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Resumen

Se desarrolla un estudio retrospectivo de corte transversal con el objetivo de
corroborar la posible implicacion oncogénica de la molécula de G1 en pacientes
sometidos a estudios clinicos fase | y Il en los afios 1991-92 en la provincia de
Villa Clara (VC). La muestra potencial para el estudio es de 127 pacientes, los
cuales fueron tratados con el producto de uso topico Dermofural, que contiene el
ingrediente activo G1. Dicho medicamento resultd ser reanalizado en el afio
2006 por el organo regulador cubano, el cual manifestd su aprobacion y
conformidad en realizar el presente trabajo de diploma, el cual seria un elemento
mas a considerar en cuanto a la seguridad del mismo.

Se efectda una recopilacion de datos de incidencia de cancer en la provincia VC,
desglosado ademas por municipio, obteniéndose el indicador de tasa por 10°
habitantes, dato que seria utilizado como criterio comparativo, se establece que
la tasa bruta anual estimada por 10> habitantes oscilé entre los rangos 410,5 y
467,8 por 10° para el periodo 1999-2004. Ademas se confeccioné una encuesta
gue respondiera a las exigencias antes referidas, la cual fue certificada a todas
las instancias establecidas por el Misterio de Salud Publica.

De la muestra potencial solo se pudieron encuestar 82(64,6%) pacientes, no
localizados por diferentes razones 45 (35,4%), de los cuales solo 10 (7,9%)
tienen probabilidad de ser localizados y encuestados en el futuro. En el estudio
se muestra los resultados de edad, sexo, localizacion anatomica de la
aplicacién, concentracion del preparado aplicado, duracién de la aplicacion, asi
como el efecto de evidencia de accién oncogénica para los 82 pacientes
encuestados.

Se arriba a la conclusion de que no se reportaron evidencias de relacién causal
entre el empleo del Dermofural y la aparicion de procesos oncogeénico en la
muestra.
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INTRODUCCION 1

Dos de las primeras observaciones realizadas acerca de la relacién entre
exposicion de las personas a ciertos agentes quimicos y aumento de la
incidencia de céancer, fueron realizadas en los afios 1761 y 1775,
independientemente. Estas observaciones hacian referencia al cancer nasal
(debido a sustancias inhaladas) y cancer de escroto (en los deshollinadores). En
el aflo 1918 se demostrd0 experimentalmente esta relacion en animales.
Finalmente, en la década de 1930-1940 se aislé un agente carcinogénico del
alquitran del carbon, el benzopireno, hidrocarburo aromatico policiclico que
resulta de la combustién incompleta de moléculas organicas. Hacia 1950 se
describié una amplia variedad de agentes quimicos de diversas estructuras que
podian producir cancer en animales. Se sugirié que estas sustancias requerian
la activacion metabdlica a intermediarios electrofilicos reactivos que se unen
covalentemente a centros nucleofilicos de proteinas, ARN o ADN. Desde
entonces se han descrito muchos mas carcindbgenos que actuan de esta formay
producen mutaciones en células procariéticas y eucariéticas.

Hoy en dia el cancer es considerado como una de las enfermedades mas fatal
de las enfermedades cronicas, a nivel mundial actualmente esta ubicado en el
segundo lugar cuando se compara con las enfermedades cardiopatias. Por causa
de céncer, cada afio se presentan mas de seis millones de muertes por algun tipo de
neoplasia maligna en el ambito mundial. Asimismo, se estima que cerca de veinte
millones de personas presentaran algun tipo de cancer cada afo, de las cuales cerca de
nueve millones corresponderan a casos incidentes.

En Cuba el cancer constituye un verdadero problema de salud por sus altos
indices de morbilidad, su tendencia creciente en la tasa de incidencia, la
tendencia estable en sus tasas de mortalidad y por ser la segunda causa de
muerte en el pais en casi todas las edades. En la provincia de Villa Clara sola
en 1999 fueron reportado 2 567 casos de cancer (0,30% de la poblacion) y
después de seis afios la cifra de los casos reportado aumento a 2 996 (0,36% de
la poblacion)

El cancer puede originarse a partir de cualquier tipo de célula en cualquier tejido
corporal, no es una enfermedad Unica sino un conjunto de enfermedades que se
clasifican en funcion del tejido y célula de origen. Existen varios cientos de
formas distintas, siendo tres los principales subtipos: los sarcomas proceden del
tejido conectivo como huesos, cartilagos, nervios, vasos sanguineos, musculos y
tejido adiposo. Los carcinomas proceden de tejidos epiteliales como la piel o los
epitelios que tapizan las cavidades y oOrganos corporales, y los tejidos
glandulares de la mama y prostata. En el tercer subtipo se encuentran las
leucemias y linfomas que incluyen los canceres de los tejidos formadores de las
células sanguineas. Producen inflamacién de los ganglios linfaticos, invasiéon del
bazo y médula 6sea, y sobreproduccion de células blancas inmaduras. En el
cuarto subtipo se encuentra en las células de Sistema Nervioso: neuroblastomas
y gliomas.

Se consideran tumores agudos si son de aparicion rapida y cronica si aparecen
gradualmente. El tumor epitelial se denomina también adenoma si es benigno y
adenocarcinoma si es maligno.
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INTRODUCCION 2

Las modalidades principales para la prevencion del cancer incluyen cambios de
habitos como el tabaquismo, el consumo de alcohol, la dieta y actividad fisica,
radiaciones solares, ionizantes, medicamentos, habitos sexuales, traumatismo
cronico entre otras, asi como hacer el diagnostico temprano de las neoplasias
malignas en sus primer etapas y lesiones premalignas, siguiendo los
procedimientos indicados por el Organizacién Mundial de Salud.

Mientras en el mundo de investigacion de cancer se estan buscando estudios
alternativas que van a ahorrar cien de millones de ddlares y millones de horas
gastado en experimentos por el personal, asi como millones de animales
sacrificados, ya que s6lo un nimero pequefio de miles de quimicos industriales
pasan al mercado y de estés la mayoria aun tienen que pasar las pruebas de
carcinogenicidad. Ademas las investigaciones realizadas han revelado que
estas pruebas de carcinogenicidad en animales faltan mucha especificidad en
cuanto a la identificacion de los no carcindgenos asi dudando su abilidad en el
predecir del bioassay. También por las limitaciones cientificas de muchos
bioassays de carcinogenicidad y muchos obstaculos biolégicos que se presentan
causan que haya muchas dificultades en extrapolar datos que pudieran ser Utiles
en predecir si un quimico es carcinogénico o no.

Entre los afios 1991 y 1992 se desarroll6 un Ensayo Clinico Fase I,
multicéntrico, con el objetivo de evaluar la factibilidad del Dermofural, formulado
en base hidréfila para el tratamiento de enfermedades infecciosas de la piel.
Este formulado contiene como ingrediente farmacéutico activo el 2-bromo-5-(2-
bromo-2-nitrovinil)-furano, denominado G-1, el cual constituye un producto
desarrollado por el Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ), Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas (UCLV) a partir del furfural, materia prima derivada
del bagazo de la cafia de azlcar. Los resultados obtenidos permitieron que se
autorizara en 1993 el desarrollo de un ensayo clinico Fase Ill, en cuatro
unidades hospitalarias del pais, con el objetivo de evaluar la eficacia en el
tratamiento de varias enfermedades dermatologicas por bacterias y hongos
dermatofitos.

A pesar de que se obtuvieron resultados satisfactorios de eficacia y seguridad
comparable a los medicamentos controles, el Dermofural (G-1) no contaba con
estudios preclinicos que demostraban de una forma concreta que no tenia
ninguno vinculo a las posibles causas de Oncogénesis en pacientes que se lo
habia aplicado. Asi el problema siendo para el investigador la creaciéon de un
estudio y confeccionamiento de una encuesta adecuada que nos permite
establecer la relacion del tratamiento con el Dermofural con los procesos
oncogénicos en pacientes que se lo aplicaron.
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INTRODUCCION 3

Objetivo General:

Evaluar la posible relacién entre la aplicacién dérmica del ingrediente farmacéutico
activo del Dermofural (G-1) vy el desarrollo de procesos oncogénicos en los
pacientes expuestos.

» Objetivos Especificos:

1. conocer cual es la incidencia de procesos neoplasicos de los habitantes de la
provincia Villa Clara'y sus municipios.

2. disefiar una encuesta que cumpla con los aspectos regulatorios exigidos que
permita obtener la informacién mas exacta que esclarezca la relacion de
casualidad entre el uso de dermofural y el tratamiento de los pacientes tratado con
el dermofural.

3. Distribuir los pacientes pesquisados segun edad y sexo.

4. Identificar cuantos pacientes en estudio y pesquisados dieron resultados
positivos segun edad y sexo.

5. Utilizar técnicas estadisticas para discriminar la posible relacion entre la
aplicacion de la molécula G-1 y desarrollo de procesos cancerigenos en los
pacientes tratados, tomando ademas como referencia los datos histéricos de la
provincia

Hipotesis de trabajo

Dado que por las caracteristicas del estudio se esta evaluando en primera instancia la
seguridad terapéutica del producto respecto a su potencial carcinogénico, la hipotesis
se baso en ello, expresada de esta manera:

El Dermofural se considera un producto relativamente seguro desde el punto de vista
carcinogénico, siempre que no se registren pacientes con manifestaciones de procesos
oncogénicos, y habiéndose demostrado lo anterior mediante una encuesta
confeccionada al efecto, sobre la base de las historias clinicas y el examen fisico
dermatoldgico, que permite establecer la relacién de causalidad respecto al tratamiento
con el Dermofural hace mas de 13 afios.
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2.1 Conceptos Basicos y Definiciones

Adenocarcinoma. Tumor maligno originado en el epitelio glandular o que forma
estructuras de tipo glandular. t. rel. Cancer, adenoma.

Adenoma. Tumor benigno desarrollado en el epitelio glandular o que forma estructuras
de tipo glandular. t. rel.adenocarcinoma.

Benigno. 1. Enfermedad que no produce efectos nocivos persistentes. 2. Tumor que no
invade otros tejidos (metastasis); aunque hay pérdida del control de crecimiento no se
pierde el de situacién. ant. Maligno.

Bioensayo. Procedimiento para evaluar la actividad biolégica, la presencia o la cantidad
de una sustancia (toxico, toxina, hormona, antibiético, etc.) mediante la medida de sus
efectos sobre un organismo o cultivo celular en comparacion con una preparacion
estandar apropiada. m. gral. ensayo.

Cancer. Denominacion de las tumoraciones malignas. Los carcinomas se originan en
las células epiteliales; los sarcomas en el tejido conjuntivo. m. est. carcinoma,
epitelioma, sarcoma. t. rel. Carcindgeno, carcinogénesis, carcinogenicidad,
neoplasia, tumor.

Carcinogénesis. Proceso de induccién de neoplasias malignas por agentes fisicos,
qguimicos o biolégicos. t. rel. Carcinégeno, cancerigeno.( WHO, 1989a)
Carcinogenicidad. Capacidad para inducir cancer; segun la evidencia que sobre ello se
tenga de cada agente (sin atender a la potencia) se distingue:

Evidencia suficiente. Se ha establecido relacion de entre la exposicion al agente y la
aparicion de cancer en humanos o en animales. 2. Evidencia limitada. Se ha observado
asociacion positiva entre exposicidn y cancer, pero la evidencia no es suficiente por no
poder descartarse con suficiente seguridad la participacion de casualidad, o de factores
que induzcan a confusion. 3. Evidencia inadecuada. Los estudios disponibles son de
insuficiente calidad, consistencia o de escasa representatividad estadistica para permitir
una conclusion acerca de la existencia o ausencia de una relacion de causalidad. 4.
Falta de evidencia. Se dispone de estudios adecuados, que abarcan el rango de dosis a
los que los seres humanos pueden estar expuestos y que se confirman mutuamente,
gue no demuestran la existencia de la induccién de cancer a ningun nivel de exposicién.
La designacion de «falta de carcinogenicidad» esta inevitablemente limitada a los tipos
de cancer, dosis, tiempo de exposicion y demds circunstancias consideradas en los
estudios. Ademas, nunca puede excluirse la posibilidad de algun riesgo a los niveles de
exposicion estudiados.

Carcindgeno. Agente fisico, quimico o biolégico capaz de incrementar la incidencia de
neoplasias malignas. sin. Cancerigeno.

Carcinoma. Tumor maligno de células epiteliales. sin. Epitelioma. t. rel. Sarcoma.
Cocarcindgeno. Factor fisico, quimico o biolégico que intensifica el efecto de un
carcinégeno.

Dosis toxica. Proporcion de una sustancia que produce intoxicacion sin que llegue a
ser letal.

Ensayo de carcinogenicidad. Estudio a largo plazo (crénico) disefiado para cualquier
posible efecto carcind6geno de una sustancia.

Ensayo de toxicidad. Estudio experimental de los efectos adversos de una sustancia
sobre un organismo vivo, durante un tiempo determinado y condiciones definidas. t. rel.
Ensayos de toxicidad aguda, ensayos de toxicidad crénica, ensayos de
carcinogenicidad.
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REVISION BIBLIOGRAFICA 5

Ensayo de toxicidad aguda. Estudio experimental para determinar los efectos
adversos que pueden aparecer en un corto tiempo (usualmente 14 dias) después de
una dosis Unica de una sustancia, o de varias dosis administradas en 24 h. t. rel.
ensayo limite, dosis letal media (DL50).

Ensayo de toxicidad crénica. Estudio en el cual se observan organismos a lo largo de
una gran parte de su vida, durante y después de la exposiciéon a la sustancia que se
ensaya. sin. ensayo a largo plazo. ant. Ensayo de toxicidad aguda (IRIS 1986)
Epigenesis, epigenético. Cambios en un organismo a causa de alteraciones en la
expresion de la informacion genética, sin alteracion del genoma; se afecta el fenotipo
pero no el genotipo. t. rel. Mutacién, fenotipo, tumor.

Epitelioma. Tumor originado en el epitelio. m. est. Carcinoma.

Genotoxicidad. Capacidad para causar dafio al material genético; el dafio puede ser de
tipo mutdgeno o carcindgeno.

In vitro. Literalmente, en vidrio. Estudio de laboratorio realizado sobre células, tejidos u
organos aislados o con sistemas subcelulares o bioguimicos (enzimas). ant. in vivo.

In vivo. Estudio realizado sobre individuo vivo. ant. in vitro

Maligno. 1. Tendencia a empeorar progresivamente hasta la muerte, si no se trata. 2.
En relacién con el cancer, células que crecen de forma incontrolada y con tendencia a
invadir y destruir otros tejidos. t. rel. cancer, metéstasis, tumor, hipertermia. ant.
benigno.

Mutacién. Cualquier cambio heredable, relativamente estable, del material genético que
puede ser una transformacion quimica de un gen individual (mutacion génica o puntual)
que altera su funcién, o un reordenamiento, ganancia o pérdida de un cromosoma,
visible al microscopio (mutacién cromosOmica). Las mutaciones pueden ocurrir en
células germinales y transmitirse a la descendencia o en células somaticas y pasar de
una célula a otra al dividirse éstas. t. rel. Cromosoma, gen, clastogénesis,
genotoxicidad.

Mutagenicidad. Capacidad de un agente biolégico, quimico o fisico para inducir
cambios heredables (mutaciones).

Mutageno. Cualquier sustancia que puede inducir cambios heredables (mutaciones) en
el genotipo de una célula como consecuencia de alteraciones o de pérdida de genes o
de cromosomas o de parte de los mismos.

