura 4. Compartimentos de agua en un organismo normal y distribucion de la frac-
cion libre y unida a proteinas de un farmaco.
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Dentro de las proteinas plasmaticas, sdlamente un numero reduci-
do de ellas pueden ser consideradas proteinas de transporte. Algunas,
aunque presentan una especificidad muy elevada, como por ejemplo la
proteina de union a la vitamina D, la globulina de unién al cortisol, la
proteina de union a hormonas sexuales o la globulina de union a la tiroxi-
na sin embargo, poseen la caracteristica de saturarse con gran rapidez
(24).

Existen otras proteinas de transporte, como son la albumina, la o;-
glicoproteina 4cida, las lipoproteinas y las diversas globulinas, que pre-
sentan menor afinidad de unién a determinados ligandos y ademas, son
mucho menos especificas por lo que puede haber competicion de ligandos
por los mismos puntos de unidn. Estas proteinas transportadoras son las
mas interesantes a efectos de posibles interacciones medicamentosas (23).

La unién a proteinas plasmaticas es reversible y se lleva a cabo
mediante la formacidon de puentes de hidrégeno o por fuerzas débiles del
tipo de Van der Waals, que unen los restos carboxilo, hidroxilo, etc., que
poseen los aminoacidos de las proteinas. Con mucha menos frecuencia
puede establecerse una union irreversible, por formacion de un enlace
covalente entre el firmaco y la proteina. Este tipo de union es responsable
de ciertas manifestaciones de toxicidad, como puede ser el efecto canceri-
geno de ciertas sustancias quimicas o la hepatotoxicidad que se manifiesta
como consecuencia de la administracion de dosis elevadas de acetamino-
feno, debida a la formacion de metabolitos intermedios que interaccionan
con las proteinas hepéticas.

La albimina sérica es, con diferencia, la proteina portadora mas
abundante e importante como responsable de la union reversible de far-
macos. A pesar de su elevado peso molecular, 69.000 daltons, no se en-
cuentra confinada exclusivamente en el plasma, donde esta el 40% del
total de la proteina, sino que tiene una amplia distribucion extravascular.
En condiciones normales, los niveles plasmaticos de albimina son de 35-
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45 g/1. Aunque la albumina fija una gran variedad de farmacos, desempe-
fla un papel fundamental en la unién de compuestos neutros y de caracter

acido débil (Tabla 1).

SUSTANCIAS QUE SE UNEN A LA ALBUMINA

SITIO I SITIO 11 SITIO 111
Aciclocilina Diazepam Acido acetilsali-
cilico

Acido nalidixico Dicloxacilina Clomifeno
Acido salicilsalicilico Dicumarol Tamoxifeno

Acido valproico

Azapropazona Flurbiprofeno *
Bilirrubina Glibenclamida
Clorazepato Ibuprofeno *
Clorotiazida Indometacina

Dicumarol *

Flucoxacilina *

Ketoprofeno *

Diflunisal Naproxeno
Fenilbutazona Probenecid
Fenitoina Tamoxifeno
Flucoxacilina * Tolazomida
Flurbiprofeno * Tolbutamida
Furosemida Triptofano
Glibenclamida

Indometacina

Ketoprofeno

Naproxeno

Oxifenbutazona
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Salicilamida
Sulfametizol
Tolbutamida
Warfarina

* Sitio de union principal para aquellos fArmacos que se unen a mas de un
sitio.

Tabla 1.- Sustancias que se fijan a los distintos sitios de union de la se-
roalbimina.

En su estructura se ha sefialado la existencia de diferentes lugares
de union a los que se pueden fijar los farmacos y, dentro de ellos, los si-
tios de unidn mas importantes son:

- Sitio I, donde se fijan compuestos de estructura tan diversa como son la
warfarina, la fenilbutazona o el 4cido valproico, entre otros.

- Sitio II, con mayor especificidad que el sitio I, y al que se unen molécu-
las como las benzodiacepinas, compuestos indolicos, y acidos carboxili-
cos (ketoprofeno, naproxeno o ibuprofeno).

- Sitio III, con menor trascendencia clinica. A ¢l se fijan la digitoxina, el
acido acetilsalicilico y los &cidos biliares.

La capacidad de union que tienen las proteinas de transporte no se
limita a fArmacos y sustancias exogenas, sino que también se refiere a
sustancias endogenas. Asi ocurre, en el caso de la albumina, con la bili-
rrubina que se une al sitio I o con el triptéfano, unido al sitio II.

La mas pequefia de las proteinas plasmaticas es la oj-glicoproteina
acida, que tiene un peso molecular de 41.000 daltons. Sus niveles plasma-
ticos normales oscilan entre 0,4 y 1,0 g/l, aunque se encuentran aumenta-
dos en procesos inflamatorios, malignos o ante situaciones de estrés. La
a-glicoproteina fija fundamentalmente farmacos de caracter basico, co-
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mo los antidepresivos triciclicos o el propranolol, aunque también puede
unir algunos de tipo acido (Tabla 2).

FARMACOS QUE SE UNEN A LA o;-GLICOPROTEINA ACIDA

Antiarritmicos (aprindina, bupivacaina, disopiramida, lidocaina, quinidi-
na, verapamilo.

Antidepresivos (amitriptilina, imipramina, nortriptilina).

B-bloqueantes (alprenolol, oxprenolol, pindolol, propranolol, sotalol, ti-
molol).

Analgésicos opidceos (metadona, petidina).

Otros farmacos: clorpromacina, eritromicina, metoclopramida, dipirida-
mol, nicardipina,

fenciclidina, prazosina, prednisona, progesterona, triazolam.

Tabla 2.- Farmacos que se unen a la o;-glicoproteina acida.

También son proteinas transportadoras las o, B y vy globulinas,
cuyo peso molecular varia en funcién de la clase a la que pertenecen. Las
oy B globulinas presentan elevada especificidad para la union con ciertos
esteroides, como la prednisona o la transcortina. Sin embargo, la y-
globulina reacciona especificamente con antigenos, pero inapreciable-
mente con la mayoria de los farmacos, aunque es capaz de fijar compues-
tos como la metadona o el pancuronio (61).

Finalmente, las lipoproteinas son moléculas de gran tamafio, pu-
diendo llegar su peso molecular a 2.500.000 daltons y se caracterizan por

156



68 (2), FUNDAMENTOS DE LAS INTERACCIONES FARMACOCINETICAS
contener grandes cantidades de lipidos. Fijan fundamentalmente com-

puestos muy liposolubles, normalmente de naturaleza basica, por oclusion
en su nucleo lipidico (Tabla 3).

FARMACOS QUE SE UNEN A LIPOPROTEINAS

Acido glafenamico Imipramina
Ciclosporina Probucol
Clorpromacina Quinidina
Diclofenaco Tetraciclina

Tabla 3.- Farmacos que se unen a las lipoproteinas.

Las proteinas transportadoras son moléculas grandes, si las com-
paramos con el tamafio de los farmacos, y pueden presentar, como ya
hemos indicado, mds de una clase de sitios de unidn, con lo que podria
ocurrir que un farmaco se uniera a distintos sitios con diferentes constan-
tes de afinidad por cada uno de ellos. La representacién grafica de este
comportamiento apareceria como un trazado hiperbolico, reflejo del ca-
racter saturable que presenta la union a proteinas.

A concentraciones bajas de farmaco, la mayoria de él puede fijarse
a la proteina, sin embargo, si la concentracion de farmaco es elevada,
puede producirse la saturacion de los sitios de union a la proteina trans-
portadora, con lo que se obtendria un rdpido aumento en la concentracion
libre de farmaco.

Para farmacos con un elevado grado de fijacidon a proteinas, un
pequefio cambio en el porcentaje unido supone grandes modificaciones en
el porcentaje libre. Por ejemplo, si el porcentaje unido pasa del 99 al 98%,
el porcentaje libre se duplicaria, pasando del 1 al 2%. El porcentaje de
unidn varia muchisimo de unos compuestos a otros y asi nos encontramos
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con compuestos como el dicumarol que, a concentraciones de 0,05 mg/I,
presenta solamente 4 de cada 1000 moléculas libres en circulacién (Tabla

4) (1).

FARMACOS CON ELEVADA UNION A PROTEINAS

Dicumarol (99%) Clorotiazida (95%)
Eritromicina (93%) Dexametasona (77%)
Fenilbutazona (98%) Clofibrato (97%)
Acido salicilico (81%) Warfarina (99%)
Furosemida (98%) Indometacina (97%)
Clorpromazina (90%) Naproxeno (99%)
Rifampicina (89%) Propranolol (93%)
Fenitoina (93%) Tolbutamida (98%)
Probenecid (93%) Imipramina (96%)
Digitoxina (91%) Nortriptilina (95%)

FARMACOS CON UNION INTERMEDIA A PROTEI-
NAS

Penicilina G (52%) Betametasona (63%)
Cloranfenicol (70%) Petidina (60%)
Acido acetilsalicilico (61%) Fenobarbital (50%)
Quinidina (75%) Glutetimida (55%)
Sulfadiazina (45%) Estreptomicina (35%)
Metotrexato (63%) Teofilina (59%)
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FARMACOS CON UNION BAJA A PROTEINAS

Ampicilina (13%) Tetraciclina (24%)
Digoxina (29%) Anfetamina (22%)
Ogxitetraciclina (31%) Gentamicina (10%)
Paracetamol (4%) Morfina (35%)
Cefalexina (9%)

Tabla 4.- Porcentajes de unidn a proteinas plasmaticas de diversos farma-
COS.

La posible existencia de una interaccidén por desplazamiento de la
union a proteinas, se puede estudiar in vivo determinando el porcentaje
de farmaco que circula unido a la proteina transportadora. En el proceso
de distribucidn se establece un equilibrio entre la fraccion libre y la unida,
de manera que esta ultima se puede considerar como un reservorio de
farmaco en el torrente circulatorio, siendo la fraccion libre la unica que es
susceptible de extravasarse, alcanzar su biofase, metabolizarse y excretar-
se. A medida que disminuyen los niveles de farmaco libre, parte de las
moléculas unidas se van liberando de la unidn, para ejercer su accion far-
macologica, antes de ser eliminadas.

El porcentaje de farmaco unido (o libre) va a depender de las con-
centraciones plasmaticas de farmaco y proteina, del nimero de sitios de
union en la molécula del portador y de la constante de asociacion a dicha
proteina transportadora. Asi, un compuesto que presente una constante de
asociacion elevada a seroalbumina, puede desplazar de sus puntos de
union a otros agentes cuya afinidad por la unién sea menor, originando un
aumento de la fraccion libre en plasma del farmaco desplazado, con las
consecuencias que de ello se derivarian.
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Ademas, hay que tener en cuenta que la unidon farmaco-proteina
puede tener caracter restrictivo o permisivo. En el primer caso, el farmaco
esta retenido casi exclusivamente en el compartimento donde se encuentra
la proteina responsable de la unién. En esta situacion, el volumen aparen-
te de distribucion es bajo, al ser mas elevada la concentracion total de
farmaco en plasma. Por el contrario, cuando la unién es permisiva, los
volimenes aparentes de distribucidén son mas elevados, con valores supe-
riores a 0,6 1/kg.

El desplazamiento de sustancias endogenas unidas a proteinas por
farmacos que compiten por los mismos puntos de unioén puede ocurrir, si
bien estas interacciones no presentan gran repercusion. Asi por ejemplo,
un pequeflo desplazamiento de la hormona tiroidea o el cortisol, que se
unen especificamente a proteinas plasmaticas, no suele tener consecuen-
cias importantes, ya que los mecanismos fisioldégicos de control contra-
rrestan la perturbacion ocasionada.

En otras ocasiones, la interaccion resulta mas relevante desde el
punto de vista clinico. Asi ocurre con el desplazamiento de la bilirrubina
unida a la seroalbumina por la administracion de farmacos como el sulfi-
soxazol, en la que se produce un incremento de la fraccidon libre de bili-
rrubina en plasma, que accede a distintos compartimentos. Este aumento
de la fraccidn libre puede ocasionar retraso mental en nifios e incluso la
muerte, debido a la dificultad que presentan los recién nacidos para elimi-
nar dicha sustancia endogena, como consecuencia de la escasa madurez
de sus equipos enzimaticos (Figura 5) (62).
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BILIRAUBINA -

o

Figura 5. Evolucion de los niveles plasmaticos de bilirrubina y sulfisoxazol en el
curso de una interaccion por desplazamiento (tomado de Oie y col., J. Pharm. Sci.

1979).

La causa mas frecuente de modificacion de la fraccidn libre de un
farmaco es la interaccion por desplazamiento de los sitios de unién al ad-
ministrarlo simultdneamente con uno o mas farmacos. La consecuencia
mas importante de esta interaccion es el aumento de la respuesta farmaco-
logica y, probablemente, también de la toxicidad del agente que es des-
plazado. Sin embargo, hay que tener en cuenta que dicho aumento tiene
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caracter transitorio, debido a la accidn compensatoria que supone su ma-
yor aclaramiento metabolico y excrecidn renal.

Resumiendo lo indicado hasta ahora podemos considerar que para
que una interaccion por desplazamiento sea significativa, es necesario que
concurran las siguientes circunstancias:

- Unidn elevada a proteinas del agente que es desplazado.

- Competicién de ambos farmacos por los mismos sitios de unién a la
proteina transportadora.

- La adicién de las concentraciones molares de ambos farmacos, despla-
zante y desplazado, debe aproximarse a la capacidad de fijacion que pre-
senta la proteina a la cual se unen.

- El compuesto desplazante debe presentar mayor afinidad por la unién
que el desplazado y/o mayor concentracion libre.

Se puede considerar que, normalmente, s6lo los fairmacos de ca-
racter acido cumplen esta ultima condicidn, ya que los compuestos basi-
cos, en general, suelen tener volumenes de distribucion mas elevados, se
administran a dosis mas bajas y presentan concentraciones plasmaticas
menores.

La mayoria de los analgésicos y antiinflamatorios no esteroideos
se encuentran en el grupo de farmacos que reunen las caracteristicas ade-
cuadas para dar lugar a interacciones por desplazamiento, ya que se trata
de compuestos que circulan fuertemente unidos a proteinas y que ademas,
presentan aclaramientos bajos. Por ejemplo, la fenilbutazona circula unida
en un 98% a concentraciones terapéuticas, siendo capaz de desplazar de
su uniéon a hipoglucemiantes orales (63,64) y anticoagulantes orales
(65,66), entre otros. Aunque, en general, las dos primeras interacciones no
revisten importancia, si que puede ser significativa la potenciacion del
efecto anticoagulante de la warfarina.

La warfarina habitualmente utilizada en terapéutica es la mezcla
racémica formada por los enantidémeros R y S, presentando el S un efecto
hipoprotrombinémico varias veces superior al R. Pues bien, la fenilbuta-
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zona es capaz de inhibir el metabolismo de la forma S e inducir el del R
obteniéndose, como resultado, la acumulacién del enantiomero S y, en
consecuencia, un aumento importante del efecto anticoagulante. Ademas,
la fenilbutazona es capaz de desplazar a la warfarina de sus puntos de
unioén a proteinas con el consiguiente aumento de su fraccion libre en
plasma (65,66).

En la Tabla 5 se citan otros farmacos que circulan unidos a protei-
nas en elevada proporcidon y que por tanto, pueden dar lugar a interac-
ciones por desplazamiento.

FARMACOS DESPLAZADOS FARMACOS DES

PLAZANTES
Acenocumarina Clofibrato
Acido valproico Fenitoina
Antidepresivos triciclicos Fenitoina
Metotrexato Sulfamidas
Tolbutamida Fenilbutazona
Salicilatos
Sulfafenazol
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Warfarina Acido mefenamico
Acido nalidixico
Clofibrato
Fenilbutazona

Tabla 5.- Interacciones por desplazamiento de la unidn a proteinas

A veces, la interaccion puede ser producida por un metabolito del
farmaco administrado, como es el caso de la interaccion que se manifiesta
en pacientes estabilizados con warfarina a los que se administra hidrato de
cloral, ya que su metabolito mayoritario, el &cido tricloroacético, es un
compuesto con fuerte unién, capaz de desplazar a la warfarina, lo que
conduce a un aumento del efecto anticoagulante. Sin embargo, la duracién
del efecto es muy corta, ya que las moléculas libres del anticoagulante son
rapidamente metabolizadas y eliminadas. Por ello, en un espacio corto de
tiempo, 5 dias aproximadamente, se restaura el equilibrio, no siendo ne-
cesario tener que reajustar la dosis del agente anticoagulante (67).

Aunque in vitro la mayoria de los firmacos utilizados corriente-
mente son capaces de ser desplazados por otros sin embargo, in vivo, los
efectos de esta interaccidon son rapidamente contrarrestados, por lo que el
resultado suele carecer de importancia clinica. Por ello, la mayor parte de
las interacciones por desplazamiento, hasta ahora descritas, deberian ser
revisadas ya que, en muchos casos, se ha exagerado su significacion y
riesgo. Hoy dia es dificil encontrar ejemplos, clinicamente importantes,
de interacciones producidas exclusivamente como consecuencia del des-
plazamiento de la unién a proteinas. Entre ellas, se podria citar quizas, la
marcada diuresis que se ha observado en pacientes con sindrome nefrético
tratados con furosemida a los que se administré clofibrato (68).

Las consecuencias de una interaccion farmacocinética por despla-
zamiento dependeran de si el fArmaco desplazado presenta o no aclara-
miento restrictivo. Farmacos con aclaramiento restrictivo son aquellos
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que presentan una capacidad de extraccion pequefia, generalmente infe-
rior a 0,3. Dentro de este grupo se encuentran compuestos como la warfa-
rina, fenitoina, acido valproico o diazepam, que se caracterizan porque su
aclaramiento estd condicionado por la unioén a proteinas y, en consecuen-
cia, cualquier modificacién en la misma afectard a su eliminacion. Si el
farmaco es desplazado se producird un aumento transitorio de la fraccion
libre en plasma ya que, al haber mas farmaco disponible para su elimina-
cidn, esto se traducird en un incremento proporcional de su aclaramiento.