Oncogen. Gen que puede causar transformacion neoplasica de las células: los
oncogenes son genes con ligeros cambios respecto a genes normales llamados proto-
oncogenes.

Oncogénesis. Produccion de tumores.

Procarcinégeno. Sustancia que ha de ser metabolizada para inducir tumores malignos.
Sarcoma. Tumor maligno que crece en el tejido conectivo y compuesto primariamente
de células anaplasicas que simulan tejido de sostén.

Toxicidad. Capacidad para producir dafio a un organismo vivo, en relacién con la
cantidad o dosis de sustancia administrada o absorbida, la via de administracién y su
distribucion en el tiempo (dosis Unica o repetidas), tipo y severidad del dafio, tiempo
necesario para producir éste, la naturaleza del organismo afectado y otras condiciones
intervinientes.

Toxicidad aguda. Capacidad de una sustancia para producir efectos adversos dentro
de un corto plazo de tiempo (usualmente hasta 14 d) después de la administracion de
una dosis Unica (o una exposicion dada) o tras dosis o exposiciones multiples en 24 h. t.
rel. Efecto agudo. ant. Toxicidad crénica.

Toxicidad cronica. Capacidad de una sustancia para producir efectos adversos
consecuentes a una exposicion prolongada; éstos pueden aparecer durante o después
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REVISION BIBLIOGRAFICA 6

de interrumpida la exposicion. t. rel. Ensayo de toxicidad crdnica. ant. Toxicidad
aguda (IRIS, 1986)

Toxicidad subcrdnica. 1. Efectos adversos ocasionados por administracion o
exposicion repetida de una sustancia durante un corto periodo de tiempo, usualmente el
10% de la vida (al menos 90 dias en animales). 2. Capacidad para producir efectos
adversos tras exposicion subcroénica. t. rel. Ensayos de toxicidad subcronica.
Toxicidad subcrénica, ensayo de. Experimentacion animal para estudiar los efectos
producidos por una sustancia cuando se administra repetida o continuamente durante
90 dias (WHO, 1979)

Toxico. Cualquier agente quimico o fisico capaz de producir un efecto adverso para la
salud. Todos los agentes fisicos y quimicos son téxicos potenciales, ya que su accion
depende de la dosis y de las circunstancias individuales y ambientales (Repetto, 1988)
Toxicologia. Ciencia que estudia las sustancias quimicas y los agentes fisicos en
cuanto que son capaces de producir alteraciones patolégicas a los seres vivos, a la par
que estudia los mecanismos de produccién de tales alteraciones y los medios para
contrarrestarlas, asi como los procedimientos para detectar, identificar y determinar
tales agentes y valorar su grado de toxicidad ( Repetto, 1987 )

Tumor. 1. Inflamacién (bulto) o crecimiento anormal de un tejido, ya sea benigno o
maligno. 2. Crecimiento anormal, en velocidad y estructura a partir del tejido normal, sin
utilidad fisiolégica. Sin. Neoplasia.

Xenobiotico. En sentido estricto, cualquier sustancia que interactlia con un organismo y
que no es uno de sus componentes naturales. Sin. Sustancia exégena, sustancia
extrafa. (Repetto y Sans, 1995)

La Carcinogénesis como Proceso.

En la dieta diaria se ingieren diferentes toxicos y mutdgenos, los organismos han
desarrollado un sistema de adaptacién relacionado a su capacidad individual de
detoxificacién; Cabe sefialar que existen dos mecanismos por los cuales los genes
pueden alterarse:

a) GENETICO donde se producen alteraciones estructurales del genoma por cambios
en la disposicion de los propios genes o de sus bases, como son las mutaciones,
translocaciones o deleciones

b) EPIGENETICO en acciones moleculares por alteraciones de las enzimas o de los
sustratos de las mismas, tal el caso de la metilacién de las bases. Este mecanismo
generalmente compromete simultineamente los dos alelos y la hipometilacion
conduce a la mayor expresion de los genes, por lo tanto, una mayor cantidad de la
enzima metiltransferasa que inhibe la metilacién, puede conducir a la mayor expresion
de oncogenes. Esta enzima se encuentra elevada en los tejidos tumorales.
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2.2 ORIGEN DEL CANCER

El proceso de formacion de un tumor a partir de una célula implica la
acumulacion sucesiva de alteraciones en los genes durante el periodo de afios
de crecimiento hasta que se hace aparente. Las células van adquiriendo
alteraciones en su material genético que les proporciona ventaja en cuanto al
crecimiento frente a las normales, van siendo seleccionadas y seran
mayoritarias en el tumor. Asi, el proceso de carcinogénesis tumoral se compone
de alteracién genética (mutacién), competicidén y seleccion celular y tiene lugar
durante afios.

Figura 1.
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2.2.1 Mecanismos Moleculares de Defensa

La célula expuesta a tantos factores que pueden dafiar el genoma, cuenta sin embargo
con mecanismos de defensa, de los cuales depende la normal replicacion celular.
Consideraremos de interés los siguientes:

* La apoptosis, o muerte celular programada.

* Las proteinas anticiclinas que “enlentecen” el ciclo celular y dan tiempo a actuar a los
mecanismos reparadores del genoma.

* Las proteinas del complejo NER (nucleotide-excision-repair) también denominadas
MMR (mismatch repair genes) que localizan los sectores dafiados, devanan la hélice,
excluyen el segmento de ADN afectado e incorporan las secuencias correctas.
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» El acortamiento fisiolégico de los telémeros. Los teldbmeros, son secuencias del
genoma que se encuentran en los extremos de los cromosomas y no se ha constatado
hasta ahora, que codifiquen sefales de proliferacion. Impiden la pérdida y alteracién
espontdnea de las secuencias de ADN y al mismo tiempo son marcadores del
envejecimiento celular, puesto que se van acortando con cada division y llega un punto
que ellos mismos inducen el “suicidio” de la célula. Cuando los telbmeros son
“repuestos” por accion de una telomerasa, no llega ese final conveniente para el
porvenir del “clon”, de ahi, que la presencia de telomerasas, constituya un signo
desfavorable. Las telomerasas se sobreexpresan en los tejidos neoplasicos. Sin
embargo, esta enzima puede estar aumentada también en células normales que
requieren reproduccion activa Gtil, como son las germinales y algunas hematopoyéticas.

2.2.2 Etapas de la Carcinogénesis

Cuando el clinico se encuentra ante un tumor, no observa mas que un pequefio
momento de la vida del proceso canceroso, el denominado periodo clinico. Este
periodo, a su vez, puede ser subdividido en dos fases, una fase local, en la que el tumor
se encuentra todavia localizado en las estructuras primarias afectadas, y una fase de
generalizacion, en la que en ocasiones se produce la diseminacion del tumor (aparicion
de metéstasis), configurando lo que hemos venido a denominar "enfermedad
cancerosa”. Sea con una sola o con las dos subfases, este periodo puede ser asimilado
a lo que representa la parte visible de un iceberg, que mantiene fuera de nuestra vista el
periodo mas largo, el que va desde la actuacion de la causa hasta la emergencia clinica
y que encierra el periodo precanceroso (iniciacion, promocién y una parte mas o menos
importante de la progresion). La primera etapa del proceso de la carcinogénesis,
absolutamente preclinica y en una primera etapa aln no cancerosa (precancerosa)
consta de tres etapas principales:

Iniciacion:

Ocurre a nivel del genoma vy las alteraciones pueden darse en los tumores benignos y
malignos al igual que la segunda etapa, pero la tercera, o sea la de progresion, es
exclusiva de la transformacién maligna.

Los agentes que actian en la primer etapa pueden ser: FISICOS - QUIMICOS o
VIRALES.

AGENTES FISICOS MUTAGENICOS

Las radiaciones poseen un elevado potencial mutagénico (5% de los canceres
en el hombre) al incidir sobre la molécula de ADN, a la que alteran de distintos
modos, causando roturas en las cadenas de nucleodtidos o induciendo la
formacion de enlaces covalentes estables entre bases de la misma o distinta
cadena, lo que genera a su vez errores durante la replicacion o expresion del
ADN. La accion de los mutdgenos puede ser directa o, a veces, indirecta,
mediante la interaccidon con otras moléculas y la formaciéon de radicales libres
que dafaran el ADN. Las radiaciones ionizantes (con energia suficiente para
provocar la separacion de uno o mas electrones de un atomo o de una
molécula), producen la liberacion de grandes cantidades de energia capaz de
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romper los enlaces quimicos de las moléculas de ADN y de proteinas. El
mecanismo mas probable de accion de este tipo de radiaciones, como las del
radon (causante de canceres especialmente de pulmon), es la generacion de
deleciones o pérdidas de fragmentos en el ADN, y de traslocaciones
cromosomicas. La radiacién UV, por su parte, esta asociada a la aparicién de
canceres de piel. El mecanismo de la accion mutagena es la formacién de
dimeros de pirimidina en el ADN (ver figura 3), y ademas tiene efectos nocivos
sobre el sistema inmune. El posible efecto mutagénico de radiaciones
electromagnéticas débiles provenientes de fuentes de emision industriales o
caseras (microondas) no ha sido demostrado.

Figura 3.
0. H
L s S ’
8 N 0=0
B
(P CH., P .
H Ho | Timinas )
0, H adyacentes
) ) C—h = f
W —N )C=0 Cado T
P .. L a !
H CH, A
TRIL : , Lz UV
0, H | O, H ,
i G N Y q' ‘._C N
N C=0 (8 56=0
. “‘\..:(‘ﬁ Iir‘-f . 3 H‘”‘"f‘ﬁ—l['. 4 .
D] H ‘ | ‘cn P . ‘\”Hc‘.u;. y
Y
o | ‘ll 0 \H
Y el vy (e Nf,\
L5 - 8 & B
I“% N ~— I 8 5 !,r o N < i€ OH
" Ot *C——C
H CH, FH CH

Dimero de tmine en cleloluatano Futoproducie G4

Los carcinégenos quimicos tienen como blanco preferencial al nitrégeno de la guanina
(Alquilantes, aminas aromaticas, nitrosaminas y grasas poliinsaturadas) produciendo
mutaciones irreversibles. La aflatoxina (aislada de alimentos contaminados con un tipo
de hongo) se considera oncogénica para la célula hepética. Se atribuyen afectos
genotodxicos a los compuestos policlorados contenidos en insecticidas y plaguicidas, asi
como también productos de la manufactura de materiales eléctricos y plasticos
formando parte de los contaminantes ambientales, que llegan a los seres vivos a través
del aire, del agua y de los alimentos. (7)

Los carcindgenos virales actian introduciendo sus propias oncoproteinas al genoma de
la célula afectada con lo que la misma cambiard su cdédigo normal, por el que le
imponen los oncogenes virales. Tal es el caso del papiloma virus humano, del Epstein
Bar y de las hepatitis B y C. Los oncogenes virales se ubican generalmente en las
proximidades de proto-oncogenes o de oncogenes supresores, activando a los primeros
y desactivando a los segundos.

Figura 4.
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Promocion:

Representa la etapa de crecimiento tisular con la formacién del tumor. Participan: los
factores de crecimiento y los receptores a los factores de crecimiento, como asi también
la angiogénesis y degradacién de las matrices extracelulares.

Los factores de crecimiento (FC), son péptidos producidos por las mismas células o por
las vecinas y actian como facilitadores de la mitosis incorporando en fase S, a algunas
células que se encuentran en fase GO o G1 prolongada.

Los FC se sintetizan en una célula y luego migran al espacio intercelular, ejerciendo sus
acciones sobre las células vecinas. Los primeros FC descubiertos fueron el de
crecimiento neuronal (NGF) y el epidérmico (EGF), a los que se sumaron muchos mas,
entre ellos el derivado de plaquetas (PDGF), el de hepatocitos (HGF), el de crecimiento
de fibroblastos (FGF) el estimulante de crecimiento de colonias, el simil insulina (IGF-1).
Algunas hormonas ejercen acciones similares a estos factores peptidicos una vez que
fueron captadas por los receptores de membrana o intracitoplasmaticos. Es reconocido
el efecto proliferativo de los estrégenos sobre los epitelios mamarios y del tracto genital;
las gonadotropinas hipofisarias, estimulan especialmente al epitelio ovarico; la
prolactina ejerce su accién en el ambito de la mama y también del ovario; la insulina de
origen pancreatico y el factor simil insulina, de origen hepatico, son verdaderos factores
de crecimiento.

Merece un comentario aparte la accidon de los estrogenos, tan vinculados a canceres
hormonodependientes y su uso como terapia hormonal de reemplazo, a originando
controversias al respecto.

a) estimulan algunos proto-oncogenes como el FOS

b) estimulan la accién de otros factores de crecimiento (FC) y los receptores para FC.

¢) Facilitan la sintesis y liberacion de prolactina

d) Estimulan la sintesis de receptores de PG

e) Aumentan el AMP ciclico que participa en la transduccion de sefiales activando la
replicacién celular.

f) Eleva los niveles de ciclicas (especialmente la E) posiblemente por mecanismos
indirectos. (Via estimulacion de proto-oncogenes por el AMPc responsive elements)
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Los receptores de membrana, son compuestos gluco-proteicos, que se unen a los
factores de crecimiento y transmiten los mensajes proliferativos por intermedio de sus
conexiones transmembrana. Algunas veces, la sobré expresion de éstos receptores los
hace autoinducibles es decir, que se encuentran en accién permanente aln en ausencia
del factor de crecimiento.

Algunas citocinas, que son productos de distintos tipos de células, pueden ejercer
efectos modulatorios o inhibitorios de la proliferacion; tal es el caso del factor TGF beta,
del interferén y del TNF o factor de necrosis tumoral que antagonizan a los factores de
crecimiento.

Progresion:

Implica la capacidad de invadir tejidos vecinos o a distancia, por parte de la célula
tumoral maligna. Esa capacidad esta codificada también en los genes de la misma con
modificaciones estructurales y funcionales. (Robbins y col, 1995)

Las células normales, se encuentran “ancladas” en un habitat que le es propio. El
contacto con las células vecinas controla su propia divisién celular y existen moléculas
de adhesion que las mantienen proximas y permiten la transmision de sefiales de una a
otra; las células normales son incapaces de atravesar la membrana basal que las
separa del tejido conjuntivo sub-basal de donde obtiene los materiales que la nutren;
tampoco tienen capacidad de introducirse a los capilares sanguineos o linfaticos,
aungue los linfocitos, hacen excepcion a esta particularidad.

En algunas ocasiones tras estas primeras etapas en el proceso carcinogénico es
posible objetivar lesiones titulares (evidenciables microscépicamente) denominadas
precancerosas (situaciones patolégicas que, de manera estadisticamente significativa,
preceden o favorecen la aparicién de procesos tumorales).

(54)

Un resumen mas comprensible se muestra en la figura 5:
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2.2.3 Carcinégenos no genotéxicos o epigenéticos.

Son aquellos compuestos quimicos que actlan por mecanismos que no incluyen la
modificacion directa del ADN, dando lugar finalmente a células genéticamente
inestables (tumor). Estos agentes parece ser que modulan el crecimiento y la muerte
celular. En general, estos compuestos actlan modificando la fisiologia normal de
organos y sistemas especificos produciéndose una sobreestimulacion persistente cuyo
resultado es una replicaciéon celular intensificada (alteracion del ciclo celular con efecto
mitogénico).