Como ya hemos indicado, la fenitoina es un compuesto con acla-
ramiento restrictivo que se une en elevada proporcion a seroalbumina. Si
se administra conjuntamente con acido valproico, éste es capaz de despla-
zar, dentro del rango de concentraciones terapéuticas, a la fenitoina de sus
puntos de unidn, obteniéndose concentraciones libres de esta ultima tera-
péuticas con concentraciones totales subterapéuticas, mientras que sin
embargo, concentraciones totales de fenitoina terapéuticas podrian tradu-
cirse en toxicidad (69,70).

Agentes como lidocaina o propranolol presentan aclaramiento no
restrictivo. Se trata de compuestos con una elevada capacidad de extrac-
cion, cuyo aclaramiento es independiente del grado de union a proteinas,
ya que en su paso a través de un drgano de eliminacidn se va a eliminar
tanto el farmaco libre como el unido. En este caso, las consecuencias de
una interaccion por desplazamiento podrian tener mayor relevancia clini-
ca, ya que debido a que el aclaramiento no se ve afectado por cambios en
la unidn a proteinas, cualquier aumento en la fraccion libre, consecuencia
de la interaccidn, deberia traducirse también en un incremento de la con-
centracion de fArmaco libre en estado estacionario, durante el tiempo que
el agente desplazante estuviera presente. A pesar de ello, es dificil encon-
trar ejemplos en la literatura de interacciones de este tipo que revistan
importancia clinica debido en parte, a que existen muy pocos farmacos
con aclaramiento no restrictivo.

Dentro de los factores que pueden modificar la fraccion de farma-
co unido a proteinas se encuentra la modificacidon de las concentraciones
plasmaticas de dichos portadores, hecho que podria aconsejar un cambio
en las pautas posoldgicas establecidas. La edad es uno de los factores fi-
sioldgicos que condicionan dicha concentracion. Se ha demostrado que
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como consecuencia de la menor concentracion de proteinas plasmaticas
que existe en el neonato, la fraccion libre de fArmacos como el acido ace-
tilsalicilico, la fenitoina o el 4cido valproico es bastante mas elevada que
en adultos.

Con la edad se modifica la relacién corporal agua/grasa, disminu-
yen los flujos sanguineos hepatico y renal, disminuye la albumina plasma-
tica, se altera la perfusidn tisular y se produce una profunda perturbacion
de los procesos metabolicos.

A medida que avanza la edad se produce por tanto, una disminu-
cion de la unidn de farmacos que se fijan a la albtimina, paralela al grado
de hipoalbuminemia existente. Por el contrario, los farmacos que se unen
a la a,-glicoproteina acida experimentan un aumento en su grado de
union (71).

La gestacién es un estado fisioldgico que también supone una mo-
dificacidn en las concentraciones de proteinas asi, por ejemplo, a medida
que avanza el estado de gestacion se produce una disminucion en las con-
centraciones de seroalbumina y de y-globulinas, mientras que la a-
glicoproteina dcida aumenta al llegar al tramo final del embarazo.

Dentro de los factores patologicos, se ha comprobado que los ni-
veles de seroalbumina estan disminuidos y, aumentados los de las y-
globulinas, en procesos de tipo agudo, como consecuencia de la reaccion
propia del organismo ante el estado patoldgico. Los procesos tumorales
malignos, las quemaduras, las insuficiencias hepatica y renal, el infarto de
miocardio, etc., cursan también con hipoalbuminemia. Incluso enferme-
dades mentales como son la esquizofrenia y las psicosis dan lugar a una
modificacién de las concentraciones de albumina sérica que, sin embargo,
en estos casos, se manifiesta como hiperalbuminemia (72,73).

En general, una disminucién en la concentracion plasmatica de
proteinas sera significativa solamente para el caso de farmacos que se
unen en alta proporcion a proteinas (U.P. > 90%). Consideremos dos ca-
sos; la warfarina con una unién del 95% y el fenobarbital, que se une en
un 50%. Si el 5% de la warfarina sufre desplazamiento, la concentracion
libre disponible para acceder a biofase se incrementaria al doble es decir,
pasaria del 5 al 10%. Sin embargo, en el caso del fenobarbital, un despla-
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zamiento de igual magnitud supondria un incremento de la fraccidn libre
en plasma de tan solo un 10% (del 50 al 55%), incremento que probable-
mente, no tendria mayor relevancia.
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RESUMEN

En musculo esquelético, la expresion de proteinas codificadas por oncogenes
virales y celulares, donde se incluyen ciertas tirosina quinasas (v-src), ciertos factores de
transcripcion (myc, fos, jun) y formas activas de mediadores de las rutas de sefializacién
acopladas a las proteinas G (H-ras, N-ras), inhiben el proceso de diferenciacion muscu-
lar. En la linea celular C2C12 transformada con Ras activo no se produce la activacion
de las rutas PI3 quinasa/Akt/p70S6 quinasa y p38 MAP quinasa, necesarias para la acti-
vacion del factor de transcripcion NF-kB durante el proceso de diferenciacion muscular.
Ademas presenta una elevada actividad de p44/p42 MAP quinasa y del factor de trans-
cripcion AP-1, lo que impide la parada del ciclo celular. Esto hace que fracase el proceso
de diferenciacion muscular (no se produce la activacion de la Creatina quinasa, la expre-
sion de la Caveolina 3 y la formacion de miotubos multinucleados). El tratamiento de
esta linea celular, transformada por v-ras, con el PD098058, inhibidor de MEK-1, produ-
ce la parada del ciclo celular necesaria para el proceso de diferenciacion muscular, pero
provoca un efecto apoptdtico que impide que los mioblastos diferencien. La adicion de
insulina junto con PD098058 impide dicho efecto apoptdtico, se produce la parada del
ciclo celular, se induce la activacion de las rutas PI3 quinasa/Akt/p70S6 quinasa y p38
MAP quinasa, que llevan a la activacion del factor de transcripcion NF-kB y se produce
la formacion de miotubos multinucleados. Al igual que en el proceso de diferenciacion
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de la linea celular C2C12, la activacion de las rutas de la PI3 quinasa y de p38 MAP
quinasa es necesaria para la miogénesis de la linea celular transformada por v-ras, como
hemos observado mediante el uso de inhibidores especificos de ambas rutas. Finalmente,
una construccion constitutivamente activa de Akt (siempre en presencia de PD) es capaz
de imitar a la insulina induciendo la miogénesis de la linea celular transformada por v-
ras. Ademas en estas condiciones Akt constitutivamente activo induce las rutas p70S6
quinasa y p38 MAP quinasa.

Palabras clave: desarrollo muscular-transformacion por Ras-C2C12-insulina-NFkB

Differential insulin signaling involved in skeletal muscle development

SUMMARY

v-H-ras transformed C2C12 (C2Ras) myoblasts, overexpressing p21-Ras pro-
tein in the Ras-GTP active form, showed a differentiation-defective phenotype when
cultured in low serum as compared with C2C12 myoblasts. Accordingly, the purpose of
the present study was to delineate the signaling pathways that restore C2Ras myoblasts
differentiation. Inhibition of p42/p44-MAPK with the chemical inhibitor PD98059, and
activation of AKT/P70S6K and p38-MAPK with insulin, produced growth arrest (pre-
cluding the expression of PCNA, cyclin-D1 and retinoblastoma at the hyperphosphory-
lated state and inducing the expression of the cell cycle inhibitor p21*) and myogenesis
(multinucleated myotubes formation and induction of creatine kinase, caveolin-3 and []-
actin). Both events were accompanied by down-regulation of AP-1 and up-regulation of
NF-[B transcriptional activities. Furthermore, inhibition of NF[JB transcriptional activ-
ity by the use of the proteasome inhibitor MG132 totally precluded differentiation by
insulin+PD98059, demonstrating a direct role for NF[1B on C2Ras myogenesis. C2Ras
myoblasts failed to restore differentiation when rapamycin or PD169316 were added in
the presence of insulintPD98059, indicating that the activation of both P70S6K and
p38-MAPK was necessary to reach a fully differentiated phenotype. Finally, transient
transfection of a constitutively active Myr-EGFP-AKT-HA construct (in the presence of
PD98059) restored C2Ras myogenesis by its ability to activate P70S6K and p38-MAPK.
A crosstalk between P70S6K and p38-MAPK was observed under rapamycin treatment
in both insulin or active AKT induced myogenesis. Our results are delineating an
AKT/P70S6K/p38-MAPK pathway involved in skeletal muscle differentiation.

Key words: muscle differentiation-Ras transformation-C2C12-Insulin-NFkappaB
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INTRODUCCION

El musculo estriado esquelético es el tejido mas abundante en los
vertebrados, en los que constituye la musculatura somatica. Se inserta en
los huesos para permitir el movimiento de las diversas partes del cuerpo.
Esta inervado por axones provenientes de las neuronas motoras del siste-
ma cerebroespinal. Sus células, también llamadas fibras, son multinuclea-
das, extremadamente largas y dispuestas paralelamente unas a otras. El
primer signo de desarrollo del musculo en la vida embrionaria es la apari-
cion de células fusiformes mononucleadas, denominadas mioblastos, que
sufren repetidas mitosis con gran rapidez. Existe una regulacion coordi-
nada de los procesos de proliferacion y muerte celular programada duran-
te el desarrollo embrionario. Durante este periodo se produce la apoptosis
de células precursoras proliferativas limitando asi el depdsito de masa
muscular durante el desarrollo. Finalmente, algunas de estas células dejan
de dividirse, se hacen resistentes al proceso apoptotico y se funden entre
si constituyendo estructuras alargadas denominadas miotubos. A ellos
continuan adhiriéndose mioblastos, dando lugar a tubos alargados multi-
nucleados en los que poco a poco van apareciendo zonas estriadas, hasta
que el miotubo se transforma en una fibra muscular [1].

La diferenciacion muscular es un proceso altamente ordenado
que se puede subdividir en cuatro etapas [2]. La primera es la entrada en
la ruta de diferenciacion muscular a través de la expresion de un factor de
transcripcion de la familia de los factores basicos miogénicos hélice-lazo-
hélice (bHLH), la Miogenina. Ademas de la miogenina a esta familia de
factores de transcripcion pertenecen MyoD, Myf5 y MRF4. Cada uno de
estos factores de transcripcion, cuando son expresados ectdpicamente
mediante transfeccion, es capaz de activar la expresion de genes especifi-
cos de musculo esquelético y los genes de su propia familia en una amplia
variedad de sistemas celulares no musculares.
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Todos estos factores de la familia bHLH comparten un 80% de
homologia en su dominio basico hélice-lazo-hélice, que media los proce-
sos de dimerizacion y unién al DNA de estos factores. Estos factores for-
man heterodimeros con proteinas ubicuas de estructura basica hélice-lazo-
hélice, llamadas proteinas E. Estos heterodimeros se unen a la secuencia
consenso, llamada caja E, de los promotores y enhancers de los genes
especificos de musculo esquelético. Tanto MyoD, como Myf5 son expre-
sados en mioblastos. MyoD ha sido implicado en la induccién de los pri-
meros genes relacionados con la diferenciacidn muscular, como la mioge-
nina y genes necesarios en la parada del ciclo celular que se produce en el
proceso de diferenciacion muscular, como Retinoblastoma, p21 y la cicli-
na D3. Es necesaria la presencia de la proteina p300, proteina coactivado-
ra de la transcripcion, para la induccion de estos primeros genes implica-
dos en la diferenciacion muscular por parte de MyoD.

La expresion de la Miogenina se produce con el comienzo del
proceso de diferenciacion muscular. Ratones con una mutacion puntual en
el gen de la miogenina son inmoviles y mueren perinatalmente debido a
sus defectos en la diferenciacion del musculo esquelético. La expresion
del factor MRF4 se produce en las etapas finales del proceso de diferen-
ciacion muscular. Los factores de transcripcion de la familia bHLH regu-
lan la activacion de algunos genes especificos de musculo esquelético de
un modo directo, pero también, a través de la interaccidon con otros facto-
res de transcripcion, como son los factores de transcripcion de la familia
MEF2. También, estos factores son capaces de interaccionar con genes y
proteinas relacionadas con el control de la progresion del ciclo celular y
sefiales de proliferacion celular como retinoblastoma, p21 y c-jun. Los
factores de transcripcion de la subfamilia MEF2 pertenecen a la familia
de los factores de transcripciéon con un dominio en su estructura denomi-
nado caja MADS [3]. Estos factores comparten un 80% de homologia en
este dominio. Junto a este dominio se encuentra el denominado dominio
MEF2, importante para la orientacién de union al DNA y en la especifici-
dad de dimerizacion de estos factores de la subfamilia MEF2. El dominio
caja MADS de estos factores media los procesos de dimerizacion y de
union al DNA. Los miembros de la subfamilia MEF2 son capaces de
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homo- y heterodimerizar, y asi unirse a una secuencia consenso rica en
nucledtidos de timina y adenina del DNA.

Durante el proceso de diferenciacion muscular la expresion de
los diferentes factores MEF2 se produce de forma secuencial. MEF2D se
expresa en mioblastos; con el comienzo del proceso de diferenciacion
muscular se produce un aumento en la expresion de MEF2A mientras que
MEF2C se expresa en las ultimas etapas de la diferenciacion muscular.
Ambas familias son los factores de transcripcion miogénicos mayorita-
riamente descritos [4], recientemente se ha relacionado la activacion del
factor NF-kB con el proceso de diferenciacion muscular. Rel/NF-«kB es
una familia de factores de transcripcion expresados ubicuamente y que
juegan un importante papel en la induccion de muchos genes celulares y
virales. En la mayoria de las células las proteinas Rel/NF-kB estan reteni-
das en el citoplasma en una forma inactiva por asociaciéon con proteinas
inhibidoras denominadas IxB. Después de la estimulaciéon NF-«B es libe-
rado de su unidén a IkB y se transloca al nticleo donde se une a regiones
especificas del DNA (sitios kB) regulando la actividad transcripcional de
los genes diana. La familia Rel/NF-«xB presenta un dominio de homologia
Rel en la regién amino-terminal que incluye los dominios de unién al
DNA y de dimerizacion y la sefial de localizacion nuclear, que es el sitio
mas probable de union a IkB [5]. Esta familia ha sido dividida en dos
grupos, de acuerdo con las diferencias detectadas en su estructura, funcién
y vias de sintesis. El primer grupo estd formado por las proteinas p50 y
p52, las cuales son sintetizadas como proteinas precursoras p105 y p100,
respectivamente. La region carboxi-terminal de p105 y p100 se asemeja a
la molécula inhibidora IkB ya que contiene repeticiones de anquirina que
impiden su translocacion al nucleo y su union a los sitios kB. La genera-
cion de las formas maduras pS0 y p52 tiene lugar mediante procesamiento
proteolitico. El segundo grupo de proteinas Rel incluye p65 (RelA), c-
Rel, Rel B y las proteinas Dorsal y Dif de Drosophila, las cuales no son
sintetizadas como precursores y, a diferencia de p50 y p52, poseen un
dominio de activacion transcripcional en el extremo carboxi-terminal. La
mayoria de los miembros de ambos grupos pueden formar homo o hete-
rodimeros excepto Rel B, el cual Gnicamente forma dimeros con p50 y
pS2.
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La segunda etapa es la parada del ciclo celular de los mioblastos,
el ciclo celular consiste en duplicar la informacion genética de una célula, y
una vez duplicada, repartirla con una precision absoluta, generando dos
células hijas idénticas a la progenitora. El ciclo celular consta de cuatro
fases: Gi, S, Gz, M. La duplicacion del DNA ocurre durante la fase S, y su
reparto equitativo en dos durante la mitosis o fase M. Antes de que la célula
inicie la fase S, existe un periodo de tiempo necesario para sintetizar todas
las moléculas que se requieren durante la sintesis de DNA, y que se
denomina fase Gi; del mismo modo, existe otro intervalo antes de la fase M,
conocido como fase Gy, en el que la célula se prepara para la iniciacion de la
mitosis. En las células que se encuentran en proliferacion estas cuatro fases
se suceden de forma continua y ordenada, sujetas a un estricto control
molecular. Cuando la sefial proliferativa cesa, la célula para su ciclo de
divisioén, normalmente en G; antes de duplicar nuevamente su DNA, y entra
en un periodo de quiescencia o fase Gy, que corresponde a un estado de
célula en reposo.

Para la progresion a través del ciclo celular se necesita la
asociacion entre unas proteinas quinasas conocidas como CDK (Quinasas
Dependientes de Ciclinas) y sus subunidades reguladoras, las ciclinas. Las
CDKs, ademas de estar reguladas por su union a las ciclinas, lo estan por
distintas fosforilaciones y por la asociacion de proteinas inhibidoras (CIPs).
Hasta el momento se han descrito ocho CDKs (CDK1-CDK 8) y ocho
ciclinas (ciclina A-H), pero sélo unas cuantas combinaciones juegan un
papel en la regulacién del ciclo celular. Cuando las células quiescentes son
estimuladas a proliferar, la primera ciclina que se sintetiza es la ciclina D.
La diana principal de la ciclina D es el producto del gen del retinoblastoma.
La ciclina E se expresa periodicamente al final de la fase G; y forma
complejos preferencialmente con CDK 2. La ciclina A se asocia también a
CDK 2y es activa en las fases S y G,. Durante la mitosis, ciclinas y CDC2
(una CDK) parecen reorganizar la maquinaria celular durante la mitosis.
Durante el proceso de diferenciacion muscular se produce una caida en la
expresion de las ciclinas D1, A, B2 y C y la quinasa dependiente de
ciclina de tipo2. Sin embargo, un aumento en los niveles de expresion de
la ciclina D3 se ha descrito durante la diferenciacion muscular. También
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un aumento en la expresion de pl8 y p21, inhibidores de las CDKs ha
sido relacionado con el proceso de diferenciacion muscular.

El aumento de la forma activa (hipofosforilada) de la proteina re-
tinoblastoma también se produce durante el proceso de diferenciacion
muscular. Lineas celulares deficientes en retinoblastoma expresan niveles
normales de Miogenina y de p21, pero expresan niveles reducidos de la
cadena pesada de la Miosina y de la Creatina quinasa. También, ratones
transgénicos que expresan bajos niveles de retinoblastoma sufren un gran
proceso apoptotico y presentan defectos en la parada del ciclo celular, en
la expresion de genes especificos de musculo, en la fusion y en la apari-
cion de miotubos multinucleados.