Esto puede dar lugar a un incremento de mutaciones espontaneas y de las
probabilidades de alterar el ADN, tanto por factores enddégenos como exdgenos antes
de que haya posibilidad de reparacién. Normalmente se trata de compuestos exdgenos,
aunque en determinadas circunstancias compuestos enddgenos (hormonas) podrian
considerarse como carcinGgenos epigenéticos. La accidon carcinbgena de los
compuestos puede tener diferentes mecanismos pero todos ellos comparten las
siguientes caracteristicas principales:

Especificidad:

Los compuestos epigenéticos, al contrario que los genotdxicos, pueden ser mas
especificos en su capacidad de inducir carcinogénesis ya que frecuentemente inducen
la formacion de tumores en una especie animal, un sexo determinado y en la mayor
parte de los casos en uno o varios 6rganos determinados dentro de una especie. Esta
especificidad puede ser explicada por diferencias fisiolégicas, metabdlicas y de
sensibilidad inter-especies.

Existencia de un umbral en el desarrollo del tumor:

En la mayoria de los casos el efecto carcindgeno se produce solamente cuando se
administran altas dosis de los compuestos por lo que la carcinogénesis no aparecera
hasta que se alcance un determinado umbral. Segln estos datos, se pueden construir
curvas de dosis-respuesta para correlacionar qué dosis son perjudiciales. El andlisis de
estas curvas dosis-respuesta es de especial utilidad para determinar a qué niveles de
un compuesto determinado no se produce efecto adverso y cuales constituyen factores
de riesgo para el desarrollo del tumor en humanos.

Reversibilidad:

Los carcinGgenos epigenéticos actlan generalmente como promotores del tumor
cuando son administrados continua y prolongadamente. Los efectos producidos pueden
revertir parcialmente cuando se interrumpe la administracién del compuesto.

Citotoxicidad:

Los agentes epigenéticos son citotoxicos, produciendo un perjuicio crénico en las
células que resulta en un aumento en la proliferacion celular. Este incremento en la
proliferacion celular puede ser responsable del desarrollo neoplasico, ya que el ADN es
cada vez mas sensible a mutaciones a lo largo de sucesivas divisiones celulares. Por
otro lado, la modificacion producida en el ADN ya sea de forma enddgena o exdgena
tiene posibilidades muy altas de convertirse en mutaciones heredables puesto que las
posibilidades de reparacion disminuyen.
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En general, los agentes epigenéticos se pueden considerar como promotores en la
expansion de células espontaneamente iniciadas. Algunos de estos agentes quimicos
son el benceno, cloroformo, tricloroetileno, furfural, metapirileno, lindano y bifenilos
policlorinados. Un ejemplo clasico de carcinogénesis epigenética es la aparicion de
hepatomas o hepatocarcinomas inducidos en modelos. (54)

2.3 Clasificacion de los carcindégenos

La evidencia mas relevante para asegurar que cualquier sustancia quimica supone un
riesgo de carcinogenicidad para el hombre deriva de los estudios epidemioldgicos
realizados en la especie humana, pero la asuncion de riesgos que supondria el uso
indiscriminado de nuevas sustancias quimicas sin unos previos estudios del potencial
carcinogénico de esas sustancias no podria ser socialmente aceptable. A pesar de los
importantes avances en el desarrollo de pruebas para detectar precozmente la actividad
carcinogénica, sin necesidad de tener que recurrir al concurso de seres vivos
complejos, que exigen estudios largos, pesados y muy costosos, una parte importante
de los estudios debe realizarse todavia en animales porque, tal como sefiala la
Organizaciéon Mundial de la Salud, la Unica prueba definitiva de actividad carcinogénica
continta siendo el desarrollo de un tumor histolégicamente evidenciable en un animal.
De todos modos, no se puede afirmar con precision absoluta que una sustancia que ha
sido comprobada como carcinogénica en animales lo vaya a ser también en los
humanos; sin embargo, en la mayoria de los casos, los carcin6genos comprobados en
los humanos también lo son al menos en una especie animal y, a menudo, en
varias.(6,7,8,9,10)

2.3.1 Clasificacion de las sustancias quimicas cancerigenas (IARC)

Tabla 1.
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Grupo Descripcion Referencia a la carcinogenicidad en los animales
La sustancia es cancerigena ] ) _ B
Aunque no existan pruebas suficientes de carcinogenicidad en humanos,
para el hombre (o las .
o o exceprionalmente se puede incluir en esta categoria a una sustancia si las
1 condiciones de |a exposicidn
pruebas son suficientes en animales y los mecanismos implicados son
conllevan exposiciones
. significativos para el hombre
cancerigenas para el hombre)
La sustancia es posiblemente Cuando existen pruebas limitadas de carcinegeniridad en humanos y
cancerigena para el hombre (o pruebas suficientes en experimentacién animal
37 las condiciones de |a exposicidn | En algunos cases, se pueden incluir sustancias de las que existen pruebas
conllevan exposiciones inadecuadas de carcinogenicidad en humanos y pruebas suficientes en
posiblemente cancerigenas para | animales (siempre que haya evidencias claras de que en la pakogenia estan
el hombra) implicados mecanismes significativos para el hombre)
Cuando existen pruebas limitadas de carcinogenicidad en humanos y
La sustancia es posiblemente pruebas insuficientes en experimentacion animal
cancerigena para el hombre (o En zlgunos casos, se pueden incluir sustancias de las que existen pruebas
5B las condiciones de |a exposicion | inadecuadas de carcinogenicidad en humanos y pruebas suficientes en
conllevan exposiciones anirmales.
posiblemente cancerigenas para | Ocasionalmente, si existen pruebas inadecuadas de carcinogenicidad en
el hombre) humanos, pruebas limitadas en animales y ofros datos significativos que lo
apeyen.
. Cuando existen pruebas inadecuadas de cardinegenicidad en humanos y
Los datos no permiten que la . o . L
) ) pruebas inadecuadas o limitadas en experimentacion animal
sustancia pueda ser clasificada . i , ,
3 ] N Exrepcionalmente, si hay pruebas inadecuadas en humanos y suficientes en
respecto a su carcinogenicidad ) ) o )
animales pero existen evidendas claras de que el mecanismo de
para el hombre ) » . .
carcinogenicidad en animales no funciona en humanes.

En este sentido, se puede asegurar que existe una clara correlacion positiva entre las
observaciones realizadas en el hombre y los indices de carcinogenicidad en los
animales, que ademas, a menudo han precedido a las observaciones humanas. Por
ello, la observacion de carcinogenicidad de una determinada sustancia en una especie
animal deberia, al menos, ser interpretada como una sefial de atencién para estudiar la
adopcion de medidas preventivas.

La utilizacién de los animales en la evaluacion de la carcinogenicidad de las sustancias
quimicas resulta obligatoria ya que la misma clasificacion de las sustancias
carcinogénicas, se basa, entre otros criterios, en la existencia o no de suficiente
evidencia de carcinogenicidad en animales. A este respecto no citaremos aqui mas que
la que probablemente es la de mayor prestigio internacional actualmente, la de la
Agencia Internacional para la Investigacién sobre el Cancer (International Agency for
Research on Cancer, IARC), en la que (aunque domina el criterio de las pruebas en
humano) la existencia de pruebas en los animales permite ubicar (con carécter habitual,
ocasional o excepcional) a las sustancias en los distintos grupos de riesgo
carcinogénico. (54)
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Ademas, los productos quimicos pueden ser clasificados en una de las cinco categorias
de toxicidad basadas en la toxicidad aguda por via oral, cutanea o por inhalacién, con
arreglo a los criterios numéricos expresados en valores aproximados de la DL50 (oral,
cutanea) o CL50 (inhalacion).

2.3.2 Los Agentes Genotoxicos y el Dafio Genético.

Durante el proceso de mutagenicidad el agente xenobidtico ingresa al organismo, se
absorbe, se distribuye y atraviesa las membranas. Una vez dentro de la célula, el
agente quimico puede ser reactivo por si mismo (de accion directa), o bien puede ser
activado por las enzimas metabdlicas, en cuyo caso es de accién indirecta y se llama
promutdgeno. Se produce entonces la interaccion con el ADN, que puede ser reparada
eficiente o ineficientemente de manera tal que el dafio genético inicial se fijara o no,
expresandose en las diferentes estirpes celulares, tal como se muestra en el esquema.

Figura 6.
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2.3.3 Metabolismo de los agentes genotoxicos

En realidad, la gran mayoria de los agentes genotoxicos son inertes en los seres Vivos.
Es a través de las enzimas metabdlicas que las genotoxinas son biotransformadas a
productos mas reactivos, o electrofilicos, capaces de interactuar con diversas
macromoléculas celulares, tales como las proteinas y los acidos nucleicos. Los
organismos procariontes son incapaces de bioactivar promutagenos, y entre los
eucariontes existen diferencias importantes en cuanto a la capacidad metabdlica. De
hecho, las enzimas metabdlicas muestran diferencias considerables en los diferentes
organos del individuo, entre los individuos de la misma especie y entre las diferentes
especies. La actividad enzimatica varia en el individuo dependiendo de la edad, el sexo,
factores nutricionales, niveles hormonales y otros factores biolégicos. En principio, el
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conjunto de enzimas de los eucariontes hidroliza, oxida y reduce compuestos extrafios,
reacciones que se llevan a cabo en el sistema enzimatico del citocromo P-450 que se
encuentra en el citoesqueleto y en el reticulo endopldsmico de las células con nucleo.
Los productos intermedios asi generados en ocasiones se conjugan con proteinas,
formandose compuestos altamente reactivos. Es decir, en las células existen
numerosas enzimas que activan a los promutadgenos, pero también otras enzimas que
desintoxican e inactivan a los productos intermedios: el equilibrio entre estas dos
funciones celulares es el que en dltima instancia determina el potencial genotdxico del
promutdgeno (compuesto quimico inerte que requiere ser metabolizado,
transformandose asi en un compuesto electrofilico y por lo tanto reactivo).

En la figura siguiente se muestra la activacion inicial de algunos promutdgenos.
Muchos de ellos pasan por diversos procesos metabdlicos, generandose varios
productos intermedios. El compuesto electrofilico terminal es el que va a interactuar con
los atomos nucleofilicos del ADN (los sitios nucleofilicos de las bases nitrogenadas son
los centros que pueden ser atacados por moléculas electrofilicas, por ejemplo el
nitrégeno 7 y el oxigeno 6 de la guanina) (1,4,14).

Figura 7: Activacién metabdlica de algunos promutagenos.
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Es importante mencionar que existen también compuestos quimicos que no son
carcin6genos, pero que potencian el efecto de carcindgenos. Estos agentes quimicos se
llaman cocarcindgenos y suelen actuar en la etapa de promocion tumoral.

2.3.4 La inhibicién del metabolismo
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Durante el metabolismo normal de las células se generan radicales libres que suelen
ser muy reactivos y, por lo tanto, potencialmente muy dafinos. Los organismos han
desarrollado mecanismos que, por cierto, estdn muy conservados evolutivamente, para
atrapar a los radicales libres. Entre estos mecanismos estan diversas enzimas que
catalizan la conversion de oxigeno reducido (O -2) a peréxido de hidrégeno (H202) y de
éste a agua y oxigeno (H20 + 0O2), y otros como el glutatién, que reacciona
directamente con los compuestos electrofilicos de accién directa, o con los producidos
durante el metabolismo. Asi tenemos que los radicales libres se forman como productos
intermedios en los procesos bioquimicos naturales. Se piensa que las enfermedades
degenerativas como la arterioesclerosis, el cancer y el envejecimiento celular se deben
en gran medida a la pérdida de la capacidad enzimatica de las células para atrapar
radicales libres.

En los alimentos que ingerimos normalmente existen mutagenos y antimutagenos, y
durante el metabolismo se generan compuestos mutagénicos, como las nitrosaminas,
gue se producen en el estbmago al reaccionar los nitritos que se emplean como aditivos
de alimentos con las aminas presentes en la carne. Es un hecho conocido que la dieta y
los habitos diarios de la persona influyen notablemente en el tipo de cancer que los
individuos desarrollan. Evidencias experimentales han mostrado que la ingesta diaria de
vitaminas como la A, C, E, y los betacarotenos, que son cofactores que atrapan
radicales libres protegen a los individuos en contra de los efectos nocivos de los
radicales libres. Los mecanismos de accién de estas vitaminas son variados, el tocoferol
o vitamina E puede interferir durante la formacién de nitrosaminas, atrapa-radicales
libres, al igual que la vitamina C y los beta-carotenos, y la vitamina A suprime la fase de
promocién tumoral(19).

2.3.5 Interacciones con el ADN

Los productos reactivos generados a través del metabolismo interactiian con el acido
desoxirribonucleico, produciéndose lesiones premutagénicas, o aductos, que en
muchos casos se fijan y producen mutaciones puntuales en el ADN, tales como
sustituciones de bases, transiciones y transversiones, o bien mutaciones de corrimiento
del marco de lectura. Sin embargo, en muchos casos, las lesiones premutagénicas son
eficientemente reparadas por enzimas que funcionan en los organismos para mantener
la integridad y fidelidad de los &cidos nucleicos. Se piensa que las enzimas que
intervienen en los procesos de reparacion aparecieron pronto en la evolucién, ya que
estan presentes en las bacterias. Los mecanismos de reparacion pueden funcionar
antes o después de la replicacion del ADN. Su eficiencia varia, ya que pueden reparar
eficientemente, es decir, sin errores, situacion que se presenta cuando la exposicién a
agentes genotdxicos es baja; o bien reparar de manera ineficiente, promoviendo errores
en el ADN, lo que depende de la saturacion del primer mecanismo y que generalmente
ocurre cuando hay exposiciones altas (Figura 8).

Sin embargo, ambos mecanismos se ven afectados por numerosas variables ademas
de la exposicion. Dependen también de la estructura quimica del mutageno, del tipo de
aducto formado y de la cantidad de dafio inducido. Una vez establecidos estos
principios generales de interaccién de los agentes genotdxicos con las macromoléculas
celulares, analizaremos los tipos de agentes toxicos y los efectos bioldgicos y genéticos
que producen en los seres vivos. (31)

2.3.6 Mecanismos de reparaciéon del ADN.
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2.4. Métodos para Determinar la Accion Carcinogénica.

2.4.1 Determinacion de carcin6genos genotéxicos:

Existe un alto nivel de redundancia en los tipos de ensayos incluidos en las
evaluaciones genotoxicoldgicas por lo que los mismos se han agrupado en 4
clases que miden:

1. Mutacion génica.

2. Aberraciones cromosomicas.

3. Dafio primario al ADN (mide la respuesta secundaria producida como
resultado de una lesion primaria, tales como estimulacion de la reparacion del
ADN, recombinaciéon soméatica entre homélogos o cromatidas hermanas, o la
ruptura de cadena del ADN).

4. Transformacion celular (no evalla efectos directos sobre el ADN sino la
habilidad de la sustancia de ensayo de transformar las células normales en
neoplasicas, esta categoria de dafio es exclusivamente una medida del potencial
oncogeénico sin ninguna o poca relevancia para la produccion de dafios
heredables.

Existen numerosos ensayos para evaluar los posibles efectos genotoxicos de las
sustancias. Estos se evalian a su vez en mudltiples biomodelos o sistemas
biolégicos, desde bacterias, hongos y levaduras y plantas hasta células aisladas
y mamiferos integros. Pero para poder realizar estudios evaluativos mas
homogéneos y predictores de acciones genotoxicas se han realizado numerosos
intentos y se han propuesto baterias de varios ensayos en orden légico y en las
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gue se incluyan las evaluaciones de las principales categorias de dafio genético.
Actualmente se realizan esfuerzos mancomunados para armonizar las guias
para la evaluacion genotoxicoldgica de las sustancias quimicas y dentro de las
Conferencias Internacionales de Harmonizacion (ICH) se ha propuesto un grupo
de ensayos que son legislados por EUA, UE y Japén.

La bateria propuesta esta conformada por cuatro ensayos basicos:

1- Ensayo de deteccion de mutacion génica en bacterias. Ensayo de mutacion
reversa en Salmonella typhimurium/E. Coli.

Este ensayo es el mas ampliamente utilizado para propdsitos de screening de
mutagenos y carcindgenos (es el unico validado). Combina una alta sensibilidad
con una relativa facilidad técnica, rapidez y economia.

En este ensayo se utilizan diferentes cepas mutantes auxotroficas (incapaces de
sintetizar histidina) de Salmonella typhimurium. Cada una de estas cepas tiene
diferentes mutaciones que desactiva el gen que codifica para la enzima
requerida en la sintesis de este aminoacido vital. De manera que no pueden
crecer en un cultivo a no ser que el medio esté suplementado con este
aminoéacido. Si el gen afectado es mutado se produce una reversion al estado
salvaje u original y entonces la bacteria serd capaz de crecer en ausencia del
aminoacido este fenbmeno es conocido como reversién y las colonias como
revertantes. Ademas de esa mutacion en el operdn histidina, presentan otras
mutaciones que incrementan su sensibilidad a los mutagenos, €j:

» Mutacion rfa, causa pérdida parcial de los lipopolisacaridos de la pared celular
bacteriana, incrementandose la permeabilidad a macromoléculas.

» Mutacién uvrB, incrementa la sensibilidad a los mutdgenos por deleccion de los
genes que codifican para los mecanismos de reparacion por excision.

* Plasmido pKM101 (factor R) causa un incremento en los mecanismos de
reparacion propensos a error aumentando la sensibilidad, también confiere
resistencia al Ampicillin lo que es un buen marcador para detectar la presencia
del plasmido. Dos tipos de mutaciones son detectables por este ensayo:
sustitucidén de pares de bases y corrimiento en el marco de lectura.

Esas lineas detectan cambios en los sitios guanina-citosina de los genes
histidina, sin embargo, algunos carcindbgenos también modifican los pares de
bases adenina-timina, por lo que mas recientemente se han introducido lineas
gue detecten mutaciones en estos sitios, ej. La cepa TA 102 de Salmonella
typhimurium y E. coli WP2uvrA la cual detecta esta mutacion en el gen
triptofano.

2- Ensayo in vitro de Linfoma L5178Y tk +/- de raton.

Este ensayo evalua dual punto final de accion genotdxica (mutacion génica y
aberracidon Cromosdmica) ya que es capaz de detectar mutaciones puntuales
gue involucran sustituciones de base, delecciones, corrimientos vy
reordenamientos dentro del locus TK y ademas detecta lesiones clastogénicas
gue involucran delecciones multilocus y multiples genes. Las células de
mamifero generalmente tienen 2 copias de cada gen, pero esta linea tiene
solamente una copia funcional del gen (células heterocigoticas para el locus
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timidina-kinasa derivadas de linfoma de ratén). La timidina-kinasa no es una
enzima esencial, la misma incorpora timidina exdégena por fosforilacion de la
timidina. La trifluorotimidina (TFT) también puede ser fosforilada por la enzima y
por consiguiente las células que contienen la enzima son sensibles a los efectos
citotdxicos y citostaticos de la TFT. Las células son expuestas al compuesto con
y sin activacion metabdlica e incubadas por un periodo de tiempo que permita la
expresion de cualquier mutacion que conlleve a la transformacion a células
homocigoticas tk -/- (enzima infuncional), las cuales son resistente a la TFT y
permanecen viables en presencia de esta sustancia.

Se evallan varias concentraciones, al menos 4 niveles de dosis, la maxima debe
reducir la Sobrevivencia en un 80 a un 90%, y para compuestos no toxicos esta
debe ser el estandard limite de 5000 i g/mL. Se considera un resultado positivo
si hay un incremento estadisticamente significativo en la frecuencia de
mutaciones.

3- Ensayo citogenético in vitro con células de ovarios de hamster (CHO).

Estos ensayos son utilizados para confirmar si un mutageno presuntivo es
mutagénico para animales mayores. Las células de mamifero presentan un
mayor grado de organizacién que las bacterias y su capacidad metabdlica, y de
reparacion del ADN también es mucho mas compleja. Una gran variedad de
lineas celulares y sistemas han sido utlizados para estudiar la actividad
mutagénica, sin embargo la mayoria de los estudios se llevan a cabo en los
sistemas siguientes:

* Lineas permanentes o inmortales: células de ovario de hamster (CHO), células
de pulmén de hamster (V79) y células de linfoma de ratén (L5178Y).

* Cultivos primarios de linfocitos.

En contraste con los ensayos de mutacion génica los ensayos citogenéticos se
utilizan para determinar los cambios inducidos en la estructura o niumero de
cromosomas, lo que es visto a través de un microscopio. Existen muchas
técnicas para las evaluaciones citogenéticas tanto in vitro como in vivo, que se
dividen en tres tipos diferentes:

- Las que detectan aberraciones cromosoémicas.

- Las que detectan intercambios entre cromatidas hermanas.

- Las que detectan micronucleos.

Los métodos se basan en la exposicion de células proliferativas (en division) al
agente de ensayo durante un tiempo que garantice que las células estén
expuestas durante todas las etapas del ciclo celular, entonces son tratadas con
un veneno del huso (colchicina) para acumular las células en metafase y que
permita su visualizacién microscopica.

Los ensayos citogenéticos in vitro utilizan lineas celulares permanentes
(inmortales) usualmente derivadas de Hamster Chino, ej. Células de ovario y de
pulmén; y cultivos primarios, generalmente de origen humano como linfocitos
humanos.

4- Ensayo in vivo de induccion de eritrocitos policromatoéfilos micronucleados en
meédula 6sea de raton.
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2.4.2 Bioensayo in vivo. Determinacion de carcinogenicidad en animales.
2.4.2.1 Ratones alterados genéticamente:

Se utilizan varias lineas transgénicas y knockout, incluso potencialmente para
propositos regulatorios. (45) Los transgénicos tienen activados oncogenes introducidos
en su genoma (lo que facilitan las neoplasias); y los knockout tienen inactivados o
eliminados genes supresores de tumores. No han sido aun validados, pero la FDA ha
aceptado datos de transgénicos como parte de la determinacion de seguridad de
algunos farmacos. (46) Ej. de lineas:

2.4.2.2 Reduccion del periodo del ensayo cléasico:

Se esta abogando por varios investigadores que el periodo de evaluacion sea reducido
a 12 a 18 meses porque en ese periodo es cuando en la mayoria de las evaluaciones
(se analizaron 210 carcinégenos) se revelan los efectos tumorigénicos.

2.4.2.3 Estudios farmacocinéticos, farmacodinamicos y de corta y media
duracién en roedores y humanos:

Se propone que en el caso de farmacos humanos la apreciaciébn de la estructura
quimica, (48) la farmacocinética (ADME) y la farmacodinamica (mecanismo de accion),
combinado con la evaluacion de corta duracion de las propiedades, como la genética,
toxicidad en roedores y tejido-especifica, pudiera permitir predicciones confiables de
potenciales carcindbgenos genotdxicos y no genotodxicos. Otros plantean la utilizaciéon de
ensayos combinados de genotoxicidad in vivo y estudios toxicolégicos en dos especies
de 3 a 6 meses y ensayos clinicos fase | y Il para identificar factores de riesgo
carcinogénico (50). En general varios autores plantean que muchas veces, si se
realizan dichos estudios y se realiza una interpretacion correcta de los resultados, el
ensayo convencional en roedores es redundante.

2.5 Alternativas sin animales:
2.5.1 SARs y QSARs

Las relaciones estructura-actividad (SARS) predicen actividades biolégicas como la
Carcinogénesis, basado en la presencia de sub-estructuras moleculares u otros
indicadores quimicos los cuales les confieren actividad biol6gica a la molécula original.
Las relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSARs) son descripciones
matematicas de la relacién entre las propiedades fisico-quimicas de las moléculas y sus
actividades biologicas. (42,46)

Al analizar los resultados de 301 quimicos evaluados, demostraron que la presencia de
grupos amino aromaticos y grupos nitro, agentes alquilantes, y otros grupo quimicos
incrementan la probabilidad de carcinogénesis en roedores. Cronin y colaboradores (50)
describieron un numero de sub-estructuras moléculares electrofilicas comunes a un
rango de toxicidades potenciales en varias especies, incluyendo mutagenicidad y
carcinogenicidad. A pesar de que han ocurrido fallos iniciales, los datos de QSAR mas
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recientes han demostrado ser muy Uutiles para predecir la carcinogenicidad de
compuestos. Matthews y Contrera

(42) describieron la evaluacion de un sistema computarizado QSAR que demostré un
97% de sensibilidad para carcindbgenos roedores y 98% de especificidad para no
carcindgenos. Estos analisis tienen la marcada ventaja de ser muy rapidos y
relativamente baratos.

2.5.2 Ensayos in vitro:

Los ensayos in vitro, incluyendo bacterias, levaduras, protozoos, cultivos celulares de
células de mamiferos y humanos, pueden contribuir junto con una caracterizacion del
“peso de la evidencia” lo cual es suficiente para hacer innecesaria el bioensayo en
roedores. Brusick (51) encontr6 una correlacién de aproximadamente 90% entre
mutagénesis microbiana in vitro y propiedades carcinogénicas en mamiferos para una
larga lista de quimicos. Tennant y colaboradores (7,8,9,10) predijeron exitosamente los
hallazgos de 86% de 44 quimicos a los que se evalud carcinogénesis por el Programa
Nacional de Toxicologia (NTP), por medio del uso de la mutagenicidad en Salmonella,
ensayos de de toxicidad sub-aguda en roedores (90 dias) combinado con informacién
estructural quimica. Los ensayos de genotoxicidad de Ames, mutacidon reversa en
Samonella typhimurium y aberraciones cromos6micas han sido aceptados por agencias
regulatorias. (29)

2.5.3 Ensayos de transformacion celular

Generalidades de transformacion celular

Estos detectan cambios morfolégicos que orientan a signos tempranos de identificacion
fenotipica de carcinogénesis.El fenémeno de la transformacion morfolégica de la célula
incluye cambios en el control del comportamiento y crecimiento de las células
cultivadas, caracterizadas por uno o mas de las siguientes caracteristicas (dependiendo
del sistema celular):

» Alteraciones en la morfologia celular.

* Perfiles desorganizados del crecimiento de las colonias.

 Adquisicion de “crecimiento independiente de anclaje”. (30).

Tales efectos resultan de cambios en la expresion de oncogenes y genes supresores de
tumores. La transformacion ha sido definida como la induccién de ciertas alteraciones
fenotipicas en células cultivadas que constituyen caracteristicas tumorigénicas. Estas
alteraciones fenotipicas pueden ser inducidas por exposicion de células normales a
procesos de carcinogénesis 0 por la expresion de oncogenes activos en estas células.
Las células transformadas que han adquirido todas las caracteristicas de células
malignas tienen la habilidad de formar tumores invasivos en animales susceptibles.
Tradicionalmente esto es determinado por inyeccion de células trasformadas en ratones
atimicos o animales recién nacidos de la misma especie de la linea celular, no obstante
algunos sistemas de transformacion tales como el ensayo de células SHE (31,32) ha
demostrado ser altamente predictivo.

Desde su descubrimiento la transformacion celular in vitro ha demostrado ser un
proceso de multiple pasos los cuales modelan los diferentes estadios de la
carcinogénesis in vivo (51), varias razones apoyan esta expresion.

a) La induccién de transformacion celular resulta de la exposicion a quimicos los cuales
son carcinogénicos en animales.
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b) Las células transformadas malignamente y que son inyectadas en animales
hospederos susceptibles pueden formar tumor a diferencia de las no transformadas que
no lo pueden provocar.

¢) La transformacion celular in vitro ocurre en varias etapas donde adquieren varios
fenotipos diferentes y donde las células progresan de un fenotipo normal a uno maligno
en experimentos de transfeccion con oncogenes activados, y por el hecho que los
agentes promotores de tumores pueden aumentar la frecuencia de transformacion
celular en células tratadas con bajas concentraciones de carcinogenicidad.

La transformacion celular in vitro parece brindar algunas evidencias especificas y
cruciales para determinar el potencial tumorigénico de un quimico lo que no puede ser
brindado por los ensayos genotéxicos a pesar de que varios ensayos de transformacion
in vitro se han desarrollado su relevancia y confiabilidad para identificar
carcinogendgenos genotdxicos no ha sido aun ampliamente aceptada.

Indudablemente para determinar este tipo de carcinogenicidad se han utilizado los
ensayos de genotoxicidad (31,32). Existe un interés en el uso de la transformacién
celular para detectar carcinogenicidad por el hecho de que algunos ensayos son
sensibles a quimicos que actlan por un diverso rango de mecanismos, incluyendo
mecanismos genotoxicos y no genotodxicos (54).

Existen varias razones para el relativo bajo uso de bioensayos de transformacion celular
para predecir carcinogenicidad, esto incluye: a) Las habilidades técnicas requeridas, b)
la carencia de estandarizacion y caracterizacion y c¢) el hecho de que la prevalecia y
fiabilidad de los ensayos no han sido establecidos en estudios independientes hasta
donde ellas pueden ser consideradas para ser validadas con aceptacién y uso
regulatorio.

2.5.4 Ensayos de transformacion celular en roedores:

Estos incluyen las células de periodo de vida finito tales como ensayo de células SHE,
asi como las lineas celulares inmortalizadas, ejemplo Balb/c3T3 y C3H/10T%. La
transformacion morfoldgica de las colonias celulares y formacién de focos de una
monocapa celular son los puntos finales mas usados. La transformacion celular puede
ser ensayada simultdneamente en los mismos cultivos con otro puntos finales, ejemplo
mutacién génica, formacién de intercambio de cromatidas hermanas, dafio
cromosoémico, inducciébn de microndcleos y aneuploidias (14). Estos estudios
combinados pueden ser Utiles en proveer informacioén adicional que puede ser valiosa
en la interpretaciéon de los datos sobre transformacion ejemplo: en decidir cuando la
actividad transformante de un quimico se debe a mecanismo genotdéxico 0 no
genotoéxico.

Ensayo de transformacion celular en células de embriones de Hamster Sirio (SHE). Ha
sido descrito como el ensayo de corta duracibn mas predictivo para carcindbgenos en
roedores. (53) Detecta transformaciones celulares morfolégicas, el estadio fenotipico de
carcinogénesis mas tempranamente identificable. (se han demostrado correlaciones de
hasta 91%. (21) Su principal ventaja con otros ensayos in vitro es la habilidad de
detectar algunos quimicos genotoxicos al igual que no genotoxicos. (54)

2.5.5 El sistema de transformacion basado en células humanas
Indudablemente un ensayo de transformacion ideal debe ser aquel que utilice células

humanas debido a que la mayoria de los ensayos de transformacién desarrollados para
determinar el riesgo de transformacion humana a potenciales carcinogénicos. Ademas
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la validacion de los ensayos de transformacion celular humana tendra que ser
desarrollada tomando como referencia los datos en animales que posean suficiente
relevancia para el riesgo en humanos. Los dos sistemas de transformacion celular
humana que han sido desarrollados y estudiados son:

-El modelo de transformacion celular en queratinocitos (HaC). Esta fue derivada por
inmortalizacion espontdnea d ATe queratinocitos humanos normales muy
probablememente debido a mutaciones en el gen Ps3 y la consecuente pérdida de
genes sensibles (19). Esta célula puede ser propagada indefinidamente, tienen un
cariotipo aneuploide con cambios cromosémicos especificos, pero poseen enteramente
muchas propiedades fenotipicas de los queratinocitos humanos (Breitkreutz, 1998).