En la tercera etapa numerosas proteinas son inducidas durante la
diferenciacion muscular. Dentro de estas proteinas se incluyen los com-
ponentes del aparato contractil del musculo como la o Actina, la proteina
C, la Miomesina, la Miosina, la Tropomiosina y la Troponina, las enzimas
metabolicas y proteinas de membrana. Una de las enzimas mas importan-
tes en musculo es la Creatina quinasa, enzima implicada en la obtencion
de energia (ATP) para la contraccidn muscular. Se han descrito tres iso-
formas de dicha enzima: la isoforma muscular (M-CK), la isoforma del
cerebro (B-CK) y la isoforma mitocondrial (Mt-CK). Normalmente, estas
isoformas citoplasmaticas, la isoforma M-CK vy la isoforma B-CK, se en-
cuentran formando homo- o heterodimeros. Durante el desarrollo embrio-
nario y en cultivos miogénicos se produce el intercambio del homodimero
BB-CK por el homodimero MM-CK y un aumento en la actividad enzi-
matica de la Creatina quinasa total. La Caveolina 3 es una proteina de la
membrana plasmatica cuya expresion se induce durante el proceso de
diferenciacion muscular [6]. Esta proteina forma parte de una serie de
invaginaciones ricas en glicoesfingolipidos de la membrana plasmatica
celular. Se ha relacionado a la Caveolina 3 con la biogénesis del sistema
de tubulos T que se produce durante el proceso de diferenciacion del
musculo esquelético. También interacciona con el complejo distrofina-
glicoproteina, creando una union entre la matriz extracelular, la membra-
na y la actina del citoplasma celular; la alteracion de este complejo puede
dar lugar a la aparicion de distrofia muscular [7]. Posteriormente las célu-
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las se alinean y elongan y finalmente se fusionan y forman los miotubos
multinucleados (Figura 1).
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Figura 1.- Etapas del proceso de diferenciacion muscular

El citoesqueleto de actina juega un papel importante en la regu-
lacion de los efectos proliferativos y de diferenciacion muscular, ya que
los lamelipodios de membrana podrian facilitar los contactos célula-célula
y la localizacion de proteinas especificas de membrana del musculo es-
quelético. La formacién de lamelipodios en la membrana plasmatica celu-
lar es debida a una reorganizacion dindmica del citoesqueleto de actina.
Dicho efecto se ha podido observar tanto en musculo como en tejido adi-
poso en respuesta a insulina. Una vez formados rapidamente se distribu-
yen a lo largo de la membrana plasmatica formando ondas.

La mayoria de los factores de crecimiento y la expresion de
proteinas derivadas de oncogenes virales o celulares estimulan la
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proliferacion e inhiben la diferenciacion muscular. Sin embargo la familia
de la insulina y los factores de crecimiento insulinicos de tipo I y II (IGFs)
estimulan ambos procesos. Esta familia ha sido involucrada en el control del
desarrollo fetal y/o post-natal aunque la accidn bioldgica fundamental de la
insulina es el control de la homeostasis glucidica. La insulina y los IGFs
realizan esta amplia variedad de funciones a través de la unién a su receptor
especifico de superficie, que pertenece a la amplia familia de receptores con
actividad tirosina quinasa. Tras la union del ligando se produce una
activacion de la actividad tirosina quinasa del receptor, que conduce a la
autofosforilacion en residuos de tirosina de las subunidades 3 del mismo y a
la fosforilacion de otros sustratos. Entre los sustratos con los que
interacciona el receptor de insulina fosforilado, los sustratos para el receptor
de la insulina (IRSs) y Shc son los que mejor se han caracterizado. Dos rutas
principales se han identificado, la primera es la ruta de p21-Ras a partir de
la union de los IRSs o She con Grb2, que a través de sus dominios SH3, se
une a Sos, proteina intercambiadora de nucledtidos capaz de activar Ras por
aumentar la velocidad de intercambio de GTP por GDP. La proteina Ras
estd codificada por una serie de genes (H-, K- y N-ras) y se encuentra
anclada por farnesilacion a la cara interna de la membrana plasmatica. La
proteina Ras tiene actividad GTPasica intrinseca para hidrolizar el GTP a
GDP inactivandose. Sin embargo, esta actividad GTPésica intrinseca resulta
dependiente de una proteina de 120 kDa llamada Ras GAP. La pérdida de la
actividad GTPésica intrinseca de Ras por una mutacion puntual en el codon
12, 13 6 61 produce una proteina Ras permanentemente activa y altamente
oncogénica, que esta implicada en muchos tumores humanos. La cascada de
sefializacion por debajo de Ras implica a una familia de serina/treonina
quinasas denominada Raf-1. Una vez activada, Raf-1 quinasa es capaz de
fosforilar y activar a MEK (también conocida como MAP quinasa quinasa,
MAPKK o MAPKK1/2) que una vez activado es capaz de fosforilar y
activar a las p44 y p42 MAP quinasas.

La segunda es la ruta PI3 quinasa que se origina a partir de la
union de los IRSs con la subunidad reguladora, p85, de PI3 quinasa. La
PI3 quinasa es una enzima heterodimérica compuesta por una subunidad
reguladora, de un peso molecular de 85kDa, y una subunidad catalitica de
110 kDa de peso molecular. La PI3 quinasa cataliza la fosforilacion de
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lipidos en la posicion D3 del anillo del inositol. Otro mecanismo de regu-
lacion de PI3 quinasa es a través de la interaccion de Ras con la subuni-
dad catalitica de la PI3 quinasa. Por debajo de PI3 quinasa existe unas
serina-treonina quinasas denominadas PDK-1 y PDK-2 encargadas de la
fosforilacion y activacion de la PKB, también denominada Akt. PKB
(Akt) una vez activada presenta numerosas dianas de accién como la glu-
cdgeno sintasa quinasa 3, la fosfodiesterasa 3D, la proteina diana de Ra-
pamicina en mamiferos (mTOR), el IRS-1 y la proteina p70S6 quinasa.
La regulacion de la actividad de p70S6 quinasa es compleja y en ella in-
terviene tanto PDK-1 como Akt y mTOR [8].

Unas nuevas vias de sefializacion, reguladas por la familia de las
Rho GTPasas (Rho, Rac y Cdc42), han sido identificadas. Las Rho
GTPasas regulan la actividad de ciertas serina/treonina quinasas, como la
p38 MAP quinasa. Ha sido descrita la regulacion de las Rho GTPasas por
parte de PI3 quinasa y de Ras [9]. Por debajo de las Rho GTPasas se en-
cuentra una familia de quinasas activadas por p21 (PAKSs) que finalmente
llevan a la activacidon de p38 MAP quinasa.

Existe controversia en el conocimiento de las rutas de sefializa-
cioén por las que transcurren los diferentes efectos de la insulina y los
IGFs en el musculo esquelético, por ellos nos hemos planteado en esta
trabajo caracterizar la sefializacion implicada en el los procesos de proli-
feracion, supervivencia y diferenciacion que tienen lugar en la linea de
células musculares de raton C2C12. Otro de los aspectos que nos han in-
teresado ha sido estudiar como afecta transformacién por proteinas onco-
génicas, como v-ras, el proceso de diferenciacion miogénico.

RESULTADOS Y DISCUSION

En primer lugar hemos estudiado los diferentes efectos de la in-
sulina en los mioblastos de la linea celular C2C12. Observamos que la
linea celular C2C12 presentaba un alto nimero de receptores de insulina
por célula (89700 = 11500) con una alta afinidad (Kd = 15,3 £ 2,0 nM).
El numero de receptores por célula para insulina es mayor que para IGF-I
(45700 + 8200). Ademas las células tratadas con insulina mostraron un

101



R. CONEJOY M. LORENZO ANAL. REAL ACAD. NAC. FARM

marcado aumento de la fosforilacidon en tirosina de la cadena B del recep-
tor de insulina comparando con células no tratadas, y no fosforilaban en
tirosina la cadena B del receptor de IGF-I. Estos datos indican que la in-
sulina actda a través de su propio receptor en esta linea celular. Posterior-
mente analizamos la funcionalidad de los sustratos del receptor de insuli-
na; Shc, IRS-1 e IRS-2. La insulina no aumenta la fosforilacion de Shc.
Sin embargo, un leve aumento en la asociacion entre Shc e IRS-1 se pro-
dujo tras el tratamiento con insulina. Este resultado estd en concordancia
con lo descrito por otros autores [10]. También, el tratamiento con insuli-
na aumenta la fosforilacidn, la actividad y la asociacion de PI3 quinasa
con los IRSs siendo mayor el efecto sobre el IRS-1 frente al IRS-2 (5 ve-
ces y 2 veces de aumento, respectivamente). Esto nos demostraba que el
IRS-1 es el principal sustrato en la ruta de sefializacion de la insulina en
nuestra linea celular, de acuerdo con los resultados descritos en musculo
por otros autores [11]. Estos resultados estdn en concordancia con los
publicados en tejido adiposo blanco y en la linea de fibroblastos 3T3-L1
donde no se observa ninguna fosforilacion del IRS-2 en respuesta a insu-
lina [12]. Sin embargo en otros sistemas celulares, como el tejido adiposo
marron, tanto IRS-1, como IRS-2 y Shc intervienen en las diferentes vias
de sefializacion de la insulina [13], mientras que IRS-2 es el principal
sustrato en el tejido hepatico y en la célula B [11].