- Lineas celulares MSU-1. Esta linea consiste en un modelo de transformacion celular
en fibroblastos humanos, en esta el encogen v-myc fue transfectado en fibroblastos
humanos normales, las células clonadas que expresan la potencia v-myc fueron las
seleccionadas e inmortalizadas, posteriormente se obtuvo una variante de la linea
celular, la msu-1.1.

Ambas lineas celulares son no tumorigénicas en ratones atimicos.

-Uso no regulatorio de ensayos de transformacién celular.Estos han sido utilizados en
estudios mecanisticos de carcinogenicidad y para los posibles mecanismos de accion
de carcinogenicidad conocidos o sospechosos, han sido ampliamente empleados a la
hora de tomar decisiones tempranas en la priorizacion de quimicos para ser evaluados
en ensayos de carcinogenicidad en animales. El andlisis de las bases de datos
disponibles sugiere que solo el ensayo de transformacién SHE ha demostrado ser el
gue mejor cumple con los parametros exigidos desde el punto de vista de propdésitos de
escrining carcinogénico.

-Uso regulatorio de los ensayos de transformacion celular. La transformaciéon celular
como un punto final aparece en algunos esquemas y estrategias de ensayos para
evaluacién de la Mutagenicidad/carcinogenicidad de quimicos (17), no obstante tales
ensayos son recomendados solamente cuando se sospecha fundamentalmente que las
bases moleculares del fenotipo transformado y su relacién con el cancer in vivo no
estan totalmente esclarecidos, dicha problematica se ha originado a causa de la
carencia de comprension de los mecanismos fundamentales incluidos en la
transformacion, la subjetividad alejada de los puntos finales in vivo que se obtienen, la
carencia de datos de ensayos regulatorios en transformaciones celulares y la ausencia
de adecuada validacién de estudios.

Otros procesos Yy analisis que contribuyen a la determinacion de la
carcinogenicidad son:

cDNA microarrays (de muy reciente utilizacion y con promisorio futuro)
investigaciones epidemiolégicas y evaluacion de datos historicos.

2.6. ASPECTOS GENERALES DEL DERMOFURAL (G-1)
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2.6.1 Calidad De Dermofural

Ingrediente farmacéutico activo

Los estudios de estabilidad de estante fueron llevados a cabo durante dos afios en
Cuba y la evaluacibn en Canada de muestras almacenadas durante 8 afios
demostraron que el producto posee una inusual alta estabilidad en estado sélido, no
requiriendo de refrigeracion para su almacenamiento.

Formulado

El Dermofural consiste en una formulacion oleosa del G-1 al 0.15% en base petrolato
liquido pesado/petrolato sélido blanco, p/p 20/csp 100 g). Hasta los dos afios de
almacenamiento a temperatura controlada, en lotes a nivel de laboratorio, no se
detectaron pérdidas por degradacion. Ya se montaron tres lotes industriales para seguir
la estabilidad de estante cumpliendo con las exigencias de registro nacionales e

internacionales.

Las especificaciones de los indices de calidad del Dermofural se muestran en la Tabla
2.

Tabla 2.

Indice

Limites

Caracteristicas organolépticas

Producto semisélido de aspecto uniforme, libre de
impurezas mecanicas, de color ligeramente amarillo y olor
caracteristico

Masa promedio

25+25g

Identificacién de bromo en la
molécula de 2-bromo-5-(2-bromo-2-
nitrovinil)-furano

Se observa la formacion de un precipitado de color
ligeramente amarillo.

Identificacion  del  2-bromo-5-(2-
bromo-2-nitrovinil)-furano (HPLC)

El tiempo de retencién (tr) de la muestra coincide con el
del estdndar y no difieren en + 5%

Valoracién (HPLC)

El contenido de 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano
por 100.0 g de ungiiento debe ser entre 90.0 y 110.0% (de
0.135 a 0.165¢g) de la cantidad nominal declarada en la
formula

2.6.2 ASPECTOS FARMACOLOGICAS

Efectividad

La efectividad in vitro del G-1 se evalué mediante el método de microdilucién en caldo
frente a 1620 cepas de 29 especies de bacterias Gram negativas, 898 cepas de 15
especies de bacterias Gram positivas, 154 cepas de 5 especies de levaduras del
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género Candida y 30 cepas de 4 especies de hongos filamentosos (dermatofitos).
Segun los valores de la CIMsg, CIMg y los respectivos rangos expuestos en las Tablas
1, 2, 3y 4 el G-1 es un agente antimicrobiano con amplio espectro frente a patdégenos
bacterianos y fungosos y puede tener un tremendo potencial terapéutico. Han sido
evaluadas cepas de 11 especies de bacterias y candidas (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus coagulasa negativo, Staphyloccus aureus Meticillin resistente,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterococcus sp., Moraxella
catarrhalis) resistentes a varios antibidticos que elevan el valor agregado del producto .

Tabla 3. Concentracion inhibitoria minima frente a bacterias Gram negativas

Microorganismo n CIM (ug/mL)

ClIMsq ClMgq Rango
Aerobias
Acinetobacter calcoaceticus 1 4 4 4
Acinetobacter sp. 1 4 4 4
Citrobacter diversus 1 16 16 16
Citrobacter freundii 10 16 16 8-16
Citrobacter sp. 9 32 32 16-32
Enterobacter aerogenes 4 16 16 8-32
Enterobacter amnigenus 1 8 8 8
Enterobacter cloacae 11 16 16 8-32
Escherichia coli 222 16 16 4-32
Klebsiella oxytoca 8 16 16 8-32
Klebsiella ozaenae 1 16 16 16
Klebsiella pneumoniae 73 16 32 8-32
Moraxella catarrhalis 87 1 2 0.5-4
Morganella morganii 12 16 32 16-32
Neisseria meningitidis 5 1 1 <0.5-1
Pasteurella multocida 1 1 1 1
Proteus mirabilis 46 4 16 4-16
Providencia stuartii 1 8 8 8
Pseudomonas aeruginosa 1084 2 4 0.5-16
Pseudomonas stutzeri 1 4 4 4
Salmonella sp. 1 16 16 16
Serratia marcescens 21 16 32 4-32
Serratia sp. 2 8 8 8
Xanthomonas maltophilia 7 8 8 8
Anaerobias
Acinetobacillus sp. 1 16 16 16
Bacteroides vulgatus 1 0.5 0.5 0.5
Bacteroides fragilis 6 1 2 0.5-16
Bacteroides ureolyticus 1 8 8 8
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Bacteriodes (pigmentados) 1 1 1 1

Tabla 4. Concentracion inhibitoria minima frente a bacterias Gram positivas

Microorganismo n CIM (ug/mL)

ClIMsq ClMgq Rango
Aerobias
Enterococcus faecalis 9 16 32 8-32
Enterococcus faecium 2 16 32 16-32
Enterococcus sp. 57 16 16 2-32
Staphylococcus aureus 198 8 16 4-32
Staphylococcus epidermidis 1 8 8 8
Staphylococcus coagulasa neg. 50 16 32 4-32
Streptococcus agalactiae 11 4 8 4-8
Streptococcus pneumoniae 307 32 32 8-64
Streptococcus pyogenes 243 4 4 0.25-16
Listeria sp. 1 32 32 32
Anaerobias
Propionibacterium acnes 12 1 4 1-4
Propionibacterium sp. 3 1 1 0.5-1
Peptostreptococcus magnus. 1 0.5 0.5 0.5
Peptostreptococcus sp. 1 4 4 4
Clostridum perfringens 2 0.5 2 0.5-1

Tabla 5. Concentracion inhibitoria minima frente a levaduras

Microorganismo n CIM (ug/mL)
ClIMsq ClMgg Rango
Candida albicans 138 2 2 1-4
Candida (Torulopsis) glabrata 1 2 2 2
Candida krusei 2 4 4 4
Candida parapsilosis 4 2 2 2-4
Candida tropicalis 7 4 4 2-4
Levaduras 2 1 2 1-2
Tabla 6. Concentracion inhibitoria minima frente a hongos dermatofitos
Microorganismo n CIM (ug/mL)
CIMsp CIMgg Rango
Trichophyton rubrum 14 4 4 1-4
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Trichophyton mentagrophytes 14 2 4 1-4
Microsporum canis 1 2 2 2
Epidermophyton floccosum 1 0.5 0.5 0.5

Tabla 7. Comparacién de la actividad in vitro del G-1 frente a cepas de Pseudomonas
aeruginosa sensibles o resistentes a varios agentes antipseudomonales®

o . CIM (ug/ml)
Antibidtico Actividad n CIMso CIM g0 Rango
Sensible 909 2 4 <0.5-16
Ciprofloxacina Intermedio 60 2 4 1-4
Resistente 83 2 4 1-8
Sensible 960 2 4 <0.5-16
Imipenem Intermedio 74 2 4 1-8
Resistente 44 2 4 1-4
Sensible 937 2 2 <0.5-16
Cefepime Intermedio 72 2 2 <0.5-8
Resistente 72 2 4 <0.5-8
Sensible 1020 2 4 <0.5-16
Tobramycin Intermedio 15 2 4 1-4
Resistente 41 2 2 1-4
Sensible 982 2 4 <0.5-16
Gentamicina Intermedio 41 2 2 <0.5-4
Resistente 57 2 2 1-4
Sensible 905 2 4 <0.5-16
Ceftazidima Intermedio 120 2 4 0.5-8
Resistente 40 2 4 1-4
Sensible 989 2 4 <0.5-16
Piperacillina/Tazobactam Intermedio  ---
Resistente 83 2 2 0.5-4
Sensible 1024 2 4 <0.5-16
Amikacina Intermedio 79 2 4 <0.5-4
Resistente 28 2 4 1-4

Observaciones: en la Tabla antes expuesta se ejemplifica con la
Pseudomonas aeruginosa las evaluaciones in vitro del G-1 con cepas de
11 especies de bacterias y candidas resistentes a numerosos agentes
antimicrobianos.

2.6.3 ASPECTO TOXICOLOGICA
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Seguridad

La seguridad del Dermofural como formulado para uso tépico en el hombre se
demuestra por los resultados de estudios de absorcion dérmica y sensibilizacion en piel
realizados utilizando el ingrediente farmacéutico activo marcado con 14cC, estudios de
toxicologia aguda, subcrénico y crénico, estudios de genotoxicidad in vitro e in vivo
realizados en Cuba y en EE.UU., asi como estudios de irritabilidad dérmica y oftalmica.
(29, 30, 31,32)

2.6.3.1 Absorcion dérmica

En un estudio in vitro sobre absorcion cutdnea y percutdnea en piel humana (obtenida
por cirugia plastica) del G-1 al 0.15% en cinco tipos de vehiculos topicos con el
ingrediente farmacéutico activo marcado con *C, se revel6 que la absorcion cutanea
del G-1 formulado en base oleosa fue significativamente mas elevada que en un
vehiculo hidréfilo (56.8 vs. 20.5 ug/g) y la absorcién percutanea fue solo ligeramente
mas elevada (0.9 vs. 0.8 pg/cm?/h). Las cualidades del formulado oleoso aseguran una
buena penetracién del ingrediente farmacéutico activo a través de los estratos
superiores de la piel y a la vez, no permiten que lleguen niveles elevados de éste al
estrato inferior. (41)

2.6.3.2 Toxicidad aguda

La DLso del G-1 fue establecida por las vias orales y percutanea en ratones OF-1 y ratas
Sprague Dawley de ambos sexos. Para la via oral el G-1 se suspendié en goma
tragacanto y los animales recibieron una dosis Unica; para la via percutanea se formuld
en una mezcla de acetona-aceite de mani (95:5) y se aplicé en los animales en dosis
Unica en un &rea de 10-15% de la superficie corporal. En ambos casos la dosis aplicada
se correspondié con el rango de dosis previamente establecida para los grupos
experimentales teniendo en cuenta el sexo y la especie del roedor (27). La DLg oral (en
mg/kg de masa corporal) para ambas especies de roedores y sexos se muestra en la
Tabla 8.

Tabla 8. Resumen de los resultados de los estudios toxicolégicos agudos

Especie Sexo Via Oral Via Percutanea
Hembras 1078 1470

Ratones Machos 1817 1950
Hembras 1506 2205

Ratas Machos 1856 2370

Estos resultados permiten nominar al G-1 como ligeramente toxico tanto por la via oral
como por via percutanea e indican que el G-1 es mas tdxico por via oral en ambos
Sexos.

El hallazgo patolégico postmorten de mayor interés fue la congestion hepatica, con una
frecuencia e intensidad correlacionada con el nivel de concentracion del producto.
Ademas, en la administracién percutanea se observd congestidén en la piel, asociada a
la administracion de las concentraciones mas elevadas. (27,37, 38, 39)
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2.6.3.3 Toxicidad subcronica

Se estudi6 el efecto de la aplicacion topica del G-1 durante 60 dias en ratas de la linea
Sprague Dawley en concentraciones de 0.125, 0.5 y 1.25% en petrolato blanco. El
andlisis de las variaciones en la ganancia media de la masa corporal, los resultados de
los estudios hematoldgicos, hemoquimicos y anatomopatolégicos, no revelaron
diferencias notables entre los grupos tratados y los controles, por lo que el G-1 a las
concentraciones y en el vehiculo ensayado, no ejerce efecto téxico subcrénico durante
60 dias de aplicacién tépica (26).

2.6.3.4 Toxicidad cronica

Se realizé un estudio de toxicologia cronica del G-1 con una duracion de 180 dias en
100 ratas Sprague Dawley, de ambos sexos distribuidos aleatoriamente en 5 grupos:
dosis baja, dosis media, dosis alta, control de vehiculo y control no tratado. Los niveles
de dosis empleadas fueron 0.125, 1.062 (8 veces la dosis baja) y 2.0% (16 veces la
dosis baja), respectivamente. La via de aplicaciéon fue percutanea y el vehiculo una
mezcla de acetona y aceite de girasol (v/v 95:5). Al finalizar el estudio los animales
fueron sacrificados y se realizaron estudios a 16 parametros hemoquimicos y 11
hematoldgicos, asi como evaluaciones anatomopatologicas de 14 6rganos (corazon,
bazo, higado, pulmones, duodeno, rifiones, pancreas, testiculos/ovarios, adrenales,
encéfalo, médula espinal, piel, timo, ganglios cervicales).

En el grupo de dosis baja, grupo con la dosis mas cercana a la terapéutica prevista en
el humano, las alteraciones fueron leves o0 no se apreciaron. En los grupos de dosis alta
y media se concluyé que el G-1 produce una disminucion significativa de la masa
corporal al compararlos con los controles. En los estudios hemoquimicos vy
hematoldgicos no se apreciaron variaciones en 11 de los primeros ni en 9 de los
segundos; solamente se observaron movimientos en los parametros: proteinas totales,
albumina, creatinina, hemoglobina, hematocrito, potasio plasmatico y glicemia. Es
necesario esclarecer que dichas alteraciones fueron estadisticas, no asi bioldgicas,
donde todas las determinaciones estuvieron dentro de los rangos fisiol6gicos para la
especie en ensayo.

Los estudios anatomopatolégicos concluyeron que el 6rgano mas dafado fue la piel
correspondiente al é&rea de aplicacion, donde se detectaron lesiones como
hiperqueratosis, acantosis, aumento del nimero de foliculos, colagenizacién de la
dermis, liquefaccion de la capa basal y engrosamiento ligero de la dermis, estas
alteraciones se asociaron con el incremento de la dosis, donde el grupo de maxima
dosis fue el méas dafado y en los animales de dosis baja estas alteraciones fueron muy
leves o no fueron observadas.

Posteriormente las muestras de piel se estudiaron mediante morfometria microscépica
analizdndose el espesor de la epidermis, de la capa de células de la epidermis, de la
capa de queratina y la densidad de foliculos. Se encontré que entre los grupos tratados
con el producto G-1, el de dosis baja (la dosis mas cercana a la terapéutica prevista en
humanos) present6 los valores mas bajos de altura del epitelio, altura de la capa celular
y altura de la capa de queratina. EI nimero de foliculos pilosos de los grupos de dosis
alta, media y baja registré valores significativamente mayores respectos al control (26,
27, 36, 37,39).
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2.6.3.5 Genotoxicidad

El riesgo genotéxico de la molécula G-1 se evalubé seglin una estrategia elaborada
acorde a los requerimientos planteados por las agencias regulatorias de varios paises y
mas recientemente definida en las Conferencias de Armonizacion de Requerimientos
Técnicos para el Registro de Sustancias Farmacéuticas para uso en Humanos.

Los resultados obtenidos en los estudios genotoxicolégicos permiten afirmar que el G-1
se clasifica en el nivel de interés LOC | (de menor riesgo) como un compuesto capaz de
interactuar con el ADN bajo ciertas condiciones in vitro (mutageno in vitro) pero sin
evidenciar genotoxicidad in vivo. Puede asumirse que existen fuertes evidencias de que
el riesgo genotdxico para el uso en el hombre es poco probable. En la Tabla 9 se
exponen los resultados de la bateria de ensayos que se aplicd en una primera etapa.

Tabla 9. Resultados de la primera bateria de ensayos genotoxicoldgicos

Ensayo Tipo Resultado
Ensayo de deteccibn de mutacion génica en bacterias. Ensayo de

mutacién reversa en Salmonella typhimurium/Escherichia coli (Ensayo de . +

Ames) vitro

Ensayo citogenético in vitro con células de ovarios de hamster (CHO) Invitro +

Ensayo in vitro de Linfoma L5178Y tk */_ de ratén Invitro -

Ensayo in vivo de induccion de eritrocitos policromatéfilos micronucleados Invivo -

en médula 6sea de raton.

En este punto nos encontramos ante un compuesto con respuestas positivas y
negativas en los ensayos in vitro que lo eleva del nivel de interés | (LOC |) al nivel de
interés Il (LOC 1) y se considera como un genotoxico in vitro necesitandose de otros
ensayos in vivo en tejidos diferentes a la médula 6sea o sangre.

Una segunda etapa de evaluaciones se efectudé a través de un conjunto de ensayos
conducidos por investigadores de centros de investigacion en Cuba (CENPALAB) (33,
34, 35,36) y se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Resultados de la segunda bateria de ensayos genotoxicol6gicos

Ensayo Tipo Resultado

Ensayo de induccion de micronlcleos en eritrocitos policromatofilos de |
médula 6sea de raton .
VIVO

Ensayo de induccién de aberracion cromosdémica en médula dsea de rata
Sprague Dawley

Ensayo de induccidon de aberracion cromosomica en célula germinal de
raton

Ensayo de morfologia espermética en raton In vivo

In vivo

In vivo
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Ensayo de induccion de micronuicleos en reticulocitos de sangre periférica

. Invivo -
de ratén

Los resultados negativos en los 4 primeros ensayos confirman la no clastogenicidad del
producto in vivo. Los resultados del tercer y cuarto ensayos evidencian la no interaccién
del G-1 a nivel de las gbnadas, y el quinto ensayo proporciona informacion acerca de la
no induccién de genotoxicidad in vivo en otro punto final de accién genotoxica.

Los estudios en su conjunto fueron sometidos al criterio de reconocidos especialistas en
la materia (French IW. Presidente de la firma IWF CONSULTING SERVICES, Ontario,
Canad4; Binnie Craig, de la firma York Medical Inc., de Canada y Marcos Ricardo.
Catedrético de Genética y Coordinador del Grupo de Mutagénesis de la Universidad
Autonbma de Barcelona reconociéndose por los mismos una alta seguridad
genotodxica(14,20).

2.6.3.6 Sensibilizacion en piel

Se realiz6 un estudio preclinico conducido por Nucro-Technics Inc. (Canada) (20) sobre
sensibilizacién en piel en cobayos con el G-1 marcado con **C y formulado al 0.15% en
base oleosa (petrolato liquido-sélido) (p/p 20/cspl00) segun el procedimiento de
“"Maximization Test". Los resultados revelaron que el formulado no produjo
sensibilizacion en piel en las condiciones del ensayo.

2.6.3.7 Irritacion dérmica

Se evalué el potencial irritante dérmico en conejos albinos Nueva Zelandia del G-1 al
0.15% formulado en base oleosa (petrolato liquido pesado/petrolato sélido blanco, p/p
20/csp100 g). No se observaron signos de irritacion en piel y se obtuvo un indice de
Irritacion Primaria (1IP) de O por lo que el producto se clasific6 como no irritante.

2.6.3.8 Irritacion oftalmica

En el estudio sobre irritabilidad oftalmica iterativa del G-1 formulado al 0.15% en
petrolato liquido-sdlido (p/p 40/csp100), el formulado se aplicé en dosis de 100 mg en el
ojo derecho del animal, con una frecuencia de dos veces al dia durante 30 dias; el ojo
izquierdo se reservG como control negativo. Los resultados mas sobresalientes
revelaron que el formulado no fue irritante y no produjo manifestaciones clinicas ni
lesiones de efectos significativos en las estructuras oculares internas que puedan
invalidarlo para el uso al que esta destinado.

2.6.3.9 Eficacia

Sobre la formulacién oleosa del G-1 al 0,15% para uso dérmico existen antecedentes
sobre el desarrollo de ensayos clinicos en humanos.

Recientemente concluy6 un ensayo clinico Fase Ill, multicéntrico, en el que se evalué el
Dermofural en 526 pacientes portadores de Tinea corporis y Tinea pedis escamosa y
como medicamento control la crema de Ketoconazol al 2%. Curados clinicamente se
reportd el 44.1% de los tratados con Dermofural y el 62.6% con el Ketoconazol (p =
0.001). Negativizaron el cultivo final 59.9% de los tratados con Dermofural y 89.1% con
el Ketoconazol, con diferencias estadisticas significativas. Abandoné el 34% en el grupo
de Dermofural y el 27.7% con el Ketoconazol; no se encontraron diferencias
estadisticas significativas. En general el 30.7% de los incluidos abandonaron el estudio.
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Se realiz6 un andlisis final de la potencia del estudio que permitié conocer que esta
descendié de 90%, para el que se estimo el tamafio de muestra, a 68%. Del total de
pacientes que llevaron algun tratamiento, se reportaron eventos adversos severos en
1.9% (5 eventos) de los pacientes tratados con Dermofural y en 0.4% (1 evento) de los
tratados con Ketoconazol. En ninguno de los grupos se reportaron eventos adversos
graves. En general, en ambos casos los eventos adversos fueron semejantes
(Dermofural: prurito, eritema, vesiculas, ardor, exudacion, edema, dermatitis, ampollas,
enrojecimiento, aumento de lesiones, dolor, fisuras, papulas, forinculos y sudoracion.
Ketoconazol: cefalea, ardor, asma, aumento de lesion, fiebre, linfangitis, prurito,
sensacion de calor y sudoracién). No se reportaron eventos de tipo sistémico. El
estudio nos permitié concluir que el Dermofural en ungliento a una concentracion de
0.15% no demostrd tener una eficacia semejante al Ketoconazol crema al 2%, pero si
un efecto antimicético en pacientes con Tinea pedis escamosa y Tinea corporis, con
una aplicacion diaria durante 6 semanas de tratamiento y demostré tener una adecuada
seguridad terapéutica dada la proporcién de pacientes que presentaron eventos
adversos.
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3.1 Método para la recopilacién de informacion de la incidencia de cancer
en la provincia de Villa Clara.

La fuente de obtencion de los datos de la incidencia de cancer en Villa Clara es
a partir del Registro Nacional de Cancer, Departamento Provincial de Estadisticas
Villa Clara, para un afio fiscal Enero-Diciembre durante el periodo de 6 afios (1999-
2004). El dato primario comprende el calculo de las tasas anuales para una
poblacion de 10° habitantes para los 14 municipios de la provincia de Villa Clara
(ver tabla 11 en Anexo), ademas se brinda el dato en porciento para que facilite
la comparacion. Para el calculo de las tasas se actualiza con la oficina que
atiende demografia en el Comité Estatal de Estadistica de la provincia de Villa
clara

El universo de la muestra es de 127 pacientes, los cuales fueron tratados con la crema
de Dermofural en el Servicio de Dermatologia del Hospital Provincial Universitario
“Arnaldo Milian Castro” de Santa Clara, durante los ensayos clinicos Fases Il y Ill en los
afos 1991 a 1992.

Las historias clinicas que se utilizan como base de dato primario para efectuar la
encuesta. Se encuentran custodiadas en el archivo de seguridad de datos
perteneciente a la Unidad de Garantia de la calidad (UGC) del CBQ.

3.2.1 Criterios de inclusiodn

e Pacientes participantes en los ensayos clinicos Fases Il y Il con el Dermofural para
este estudio expresaron por escrito la voluntariedad de responder las preguntas
previstas en la encuesta confeccionada sobre la base de las historias clinicas y
posteriormente se sometieron a un examen fisico dermatoldgico y procedieron a un
examen oncoldgico.

3.2.2 Criterios de exclusion
e Los que negaron a patrticipar en el estudio.

e Los que no se pudieron localizar en la direccion con que se contaba en la historia
clinica.

3.2.3 Criterios de salida

Los que se presentaron cualquiera de los criterios de exclusidén ya mencionados.

MALVERN MTEMELI: Relacién de causalidad del Dermofural y procesos Oncogénicos en pacientes sometidos a Ensayos Clinicos
lyll



MATERIALES Y METODOS 36

3.3 DISENO DEL ESTUDIO

Consistié en un estudio epidemioldgico retrospectivo, no aleatorizado, unicéntrico que
consta de tres fases o etapas.

Primera etapa o fase.

Consistié en visitar al paciente, informarle sobre la intencién de realizar el estudio y
obtener el consentimiento de éste a participar en el mismo. Si el paciente accedia
voluntariamente a participar en el estudio se le aplicaba una encuesta cuyo objetivo era
obtener informacién general sobre cualquier enfermedad o complicaciones presentadas
con posteridad a su participacion en el ensayo clinico con el Dermofural (Fase Il o Fase
lll). Finalmente, el encuestador indicaba al paciente a asistir a una consulta habilitada
al efecto para ser sometido a un examen fisico dermatolégico, para lo cual le brindo’ la
informacién necesaria al respecto.

Segunda etapa o fase.

Consistié en someter los pacientes evaluados de “0” en la primera etapa a un profundo
examen fisico dermatoldgico utilizando el modelo oficial establecido al efecto por el
Ministerio de Salud Publica, con el objetivo de detectar signos o sintomas compatibles o
sospechosos con cualquier proceso de naturaleza oncogénica.

Los investigadores clinicos se analizaban la informacién histérica (documentos e
historia clinica de los ensayos clinicos Fases Il y 1ll) y la informacién actual (resultados
de la encuesta y examen fisico dermatolégico).

La informacion obtenida se evaluaba de la forma siguiente:

= Paciente que al examen fisico dermatolégico no presentaba signos o sintomas
compatibles o sospechosos con cualquier proceso de naturaleza oncogénica.

= Paciente que al examen fisico dermatolégico presentaba signos o sintomas
compatibles o sospechosos con cualquier proceso de naturaleza oncogénica.

=  Salida del estudio debido al surgimiento de uno o mas criterios de exclusién

Como resultado de lo anterior, el dermatélogo emitia un resumen de historia clinica
actual.

Los pacientes evaluados de “0” concluian el estudio.

Los pacientes evaluados de “1” se remitirian a la consulta de Oncologia (tercera etapa)
enviandose el resumen de historia clinica confeccionado por el dermatélogo.
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Tercera etapa

Consisti6 en someter los pacientes en el caso si habia los evaluados de “1” en la
segunda etapa a un minucioso examen oncolégico, segun se encuentra establecido por
el Ministerio de Salud Publica.

El especialista indicaba las acciones que normalmente corresponden en estos casos y
con respecto al Dermofural, se determinaba la relacion de causalidad con el proceso
oncogenico detectado.

La evaluacion de la causalidad se realizaba con el auxilio de algoritmos reportados en
la literatura ajustados a las caracteristicas del estudio y clasificada de la forma
siguiente:

3.4 RECOLECCION Y MANEJO DE LOS DATOS

Validacién de la encuesta aplicada.

La encuesta es validada mediante la técnica estadistica Alfa de Cronbach la
cual permite validar las preguntas de la encuesta con los objetivos propuestos
en la investigacion. Permite alcanzar tanto el objetivo general como especifico
del estudio, este instrumento refleja un dominio especifico de contenido de lo
que se mide.

a=n.P/(n-1)P

Expediente del paciente

Documentos
El expediente del paciente se conformé a partir de los siguientes documentos:

» Historia Clinica (confeccionada durante el ensayo clinico con el Dermofural)
Consentimiento Informado.

Modelo de Encuesta.

Calificacién de la Encuesta Individual.

YV V V V

Resumen de la historia clinica actual —examen fisico dermatolégico, resultados del
examen oncolégico, determinacion y fundamentacion de la relacion de causalidad.

El expediente del paciente se inicio’ con la Historia Clinica generada durante el ensayo
clinico con el Dermofural. En la primera etapa del estudio se enriquecié con el
consentimiento informado del paciente, el modelo de encuesta y la calificacion de ésta.
Posteriormente se incluyeron el resumen de la historia clinica actual en la que se
registr6 la informacién que correspondié al examen fisico dermatolégico y su
evaluacién. Si era necesario, se incluia el informe de los resultados del examen
oncoldgico y su evaluacion.
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3.4.1 Descripcion de los documentos

Historia Clinica (confeccionada durante el ensayo clinico con el
Dermofural)

Cada paciente contaba con la historia clinica confeccionada durante el ensayo clinico al
cual fue sometido. La historia clinica poseia un grafico del cuerpo humano en anverso
y reverso y otras partes del cuerpo, donde se senalaron las localizaciones de las
lesiones presentadas por los pacientes.

Consentimiento Informado (ver ANEXO 1.1)

Consisti6 en un documento mediante el cual se informaba a los pacientes las
caracteristicas del estudio y objetivos que se perseguian con el mismo, solicitandole su
cooperacion. Si el paciente accedia a participar en el estudio, se registraba su nombre
y firma del paciente, un testigo y el encuestador asi como las fechas correspondientes.
Si el paciente no accedia, solo se registraba los datos que correspondian al
encuestador.