Existen dos rutas principales de sefializacion para el receptor de
insulina, la ruta PI3 quinasa y la ruta Ras/MAP quinasa, a través de las
cuales la insulina ejecuta una amplia variedad de sus funciones bioldgi-
cas. Nuestros resultados nos indican que un tratamiento a corto plazo con
insulina, de la linea muscular C2C12, activa rapidamente al menos tres
rutas de sefializacion independientes: PI3 quinasa/Akt/p70S6 quinasa,
p44/p42 MAP quinasa y p38 MAP quinasa [14].

A diferencia del resto de factores de crecimiento, insulina e IGFs
han sido implicados en el control del crecimiento y diferenciacion del
musculo esquelético. En un tratamiento a corto plazo de los mioblastos
con insulina o IGF-I, se produce una respuesta proliferativa a la vez que
se produce un retardo en el inicio de la diferenciacion muscular. Estos
efectos tempranos de insulina e IGF-I estdn asociados con una marcada
inhibicion de la expresion de la Miogenina y de MRF4, mantenimiento de
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la forma fosforilada de Retinoblastoma y la expresion de los componetes
del holoenzima responsable de la fosforilacion de Retinoblastoma, ciclina
D1y la CDK4 [15] [16], [17]. Nosotros hemos observado que la insuli-
na induce la proliferacion de la linea celular C2C12 (mediante el estudio
del ciclo celular, la sintesis de DNA y la expresion de las proteinas PCNA
y ciclina D1) a través de dos vias independientes, pero que actuan sinérgi-
camente: PI3 quinasa/p70S6 quinasa y p44/p42 MAP quinasa. A través de
lo resultados obtenidos hemos dado una gran importancia a la activacion
de la p70S6 quinasa en la proliferacion inducida por insulina, en contra de
la ausencia de efecto de la Rapamicina descrita en otras lineas celulares
de musculo esquelético [18]. Otros autores sefialan que la Rapamicina
induce la parada del ciclo celular, asi como una disminucion en los nive-
les de la ciclina A y de la actividad de la quinasa asociada a la ciclina A,
CDC2, en la linea muscular BC3H1. También hemos observado la impor-
tancia de PI3 quinasa en dicho efecto proliferativo de la insulina, tal vez
por su activacion de p70S6 quinasa. La implicacion de la ruta p44/p42
MAP quinasa en el efecto mitogénico de la insulina también ha sido des-
crito en la linea celular de musculo esquelético L6A1 [19]. Ademas este
efecto mitogénico de la insulina fue muy similar al producido por el IGF-
L

Existe una regulacién coordinada de los procesos de prolifera-
cion y muerte celular programada durante el desarrollo embrionario. Du-
rante este periodo se produce la apoptosis de células precursoras prolifera-
tivas y no de las células ya diferenciadas, limitando asi, el depdsito de
masa muscular durante el desarrollo [20]. El proceso apoptdtico tiene
lugar in vitro en mioblastos cultivados en medio de diferenciacién, con un
bajo porcentaje de mitdégenos. Durante el proceso de diferenciacion una
amplia fraccion de mioblastos es perdida por apoptosis [21] sin embargo,
los miotubos multinucleados (células diferenciadas) son resistentes al
proceso apoptoético [22]. En la linea celular C2C12, el tratamiento con
insulina durante 24 horas disminuye el porcentaje de células hipodiploi-
des y la fragmentacion del DNA extranuclear a niveles similares a los
obtenidos en los mioblastos cultivados en medio suplementado con un
10% de suero fetal, resultados similares se han obtenido en fibroblastos,
en las células PC-12 y en adipocitos [23], [24]. El tratamiento con LY o
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con el ML-9 inhibe el efecto antiapoptotico de la insulina. Estos datos nos
indican que la insulina utiliza la ruta PI3 quinasa/Akt como ruta de super-
vivencia [14]. La proteina Akt se ha descrito como una quinasa que fosfo-
rila e inactiva a la proteina proapoptotica Bad [25] [26] asi como bloquea
la activacion de la Caspasa-9 [27]. También se ha observado un papel
positivo de Akt en la supervivencia de miocitos diferenciados [28].

La organizacion del citoesqueleto de actina es un importante regu-
lador de los efectos de la insulina, tanto en proliferacidon celular, metabo-
lismo y diferenciacion celular [29]. Es importante el papel que juega el
citoesqueleto de actina en la regulacion de los efectos proliferativos de la
insulina, como son la sintesis de DNA y la expresion de genes tempranos.
Nosotros hemos estudiado el efecto de la insulina en la organizacion del
citoesqueleto de actina en la linea celular C2C12 y hemos observado que
la insulina induce la ruptura de las fibras de estrés (50% de reduccion) y
la aparicion de lamelipodios en la membrana plasmatica de las células (4
veces mas frente a las células control). Un efecto similar de la insulina ha
sido observado en fibroblastos, adipocitos y mioblastos de la linea celular
L6 [30], [31]. En estos sistemas el efecto de la insulina depende de la
activacion de la ruta PI3 quinasa/Rac [9]. Sin embargo, la insulina induce
la formacién de lamelipodios de membrana en la linea celular C2C12 a
través de la activacion de la ruta p38 MAP quinasa [14]. Esta ruta de se-
falizaciéon que modula los cambios en el citoesqueleto no parece que
guarde relacidon con el patrén de proliferacion celular descrito anterior-
mente, sin embargo estos lamelipodios de membrana podrian facilitar los
contactos célula-célula y la localizacion de proteinas especificas de mem-
brana del musculo esquelético como la Caveolina 3, proteina indispensa-
ble para la fusion y formacion de miotubos multinucleados. En este senti-
do, la activacion de p38 MAP quinasa si estd implicada en este proceso
como ha sido demostrado por algunos autores [6]. Se ha descrito que la
activacion por insulina de la ruta MAKAP-quinasa 2/Hsp 27 modula la
polimerizacion de la F-actina [32], también el PDGF induce la formacion
de lamelipodios de membrana en células endoteliales a través de la acti-
vacion de la p38 MAP quinasa [33].

El primer signo de desarrollo del musculo en la vida embrionaria
es la aparicion mioblastos que finalmente dejan de dividirse y se funden
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entre si constituyendo estructuras alargadas denominadas miotubos. No-
sotros hemos observado que la insulina induce la diferenciacion de la li-
nea celular C2C12 (mediante el estudio de la actividad de la enzima Crea-
tina quinasa, la expresion de la Caveolina 3 y observando la formacién de
miotubos multinucleados) y que en este proceso esta implicada la estimu-
lacién de la actividad del factor de transcripcion NF-«kB y la represion de
la actividad del factor AP-1 [34]. La actividad de unién al DNA de NF-
kB ha sido recientemente relacionada con la diferenciacion muscular in-
ducida por IGF-II, [35], sin embargo nuestros resultados con AP-1 con-
trastan con los obtenidos en adipocitos marrones, donde se ha implicado a
AP-1 en la diferenciacion adipogénica, [36].

Existe mucha controversia en el conocimiento de la ruta de sefia-
lizacion implicada en la miogénesis, nosotros hemos observado que la
insulina induce el proceso de diferenciacion muscular a través de la acti-
vacién de las rutas PI3 quinasa/Akt/p70S6 quinasa y p38 MAP quinasa, y
la inhibicion de la ruta p44/p42 MAP quinasa [34]. También a partir de
nuestros resultados nos han hecho pensar en un posible cruce entre las
rutas de sefializacidn, que solamente se produce a través de un tratamien-
to cronico de las células con insulina, y no en un tratamiento agudo. Estos
resultados estdn en concordancia con los descritos en musculo por algu-
nos autores [37]. Este cruce podria ser explicado por la activacion de la
p38 MAP quinasa a través de la ruta PI3 quinasa/p21Rac[9]. Los resulta-
dos obtenidos nos llevan a proponer el siguiente esquema de sefializacion en
la linea celular C2C12 (Figura 2).
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En musculo esquelético, la expresion de proteinas codificadas
por oncogenes virales y celulares, donde se incluyen ciertas tirosina qui-
nasas (v-src), ciertos factores de trascripcion (myc, fos, jun) y formas ac-
tivas de mediadores de las rutas de sefializacidon acopladas a las proteinas
G (H-ras, N-ras), inhiben el proceso de diferenciacion muscular [38] [39]
[40]. La inhibicion del proceso de diferenciacion muscular producida por
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Ras oncogénico podria estar ligada a una inhibicion de la parada del ciclo
celular. La ruta de sefializacion utilizada por Ras para inhibir el proceso
de diferenciacién muscular esté siendo clarificada, aunque sigue habiendo
algun punto de controversia. Ras activa al menos tres clases de efectores,
Raf (A-Raf, B-Raf y Raf-1), Ral-GEF (Ral-GDS, RIf y Rgl) y PI3 quinasa
[41]. Ha sido descrito que la expresion de un mutante activo de Raf (Raf-
CAAX) y de Ral-GDS (Ral-GDS CAAX) inhiben la formaciéon de miotu-
bos multinucleados y la expresion de genes especificos de musculo [42]
[43]. En cuanto al tercer efector de Ras, la activacion de la ruta PI3 quina-
sa/Akt ha sido implicada en el proceso de diferenciacion muscular [44].
Incluso la expresion de un mutante activo de R-Ras, una proteina de bajo
peso molecular y de uniéon al GTP que comparte un 50 % de homologia
con las diferentes isoformas de Ras [45], induce el proceso de diferencia-
cién muscular en la linea celular C2C12 a través de la activacion de la
ruta PI3 quinasa/Akt [46].