Modelo de Encuesta (ver ANEXO 1.2)

Consistié en un modelo dividido en las siguientes secciones:
1. Historia clinica Numero, nombre y apellidos del paciente, direccién postal.

2. Encuesta propiamente dicha, consisti6 en siete preguntas redactadas en lenguaje
muy sencillo y un apartado para observaciones, en caso de ser necesarias.

3. Destinada a las firmas del paciente y el encuestador y las fechas correspondientes.

Calificacion de la Encuesta Individual (ver ANEXO 1.3)

Cada encuestador, segun concluia la entrevista llenaba el modelo Calificacién de la
Encuesta Individual, que era un complemento del modelo de encuesta. Esta operacién
no debia ser de conocimiento del paciente, que aceptaba o no participar en el estudio.
En el modelo se registraba el resultado de la localizacion y voluntariedad del paciente,
si procedia, la causa por que no se pudo’ realizar la encuesta y, finalmente, la
calificacion de la misma. El modelo concluia con el nombre y firma del encuestador y la
fecha correspondiente. Contaba con un espacio para registrar la supervision del Director
del Estudio. En caso de que se sometia a inspeccion por el Dpto. de Aseguramiento de
Calidad se haria constar el nombre y la firma del inspector y la fecha.

Resumen de historia clinica actual (ver ANEXO 1.4)

Consistié6 en un modelo en el que se registré el No. de la Historia Clinica actual y el
nombre y apellidos del paciente. A continuacidon se exponia un resumen del examen
fisico dermatolégico y su evaluacion, el resumen de los resultados del examen
oncoldgico y la evaluacion de la relacion de causalidad de la enfermedad oncogénica
con el Dermofural (0, 1, 2, 3) fundamentando la misma. El modelo concluyd con el
nombre y apellidos de los investigadores clinicos, firmas y fechas correspondientes.
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Forma de entrega de los documentos a los encuestadores e
investigadores clinicos. Flujo diario de la informacion.

El Director del Estudio entregaba a los encuestadores las historias clinicas
confeccionadas durante el ensayo clinico con el Dermofural, acompanadas de los
correspondientes documentos (Anexos 1.1, 1.2 y 1,3), ordenadas y clasificadas por
barrios de la ciudad de Santa Clara y en algunos casos, por municipios, para facilitar la
localizacion de los pacientes.

Al finalizar el dia de trabajo, los encuestadores entregaba la documentacion generada al
Director del Estudio (expediente del paciente) y de éste se confeccionaba el Registro
diario de pacientes incluidos, no incluidos y resultados de las encuestas (Anexo 2)

El expediente de cada paciente que accedia a participar en el estudio, fue entregado a
los investigadores clinicos, los que enriquecian el mismo segun la documentacién
generada durante el estudio (Anexo 1.4).

Registro diario de pacientes incluidos, no incluidos y resultados de las
encuestas

Consisti6 en un modelo en que el Director del Estudio registraba diariamente los
pacientes incluidos, no incluidos y los resultados de las encuestas realizadas
correspondientes al dia de trabajo) (Anexo 2). Contaba con espacios para la firma del
Director del Estudio y la fecha que correspondia. Si el registro diario era inspeccionado
se anotaba el nombre y firma del inspector y la fecha.

Procedimiento para conservar la informacion

Todos los documentos generados durante el estudio incluyendo el informe final, seran
conservados durante un periodo de 10 afios por la Unidad de Aseguramiento de
Calidad del Centro Promotor. Por este mismo periodo de tiempo se conservara la
informacion electrénica.
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3.5 MEDIDAS PARA GARANTIZAR LA CALIDAD DE LAS ENCUESTAS

Los encuestadores eran estudiantes del 5to. Curso de la especialidad de Farmacia de la
Facultad de Quimica-Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas.
Estos estudiantes poseian el grado de formacién académica necesaria para llevar a
cabo el trabajo de las entrevistas, ademas, de que participaron en el Taller de
Unificacién de Criterios y en la Reunion Previa al Inicio del Estudio, actividades que
comprenden, entre otros aspectos la capacitacion.

Se tuvieron en cuenta los siguientes aspectos:

1. El encuestador llenaba el registro diario sobre los resultados de los pacientes
encuestados y lo acompafaba el expediente de cada paciente entrevistado.

2. Diariamente, cada una de las encuestas concluidas fue revisada por el Director del
Estudio comprobando la evaluacion realizada por el encuestador.

3. La informacion generada se registraba inmediatamente en un sistema de base de
datos creado al efecto para su posterior procesamiento estadistico.
El Director del Estudio fue el encargado del cumplimiento de lo anteriormente expuesto.

El Dpto. de Aseguramiento de Calidad del CBQ confeccion6 un cronograma para
controlar el cumplimiento de lo establecido en el protocolo. Al concluir el estudio, se
emitird un documento final sobre los resultados globales de los controles realizados y
la evaluacion final de la calidad del estudio.
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Cuando se observa un tumor no es mas que un pequefio momento de la vida del
proceso canceroso, el denominado periodo clinico. Este periodo, a su vez,
puede ser subdividido en dos fases, una fase local, en la que el tumor se
encuentra todavia localizado en las estructuras primarias afectadas, y una fase
de generalizacion, en la que en ocasiones se produce la diseminacion del tumor
(aparicion de metastasis), configurando lo que hemos venido a denominar
"enfermedad cancerosa”. Sea con una sola o con las dos sub-fases, este
periodo puede ser asimilado a lo que representa la parte visible de un iceberg,
gue mantiene fuera de nuestra vista el periodo mas largo, el que va desde la
actuacion de la causa hasta la emergencia clinica y que encierra el periodo
precanceroso (iniciacion, promocion y una parte mas o menos importante de la
progresion). La primera etapa del proceso de la carcinogénesis, absolutamente
preclinica y en una primera etapa aun no cancerosa (precancerosa) consta de
tres etapas principales, la de iniciacién, promocion y progresion. No se debe
dudar que es un proceso relativamente largo, que no pasa por sus estadios de
una forma aguda. Es por ello que al analizar el posible efecto oncogénico de
una sustancia quimica este debe pasar por un largo y tortuoso camino hasta
demostrar su relativa seguridad.

En este sentido, se puede asegurar que existe una clara correlacion positiva
entre las observaciones realizadas en el hombre y los indices de
carcinogenicidad en los animales, que ademas, a menudo han precedido a las
observaciones humanas. Por ello, la observacion de carcinogenicidad de una
determinada sustancia en una especie animal deberia, al menos, ser
interpretada como una sefial de atencion para estudiar la adopcion de medidas
preventivas.

La capacidad de un sustancia de producir una neoplasia se denomina
carcirogénesis. En el proceso de transformacion progresiva de las células
normales en células malignas, se produce la adquisicion de anatomia por las
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mismas, lo que es un reflejo de una regulacion y expresién normal de su carga
genética. Como consecuencia final se induce una neoplasia(crecimiento

auténomo de un tejido o de una parte de las células del mismo) (2).

Recientemente el CECMED/Cuba aprobé a finales del afio 2006 incluir en su registro de
aprobaciéon de la documentacién presentada por Centro de Bioactivos Quimico de la
UCLV con vistas a registrar el Dermofural. Es conocido que uno del elemento
toxicologico mas cuestionado en la etapa de prerregistro fue el referido a la toxicologia
del ingrediente activo; en lo referente a su potencialidad mutagénica y cancerigena. En
este sentido el drgano regulador cubano indico, que aportar datos relacionados con el
posible efecto oncogénico en los pacientes expuestos a estudios clinicos hace mas de
una década resultaria un elemento que avalaria la seguridad toxicologica del
Dermofural. En este sentido se proyecta este estudio para dar respuesta al objetivo
general que consiste en “evaluar la posible relacion entre la aplicacion dérmica del
ingrediente farmacéutico activo del Dermofural (G-1) vy el desarrollo de procesos

oncogénicos en los pacientes expuestos”.

La Unidad de Aseguramiento de Calidad del CBQ, tiene bajo su custodia 127 historias
clinicas de pacientes tratados en las diferentes fases preclinicas con Dermofural en los
afios 1991-92. De la cifra anterior, 82(64.6%) pacientes fueron localizados y conforman
la muestra del presente estudio. No localizados por diferentes razones 45 (35,4%), de
los cuales solo10 (7,9%) tienen probabilidad de ser localizados y encuestados en el

futuro.

Un primer aspecto, de suma importancia consistio en ubicar la incidencia de cancer en
la provincia de Villa Clara, este dato serviria de referencia para comparar nuestros

resultados.

En la tabla No 1 se reflejan los resultados del analisis correspondiente a la incidencia de
cancer en la poblacién de Santa Clara. Se selecciona este municipio puesto que todos
los pacientes expuestos a los ensayos clinicos pertenecen a esta ciudad. En el analisis
de incidencia de cancer en el periodo 1999-2004 se aprecia que la tasa bruta anual
estimada por 10° habitantes oscilé entre los rangos 410,5 y 467,8 para los afios 1999 y

2004 respectivamente. Al convertir este dato a por ciento seria 0,41% y 0,47%, lo que
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representaria menos de un fallecido por cien habitantes. De lo anterior se desprende la
subhipétesis, que en la muestra estudiada no se deberia presentar ningln caso de
cancer que relacione la aplicaciéon del Dermofural y la generacion del mismo, de lo
contrario la inocuidad del producto estudiado no se demostraria, y se convertiria en una

evidencia sin valor o negativa para el mismo.

En la etapa de recopilacién de informacion para acometer el estudio se presenta el
segundo inconveniente, este relacionado con no encontrar trabajos precedentes con un
enfoque semejante al que pretendiamos realizar. Esto nos condujo a elaborar un
protocolo especial para demostrar de forma retrospectiva y de corte transversal el

objetivo propuesto.

La primera version del protocolo fue aprobada por la Unidad de Aseguramiento de
Calidad el Consejo Cientifico Institucional (CCI) del CBQ, En ambos casos se sugirieron
algunas modificaciones que fueron tomadas en consideracion y se emitieron los
correspondientes documentos de aprobacién, confeccionandose entonces la Version
No. 2. (Ver anexo 5.1 la aprobacion de CCI)

La Versiéon No. 2 fue entregada al Comité de Revision y Etica del Hospital Universitario
“Dr. Celestino Herndndez Robau” el que emitid6 el correspondiente documento de
aprobacion sin recomendaciones ni modificaciones. (Ver anexo 6)

Esta Version fue sometida a la aprobacion para iniciar el estudio por la Direccion
Provincial del MINSAP y una vez, aprobado éste, se celebro el Taller de Unificacion de
Criterios.

En el Taller de Unificacion de Criterios surgieron varias recomendaciones que
conllevaron a modificaciones en el protocolo, siendo necesario confeccionar la Version
No. 3, que fue sometida nuevamente al Comité de Revision y Etica. Estas
modificaciones no alteraron en nada la concepcion general del estudio, por lo que este
inicio, previo a una reunion de inicio en que participaron el investigador clinico principal,

los estudiantes responsabilizados con las encuestas y otros participantes en el estudio.

El anexo nol corresponde al protocolo confeccionado al efecto, la encuesta esta
validada por el Alfa de Crombach, por lo que la misma cumple las expectativas
esperadas relacionadas con los objetivos propuestos por la investigacion, esto

se demuestra con el valor de 0.80 alcanzado en el calculo del mismo.
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La seleccion del protocolo de encuesta se fundamento en la experiencia de
encuestas aplicadas por diferentes autores para detectar la capacidad
oncogénica de diferentes sustancias quimicas (54,55,56,57,58). Se pudieran
referir otros muchos trabajos de investigacion, que en esencia su disefio

experimental se aparta del objetivo perseguido en este trabajo.

El modelo de encuesta aplicado comprende 9 preguntas, estas responden en
esencia los objetivos propuestos. Si a metodologia de aplicacién de encuesta
esta cumple con los lineamientos generales que propone la literatura
internacional (59, 60,61).

El anexo no 2 se muestra el listado de los 82 pacientes objeto del estudio, asi
como los parametros edad, sexo, localizacidbn anatomica de la aplicacién,
concentracion del preparado aplicado, duracion de la aplicacion, asi como el
efecto de evidencia de accion oncogénica. Al valorar el parametro edad de los
pacientes antes referidos, se aprecia que el promedio esta fue de 41 afos,
siendo la de méas edad 70 afios y solo 5 pacientes sobrepasan los 60 afios. Por
otra parte el mas jéven de 16 afios y se reportan 3 pacientes con menos de 20
afos. Como se aprecia la fluctuacién es bastante amplia, pero la inmensa
mayoria se encuentran entre 20 y 60 afilos de edad. La edad es un parametro
gue juega un rol importante en la incidencia de cancer, es conocido que con la
edad aumentan las probabilidades de padecer esta enfermedad. En nuestro
caso somos del criterio que la edad de la muestra fue adecuada para valorar la
evidencia de la posible induccién de cancer producto a la aplicacion del

Dermofural.

La proporcioén de los pacientes en cuanto a sexo (f-53; m-29) con una proporcion
de 1,83 aproximadamente a favor del sexo femenino, lo que indica que la
muestra no resulta desproporcionada en lo referente a este parametro. En las
condiciones de nuestra provincia la incidencia de cancer es ligeramente superior

en el sexo femenino con relacién a los hombres (56).
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En lo referente a la localizacién del area de aplicacion, anexo no 6, contiene
fotos de los pacientes expuestos al tratamiento, que ademas de mostrar la
efectividad de la terapéutica se muestra el perfecto estado en que se en
encuentra el area donde se aplico el preparado en el ensayo clinico. Las
localizaciones principales de aplicacién del preparado se ubicaron en manos,
pies, cara, espalda y pecho. Los lugares de mayor frecuencia de aplicacion

resultaron en manos y pies con mas de un 80% de los tratamientos.

En lo referote a la concentracion del preparado aplicado se emplea dos
concentraciones en tres variantes de tratamiento con el Dermofural al 0,125 %,
0,250% vy el uso combinado de estas; con la primera concentracion se trataron
60 pacientes para un 73,3 %, con la segunda concentracion 13 pacientes para
un 15,8% y con el uso combinado de las dos concentraciones 9 pacientes para
10,9%. La razdn de esta variacion terapéutica en el en los diferentes ensayos
clinicos de fase | y Il realizados hace mas de una década se debe a estrategia
posoldgica seguidas por los disefiadores de dichos estudios. En los estudios
preclinicos otros autores refieren que concentraciones por debajo de 0,5% son
consideradas relativamente seguras en cuanto a poder irritante del ingrediente
activo (24, 25, 26,40). Los pacientes tratados durante el estudio recibieron dosis
reducidas en un 75% y 50% de la dosis irritante planteadas como limite en los
estudios preclinicos.

La duracion promedio de la aplicacion se extendio 5,9 meses (177 dias), siendo
la mas prolongada de 19 meses y mas corta de 26 dias. En el caso de la
exposicidbn mas prolongada en importante destacar que esta se realiz6 con la
concentracion de 0,25%, lo que constituye un caso de exposicidon limite, en
cuanto a riesgo toxicologico para nuestro estudio. Los estudios preclinicos de
mayor durabilidad realizados a esta molécula se refieren a los de toxicidad
cronica durante seis meses (180 dias); desarrollado en ratas Sprague Dawley
aplicando el ingrediente activo en formulacion aceite/acetona (v/v) 95/5 %
(26,Tesis de Remigio). Como se plantea en la regulacion metodoldgica para la
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evaluacion preclinica de medicamentos del ministerio de salud publica de la
republica de Cuba, en su acapite de administracion prolongada donde se
establece un mes de aplicacion en humanos, cuando los estudios preclinicos se
han realizados por 6 meses (54). Como se aprecia hay violaciones del decreto
antes referido pues la media del intervalo de aplicacién fue de 5.9 meses y en
casos particulares se extendido mucho mas alla de los 180 dias.