Nosotros hemos querido estudiar el efecto de la transformaciéon
con Ras oncogénico sobre la diferenciacion de la linea de células muscu-
lares C2C12. En la linea celular C2C12 transformada con Ras activo no
se produce la activacion de las rutas PI3 quinasa/Akt/p70S6 quinasa y p38
MAP quinasa, necesarias para la activacién del factor de transcripcion
NF-kB durante el proceso de diferenciacion muscular. Ademads presenta
una elevada actividad de p44/p42 MAP quinasa y del factor de transcrip-
cion AP-1, lo que impide la parada del ciclo celular. Esto hace que fracase
el proceso de diferenciacién muscular (no se produce la activacion de la
Creatina quinasa, la expresion de la Caveolina 3 y la formacién de miotu-
bos multinucleados) [47].

El tratamiento de esta linea celular, transformada por v-ras, con
el PD098058, inhibidor de MEK-1, produce la parada del ciclo celular
necesaria para el proceso de diferenciacion muscular, pero provoca un
efecto apoptdtico que impide que los mioblastos diferencien. La adicion
de insulina junto con PD098058 impide dicho efecto apoptotico, se pro-
duce la parada del ciclo celular, se induce la activacion de las rutas PI3
quinasa/Akt/p70S6 quinasa y p38 MAP quinasa, que llevan a la activa-
cion del factor de transcripciéon NF-kB y se produce la formacidon de mio-
tubos multinucleados [47]. Al igual que en el proceso de diferenciacion
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de la linea celular C2C12, la activacion de las rutas de la PI3 quinasa y
de p38 MAP quinasa es necesaria para la miogénesis de la linea celular
transformada por v-ras, como hemos observado mediante el uso de in-
hibidores especificos de ambas rutas. Finalmente, una construccion cons-
titutivamente activa de Akt (siempre en presencia de PD) es capaz de imi-
tar a la insulina induciendo la miogénesis de la linea celular transformada
por v-ras. Ademds en estas condiciones Akt constitutivamente activo in-
duce las rutas p70S6 quinasa y p38 MAP quinasa. Recientemente se ha
descrito la regulacién de la actividad de NF-kB por Akt a través de la
activacion de p38 MAP quinasa [47]. Por lo tanto, estos resultados sugie-
ren una nueva via de activacion de p38 MAP quinasa mediada por Akt
y/o p70S6 quinasa, aunque no podemos descartar que la insulina, a través
de otras rutas, pueda también activar a p38 MAP quinasa. Estos resulta-
dos nos llevan a proponer el siguiente esquema.
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Figura 3.- Rutas que llevan a la miogénesis en la linea celular C2C12 transformada
por v-Ras.

En funcion de estos resultados podemos destacar que tanto la
proliferacion como la diferenciacion muscular no pueden ser considerados
como eventos independientes. Al contrario, en este trabajo hemos podido
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observar que durante el desarrollo embrionario del musculo esquelético
existe una relacion coordinada en el tiempo de los procesos de prolifera-
cioén, movilidad, supervivencia y diferenciacion muscular a través de dife-
rentes rutas de sefializacion. Ademas hemos encontrado un posible meca-
nismo para revertir el efecto de la expresion de una forma activa, forma
oncogénica, de la proteina Ras sobre el proceso de diferenciacién muscu-
lar. Se ha descrito que en diversos tumores humanos, como en las células
de Rhabdomiosarcoma (tumores de musculo esquelético) son expresadas
selectivamente formas mutadas activas de los tres genes ras (H-, K- y N-
ras). Para finalizar, muy recientemente se ha descrito que el tratamiento
con Cerivastatina, un inhibidor de la sintesis del colesterol, produce
Rhabdomiolisis. En este efecto estd implicado un proceso apoptotico de
las fibras musculares, por eso creemos que es importante el papel que
hemos demostrado de la proteina Akt como mecanismo de supervivencia
de células musculares.
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Influencia de las condiciones de almacenaje
en la plasticidad y la liberacion de Fentiazac
a partir de una formulaciéon tépica
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RESUMEN

En el presente trabajo se ha estudiado la influencia del aumento de la plasti-
cidad en la liberacién de un anti-inflamatorio no esteroideo (Fentiazac) vehiculado
en gel, en funcién del tiempo v temperatura de almacenaje. A través de ensayos
reologicos v de liberacién in vitro utilizando membranas epidérmicas artificiales
(SARTORIUS), se concluve que estos dos parimetros (tiempo v temperatura de
almacenaje) influyen en el comportamiento reologico del producto v, consecuen-
temente, en la liberacion del anti-inflamatorio.

Palabras Clave: Reologia, viscoelasticidad, gel, membranas epidérmicas (SAR-
TORIUS), liberacién, antiinflamatorio no esteroideo, Fentiazac.

Influence of the storage conditions on the plasticity and release
of Fentiazac incorporated in a topic formulation

SUMMARY

In this work we studied the influence of the plasticity increasing on the release
of an AINE (Fentiazac) incorporated in a gel, in function of the time and the
temperature of storage. From the reological and in vitro release assays, using
artificial epidermic membranes (SARTORIUS), we concluded that those parame-
ters have some influence in the reological behaviour of the product and in the anti-
inflamatory release.

Keywords: Reology, viscoelasticity, gel, epidermic membranes (SARTORIUS),

release, anti-inflammatorv, Fentiazac.
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INTRODUCCION

La utilizacién de preparaciones tépicas para aplicacién en la piel
presenta una gran importancia para promover la absorcién de prin-
cipios activos, como los que tienen accién anti-inflamatoria.

La absorcién percutanea depende no sélo de factores fisiologicos,
tales como la integridad de la piel, el flujo sanguineo cutaneo, el
area anatémica, etc., sino también de otros factores inherentes a la
propia formulacién, incluyendo la naturaleza y el tipo de excipiente,
asi como sus caracteristicas reolégicas (1).

La reologia permite al técnico del medicamento evaluar algunas
propiedades de las formas farmacéuticas a través del analisis del
comportamiento reolégico que presenta.

Las modificaciones reologicas de las preparaciones se deben a la
arquitectura molecular de cada materia, a los cambios estructurales
que resultan de las interconexiones de los compuestos de la propia
mezcla, a la tecnologia de fabricaciéon v acondicionamiento, al PH
del medio, a la accién de agentes fisicos y a las condiciones de
temperatura y tiempo de almacenaje, las cuales pueden determinar
el eventual deterioro microbiano.

Por lo tanto, es evidente la importancia del papel que la reologia
asume en la seleccion de materias primas, en la estabilidad del pro-
ducto acabado en funcién de las condiciones de almacenaje v hasta
en la biodisponibilidad de las preparaciones (2-4).

El objetivo de este trabajo consiste en el estudio reolégico de un
gel de Carbopol que contiene Fentiazac, en funcién de la tempera-
tura y tiempo de almacenaje, traducido en el respectivo analisis
relativo al vaciamiento y caracteristicas viscoelasticas, relacionando
dichos parametros con la cesién in vitro del anti-inflamatorio.

MATERIAL Y METODOS

Formulacion
FERHATAC wnwisnveass msr i 5¢g
Carbopol 940 ......oooeeeveieeiiieeciee 025 ¢
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Metilcelulosa 400 ........cccimisonicsnsivins 22¢

Propilenglicol ........cccovvvvniiiiiiiiiinaeen. 133 g

BOL. KCHOSE osuvimvinisesmiammmmrmmsimm NaOH 1% q.b.p. pH=7,0
Metllparaben sowaanmnnismasiae 0,025 g

Agua destilada ......cooevvviviiiiiiiiicinenns q.b.p. pH 100 ¢

PH final 6,5

Método de preparacion

Dispersar el Carbopol 940 en parte del agua y anadir el agente de
neutralizacién (sol. NaOH 1%) hasta obtener pH=7,0. Dispersar la
metilcelulosa en agua caliente a 60 °C. Dejar enfriar v mezclar con
el gel de Carbopol. Preparar la solucion de conservante con el pro-
pilenglicol v anadir el Fentiazac. Juntar la primera mezcla v comple-
tar el peso con el agua restante, homogeneizando. Acondicionar en
tubos revestidos de aluminio.

Instrumentos

— Instrumento de disolucién de formas farmacéuticas orales s6-
lidas preconizado por la F.P V (correspondiente a la Farma-
copea Europea 1I), a cuyo eje se adapté una camara apropia-
da para la colocacion de la muestra y de la membrana doble.

— Espectrofotometro-Hitachi U-2000.
— Potenciometro-Metrohm 605

— Balanza de precision-Mettler AE200
— Incubadora-Horo

— Redmetro rotativo del tipo cono/plato-Carrimed 50 CLS

Reactivos

— Tamp6én de fosfatos pH 7,0 (USP XXI)

— Componente lipidico N (composicién no indicada por la em-
presa productora) para impregnacion del septo filtrante, tipo
RS.
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Membranas epidérmicas artificiales (SARTORIUS):

Las membranas artificiales que se destinan a simular la piel es-
tan constituidas por dos capas: una membrana hidréfila y un septo
filtrante, tipo RS-modelo SM 16754, que se colocan una sobre la otra
de forma concéntrica y se adaptan a la caAmara con la parte hidrofila
mirando hacia la muestra, como indica la Fig. 1.

Recogida de la muestra __H—
= . ) .
Septo filtrante -.__ | [ L~ Bano termostatizado
. . W ' (36 +1°C
Solucién tampén _ s ' +1%C)
. PRET0 T 0 |l

Lipidos

Membrana doble

Ficura 1. Equipo experimental de membranas usadas.
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Proceso analitico:

La determinacién del Fentiazac fue realizada por espectrofoto-
metria UV midiendo la absorbancia de la fase receptora (solucién
tampon de fosfatos pH 7,0) a 270 nm, usando como blanco la refe-
rida solucion de fosfatos.

Paralelamente a los ensayos efectuados, se preparé una solucién
patréon de Fentiazac, a la misma concentracién, y en las mismas
condiciones, con el fin de obtener los valores porcentuales de las
concentraciones de las muestras relacionadas con la cesién del refe-
rido anti-inflamatorio (5).

RESULTADOS Y DISCUSION
Ensayos reoléogicos

Se determinaron las caracteristicas en relacién con el vaciamien-
to v la viscoelasticidad del producto.

En el protocolo seguido en este estudio se consideraron los si-
guientes parametros:

— Temperaturas (5°C; 25°C 45°C)
— Tiempo de almacenaje (3 afios)

Los reogramas obtenidos con el gel de Fentiazac en funcion de la
temperatura y del tiempo de almacenaje se representan en las Figs.
2 (A, By C) y 3, pudiendo observarse aumento progresivo de la
viscosidad del gel.

Los ensayos de vaciamiento demuestran, sin duda, la influencia
del tiempo y de la temperatura, traducida por una mayor agregacién
y estructuracién del polimero, reflejandose en un ligero aumento de
la tixotropia y en el comportamiento pseudoplastico mas pronuncia-
do de la preparacién, correspondiendo a un mayor valor de cesién
(Yield value).

En lo que respecta a las caracteristicas viscoelasticas se recurrié
a ensayos oscilatorios a través de la aplicacién de los médulos vis-
coelasticos (médulo de almacenaje, G’ y médulo de pérdida, G”) v a
ensayos de fluidez (creep-compliance) (5).
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Viscosidad (Pa.s)
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FiGura 2. Reogramas obtenidos con el gel de Fentiazac en funcion de la tempera-
tura, 1 mes (A), 2 arios (B) v 3 arios (C) después de su preparacion.
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Reograma obtenido con el gel de Fentiazac en funcion del tiempo de
almacenaje a la temperatura de 25° C.
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Los espectros mecanicos obtenidos en los ensayos oscilatorios
para los diferentes tiempos y temperaturas de almacenaje estan re-
presentados en la Fig. 4 (A, By C).
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Ficura 4. Espectros mecdnicos obtenidos con los médulos G'y G" en funcion de
la temperatura, 1 mes (A), 2 afios (B) y 3 anios (C) después de la preparacion
del gel

Como se puede verificar a través de las figuras, el binomio tiem-
po / temperatura de almacenaje afecta a las caracteristicas viscoelas-
ticas del gel. De hecho, con el aumento de la temperatura y con el
paso del tiempo aparecen modificaciones en la estructura molecular
del sistema, provocadas por las interacciones entre las cadenas po-
liméricas que provocan al mismo tiempo un aumento de la elastici-
dad observada por la rigidez del gel. Por consiguiente, es posible
verificar que, a pesar de que los médulos G’ y G” son mayores a 5°,
el sistema adquiere claramente propiedades elasticas mas intensas
por el aumento de la temperatura, o sea, la diferencia entre G’y G”
aumenta, disminuyendo la inclinacién G’ versus frecuencia (o).

El sistema es mas elastico (rigido) a 45° C, esto es, la red tridi-
mensional del gel estd menos afectada por la frecuencia, mostrando,
por tanto, una menor movilidad de las cadenas poliméricas.

La Fig. 5 (A, By C) representa los espectros mecanicos de fluidez
en relacién con las condiciones de almacenaje utilizadas en los en-
sayos.
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FiGura 5. Representacion grdfica de los ensavos de fluidez obtenidos en funcién
de la temperatura, 1 mes (A), 2 aiios (B) v 3 aiios (C) después de la preparacion
del gel.

Como se puede verificar a partir de los registros graficos, la de-
formacién obtenida en el sistema después de la aplicacién de una
tensién constante esta influida por el tiempo y la temperatura de
almacenaje. A medida que aumenta la temperatura y con el paso del
tiempo de almacenaje, se observa un aumento de rigidez del gel,
disminuyendo, consecuentemente, el grado de deformacién resultan-
te de la tensién aplicada.

Asi pues, la elasticidad es menor a 5°C y los valores de fluidez
correspondientes a la deformacién sufrida por el sistema disminu-
yen con el tiempo de almacenaje, pronunciandose las caracteristicas
del “sélido”.

Ensayos de cesion in vitro.
Se efectuaron ensayos de cesién in vitro con el gel de Fentiazac
sometido a diferentes condiciones de almacenaje, con el fin de veri-

ficar el comportamiento de cesiéon del anti-inflamatorio en funcién
del tiempo y de la temperatura de almacenaje.
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Este estudio se llevé a cabo durante tres anos en los cuales se
realizaron regularmente varios ensayos con las muestras sometidas

a las temperaturas de almacenaje de 5°C (en frigorifico), 25°C y 37°C
(en incubadora).

Los resultados obtenidos en estos ensayos se encuentran indica-
dos en la Tabla 1 y representados en la figura Fig. 6.

TagLa 1. Liberacion del Fentiazac vehiculizado en gel de Carbopol v metilcelulosa
en funcion del tiempo v temperatura de almacenaje después de 12 I de ensayo
1 mes 12 meses 24 meses 36 meses
5° 81,9+1,8 79,9+2,7 78,0£2,2 73,3+2,6
25° 81,9:+1,8 81,6+2,5 77,5+1,9 64,6+2,6
37° 81,9+1,8 80,5:2,8 74,8+3,1 60,1+2,7

FENTIAZAC (%)

Fentiazac (%)
&

12

24
meses

36

Ficura 6. Variacion de la liberacion del Fentiazac (%) después de 12 h, en
funcion del tiempo y temperatura de alimmacenaje.
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Como se puede constatar, no se registraron alteraciones signifi-
cativas para las temperaturas de 5°C y 25°C. No obstante, se verificé
una disminucién bastante mas acentuada para la temperatura de
almacenaje de 37°C.

Se verifica que con el tiempo y con la subida de temperatura, se
produce un aumento de la consistencia del gel, reflejandose directa-
mente en la dificultad de liberacién del Fentiazac con evidente pro-
longamiento del periodo de latencia (lag-time).

Interpretando los resultados de la Tabla 1 se constata que, para
la temperatura de 5°C y la duracion total de 3 afos, hubo un descen-
so en la liberacion del Fentiazac que no alcanza un 10%. No sucedié
lo mismo para las otras temperaturas ensayadas (25°C y 37°C), para
las cuales la disminucién encontrada fue de un 17 y un 20%, respec-
tivamente.

En estas condiciones de almacenaje, la preparacién estudiada
libera el anti-inflamatorio en cantidades semejantes a las verificadas
en la conservacién a 5° C durante un periodo de 2 afios.

En resumen, la influencia del tiempo y sobre todo de la tempe-
ratura de almacenaje condiciona el indice de liberacién del anti-
inflamatorio, particularmente mas evidente a partir de los dos anos.

La molécula del Fentiazac, tiene buena estabilidad, lo que previ-
siblemente asegura, desde un punto de vista quimico, una validez
duradera de las preparaciones donde se incluye.

A pesar de que el gel de Fentiazac continta presentando carac-
teristicas satisfactorias propias de una preparacién dérmica, a partir
de los 24 meses su eficacia podra estar condicionada. Se demuestra
que la garantia de estabilidad fisica de las preparaciones y de la
estabilidad quimica del principio activo, como es el caso del Fentia-
zac, no siempre encuentra correspondencia en términos de validez
del producto.

CONCLUSION

El tiempo y la temperatura de almacenaje, a causa de la influen-
cia en la reologia del gel, interfieren en la cesién del anti-inflamato-
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rio. A pesar de las variaciones reolégicas, el gel de Fentiazac al final
de 2 afios a temperatura ambiente, mantiene condiciones aceptables,
aunque se recomienda su almacenaje en lugares mas frescos.
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