En lo referente a la evidencia de efecto oncogénico atribuible al ingrediente
activo G 1, aplicado en las diferentes variantes terapéuticas utilizadas (0,125 %,
0,250% y su combinacion) no se reportd ningun caso de cancer. Al analizar este
resultado es necesario resaltar que indiscutiblemente la muestra resulta
relativamente pequefia desde el punto de vista estadistico, puesto que las tasas
de incidencia histérica reportada para el periodo 1999-2004 es 433,25 por 10°
habitante, lo anterior indica que por 231 habitante se presenta un caso de cancer
segun la epidemiologia de esta enfermedad en Santa Clara. La muestra
empleada en nuestro trabajo se encuentra muy por debajo de esta cifra, es
importante seguir controlando este aspecto en estudios Farmacoepidemioldgicos
y de Toxicovigilancia. Particularmente recomendamos los segundos para seguir

de forma diferenciada la problematica de la accion oncogénica de esta molécula.

La molécula G-1, se considera una molécula bien evaluada desde el punto de
vista mutagénico, segun los requerimientos planteados por las agencias
regulatorias de varios paises y mas recientemente definida en las Conferencias
de Armonizacion de Requerimientos Técnicos para el Registro de Sustancias

Farmacéuticas para uso en Humanos (55,56,57).

Los resultados obtenidos en los estudios genotoxicoldgicos permiten afirmar que
el G-1 se clasifica en el nivel de interés LOC | (de menor riesgo) como un
compuesto capaz de interactuar con el ADN bajo ciertas condiciones in vitro
(mutdgeno in vitro) pero sin evidenciar genotoxicidad in vivo. Puede asumirse
gue existen fuertes evidencias de que el riesgo genotéxico para el uso en el
hombre es poco probable (7, 8, 10,11). En este punto nos encontramos ante un
compuesto con respuestas positivas y negativas en los ensayos in vitro que lo
eleva del nivel de interés | (LOC I) al nivel de interés Il (LOC Il) y se considera
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como un genotoxico in Vitro. Por lo anterior se hizo necesario acudir otros
ensayos in vivo en tejidos diferentes a la médula 6sea o sangre. Una segunda
etapa de evaluaciones se efectué a través de un conjunto de ensayos
conducidos por investigadores de centros de investigacion en Cuba
(CENPALAB) (33, 34, 35,36).

Los resultados negativos en los 4 primeros ensayos confirman la no
clastogenicidad del producto in vivo. Los resultados del tercer y cuarto ensayos
evidencian la no interaccién del G-1 a nivel de las gonadas, y el quinto ensayo
proporciona informacion acerca de la no induccion de genotoxicidad in vivo en

otro punto final de accion genotoxica.

Los estudios de genotoxicidad fueron sometidos en su integralidad criterio de
reconocidos especialistas en la materia (French IW. Presidente de la firma IWF
CONSULTING SERVICES, Ontario, Canada; Binnie Craig, de la firma York
Medical Inc., de Canadd y Marcos Ricardo. Catedratico de Genética y
Coordinador del Grupo de Mutagénesis de la Universidad Auténoma de
Barcelona reconociéndose por los mismos una alta seguridad genotoxica
(14,20). En los casos anteriores se llegd a la conclusién que los estudios son
suficientes y que el ingrediente activo puede emplearse en la terapéutica pues
es positivo a técnicas de mutagénesis in vitro, pero las in vivo resultaron
negativas. Como concepto integral este aspecto permite no vetar la molécula

con fines terapéuticos.

Es conocido que el planteamiento de genotoxicidad para estudios in vitro,
conjuntamente con las caracteristicas estructurales de la molécula ha influido en
el concepto toxicologico relacionado con la aprobacion del registro del
Dermofural. Por otra parte los estudios que hemos concluido en este trabajo no
han dado evidencia de la peligrosidad de este producto. Es importante que la
muestra es muy reducida en lo que a estudio epidemioldgico se refiere, pero sin
dudas es un elemento mas a valorar en el criterio integral que se tenga sobre

esta molécula en general y el Dermofural en particular.

NB: Ver (anexo 6) imagines de los pacientes tratados por el Dermofural
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Hasta la fecha de la exposicién del presente Trabajo de Diploma, los resultados
obtenidos en las tres etapas o fases en que se organizé el estudio son los
siguientes:

Pacientes que asistieron a la consulta de Dermatologia y

fueron evaluados de 0 82 64,6%
Pacientes que asistieron a la consulta de Dermatologia y
fueron evaluados de 1 0 0
0 = Paciente que al examen fisico dermatolégico no presenta signos o sintomas

compatibles o sospechosos con cualquier proceso de naturaleza oncogénica.

1 = Paciente que al examen fisico dermatoldgico presenta signos o sintomas compatibles o
sospechosos con cualquier proceso de naturaleza oncogénica.

2 = Salida del estudio debido al surgimiento de uno o0 mas criterios de exclusiéon
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e La muestra total de pacientes que fueron sometidos a la fase Clinica | y Il con
el Dermofural durante los afios 1991 y 1992 es de 127 pacientes, de los
cuales el 64,6% de ellos fueron localizados nuevamente con vista al presente
estudio.

e La encuesta confeccionada responde a un disefio novedoso del autor,
puesto que en la literatura no se localizé un estudio con un disefio para
accion carcinogénica en fases de estudiosos clinicos | y Il, y que resuelva un
problema cientifico semejante al abordado en este estudio. La encuesta
(anexol.2) permite establecer la relacion de causualidad entre la aplicacion
de G-1 e incidencia de cancer en los pacientes tratados.

e Los 82 pacientes encuestados mostraron los siguientes resultados para los
parametros edad promedio 41 afios, sexo masculino 29 y femenino53, la
localizacion del area de aplicacion muestra que el 80% de los encuestados
se les aplico el Demofural en manos y pies.

e El preparado se aplic6 en dos concentraciones y en tres variantes de
tratamiento con el Dermofural al 0,125 %, 0,250% y el uso combinado de
estas; con la primera concentracion se trataron 60 pacientes para un 73,3 %,
con la segunda concentracion 13 pacientes para un 15,8% y con el uso
combinado de las dos concentraciones 9 pacientes para 10,9%.

e La duracion promedio de la aplicacién se extendid 5,9 meses (177 dias),
siendo la mas prolongada de 19 meses y la méas corta de 26 dias.

e No se reportaron evidencias de relacién causal entre el empleo del
Dermofural y la aparicion de procesos oncogénico en los pacientes sometido
a ensayo clinico fase | y Il en los afios 1991-92.
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1- Aplicar esta encuesta a todos los pacientes sometidos a estudios clinicos
en cualquiera de sus fases y tipo de formulacion para aumentar la
muestra y el criterio de evaluacion.

2- Realizar un estudio piloto con todos los trabajadores de CBQ, y que en

base a su calificador ocupacional han estados expuestos al Ingrediente
Activo G-1.
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ANnexos :

Tabla 11: Numero de habitantes de la provincia de Villa Clara por municipio

y ano

-afio 1999 2000 2001 2002 2003 2004
municip
Corralillo 27674 27779 27839 27661 27661 27297
Quemado de | 23965 23946 24009 23949 23949 23803
Guines
Sagua 61279 61100 61048 61129 61129 60590
Encrucijada | 35879 35904 35963 35932 35932 35777
Camajuani | 64067 64212 64238 64360 64360 64167
Caibarién 40825 40721 40755 40764 40764 40845
Remedios 49192 49154 49166 49181 49181 48871
Placetas 74444 74438 74273 74087 74087 73640
Santa Clara | 226330 227349 228987 231394 231394 232346
Cifuentes 36147 36071 35994 36077 36077 35869
Santo 55675 55753 55826 55886 55886 55512
Domingo
Ranchuelo 63993 63957 63772 63538 63538 63039
Manicaragua | 74452 74689 75087 75143 75143 74415
Total 833922 835073 836957 839101 839101 836171

Tabla 12: Incidencia de cancer

periodo 1999 - 2004

para el municipio de Santa Clara en el

ano 1999 2000 2001 2002 2003 2004
No de | 929 1013 1005 950 986 1087
casos




Tasa 410,5 445 .6 438,9 410,6 426,1 467,8

bruta

% 0,41 0,45 0,44 0,41 0,43 0,47
Tabla 13.

Clasificacion de la relacion de causalidad

No existia relacion entre el evento clinico y el producto en

0 Remota investigacion.

1 Posible El evento clinico tenia una relacibn temporal razonable con el
producto, pero que también podria ser explicado por otras causas.

5 Probable El evento clinico tenia una relacibn temporal razonable con el
medicamento y era improbable que sea explicado por otras causas.
El evento clinico tenia una relacion temporal creible con el producto y

3 Muy probable

no se puede explicar por otras causas.

Tabla 14: Incidencia de Cancer en el municipio de Santa Clara.

Afo 1999 2000 2001 2002 2003 2004
No. de | 929 1013 1005 950 986 1087
casos

Tasa 4105 445 .6 438,9 410,6 426,1 467,8
bruta

Poblacion | 226330 | 227349 | 228987 | 231394 | 231394 | 232346
% 0,41 0,45 0,44 0,41 0,43 0,47

Nota: Tasa x 100 000 habitantes

Tasa =No Casos/Total de Poblacion .100 000

Tabla 15: Pacientes participantes en el estudio durante la Fase | y Il

Pacie | Edad Sex | Color | Tiempo | Locali | Estad | Concen | Durac | Efica

H.C evoluc za 0 tra ion cia
cion

005 63 F B 5-10Afs | mano | cronic | 0,125% | 174d | (0)

009 44 M B 1-3mes | pies cronic | 0,125% | 90d | (0)

012 45 F B 5-10Afis | pies cronic | 0,125% | 112d | (0)

013 54 M N 1-3mes | pies agudo | 0,124% | 45d | (0)




017 50 M B 1-3mes | cara agudo | 0,125% |34d | (0)
018 42 F B 1-bafios | pies cronic | 0,125% | 136d | (0)
019 65 F B +10afios | manos | cronic | 0,125% | 351d | (0)
021 45 F B 1-5afios | pies agudo | 0,125% |38d | (0)
027 48 F B +10afios | brazo |subag | 0,125% |58d | (0)
028 50 M N 35afos | pies cronic | 0,125% | 250d | (0)
031 15 F B 6-9mes | mano |agudo | 0,125% |24d | (0)
036 47 F B +10afos | pies y | subag |0,125% | 163d | (0)
pie
037 34 F B 1-5afos | manos | cronic | 0,125 154 | (0)
038 30 M B 3-6mes | pies subag | 0,125% | 175d | (0)
039 53 F B 1-bafios | pies cronic | 0,125% |58d | (0)
041 47 F B 1-3mes | pies subag | 0,125% | 88d | (0)
043 39 F B +10afios | pies subag | 0,125% | 111d | (0)
042 18 M B 1-5anos | cara cronic | 0,125% | 70d | (0)
045 54 M B +10afios | pies cronic | 0,125% |92d | (0)
046 45 F B 1-bafios | pies subag | 0,125% | 159d | (0)
047 50 M B 28afios | manos | cronic | 0,125% | 70d | (0)
051 39 F B 1-5afios | manos | cronic | 0,125% | 45d | (0)
052 35 F B 5-10afis | manos | cronic | 0,125% | 510d | (0)
053 50 F N 1-bafios | pies cronic | 0,125% | 15d | (0)
056 46 M B 1-3mes | pies aguda | 0,125 22d | (0)
057 27 F B 1-5afios | manos | cronic | 0,125% | 77d | (0)
059 52 M B 1-5anos | pies subag | 0,125% | 510d | (0)
060 43 F B 1-5afios | pies cronic | 0,125% | 126d | (0)
061 47 F B 1-bafios | pies subag | 0,125% | 132d | (0)
068 35 F B 1-5afios | pies cronic | 0,125% | 71d | (0)
072 65 F B 1-5afios | manos | subag | 0,125% | 27d | (0)
075 40 M N +10afios | manos | cronic | 0,125% | 118d | (0)
y pies
076 18 F B +10afios | manos | cronic | 0,125% | 61d | (0)
079 60 F B 1-5afios | manos | cronic | 0,125%, | 201d | (0)
0,250%
077 31 F B 1-5afios | ufias cronic | 0,250% | 298d | (0)
006 50 F B 5-10afis | ufas cronic | 0,250% | 27d | (0)
001 39 F B 1-5afios | pies cronic | 0,125%0 | 240d | (0)
,250%
002 40 M B +20afios | manos | cronic | 0,125% | 253d | (0)
y pies
003 49 M B +5afios | manos | cronic | 0,125% | 60d | (0)
004 55 M N +bafos | pies subag | 0,125% |90d | (0)
007 48 F B 1-5afios | uias cronic | 0,125% | 156 | (0)
008 50 F B +5afios | ufias cronic | 0,250% | 196 | (0)
010 62 F N +bafos | pies cronic | 0,125% | 252d | (0)

0,250%




011 20 F B lafo pie agudo | 0,125% | 18d | (0)
014 35 F B 1-5afios | pies subag | 0,125% | 203d | (0)
015 49 F N 5-10afis | ufas cronic | 0,250% | 231d | (0)
016 44 F B lafio pie subag |0,125% |95d | (0)
0,250%
020 29 F B lafio mano | agudo | 0,125% | 12d | (0)
022 49 F N +bafos | pies subag | 0,125% | 177d | (0)
023 35 M B +5afios | manos | cronic | 0,125% | 130d | (0)
025 56 M B 1-5afios | pies cronic | 0,125% | 499d | (0)
0,250%
026 39 F B 1-5afios | manos | cronic | 0,250% | 73d | (0)
029 35 M B lafio pies agudo | 0,125% | 46d | (0)
030 47 F B 1-5afios | pies cronic | 0,125% | 357d | (0)
032 31 M B +bafos | pies agudo | 0,125% | 150d | (0)
033 44 F B lafo pies subag |0,125% |20d | (0)
034 70 F B +bafos | pies cronic | 0,250% | 570d | (0)
035 56 F B lafo pies cronic | 0,250% | 300d | (0)
040 70 M B lafio cara subag | 0,125% | 150d | (0)
044 52 M B lafio pies subag | 0,125% | 30d | (0)
048 47 M B 1-5afios | cara agudo | 0,125% | 128d | (0)
049 39 F B lafio manos | cronic | 0,125% | 282d | (0)
050 45 F B lafio pie cronic | 0,125% | 194d | (0)
0,250%
054 54 F B lafo manos | cronic | 0,250% | 73d | (0)
055 37 F B lafio brazo |subag |0,125% | 240 | (0)
058 55 F B lafio manos | cronic | 0,125% | 63d | (0)
0,250%
062 49 M B lafio pie subag | 0,125% | 318d | (0)
063 28 M B lafio mano | cronic | 0,125% | 246d | (0)
064 27 F N lafio manos | cronic | 0,250% | 500d | (0)
066 39 F B 20afios | mama |subag | 0,125% | 180d | (0)
067 32 F B +bafios | pubis | cronic | 0,250% | 70d | (0)
0,125%
069 47 F B +5afios | manos | cronic | 0,250% | 450d | (1)
070 42 F B 1-5afios | manos | cronic | 0,125% | 350d | (0)
071 25 M B +bafios | brazo | cronic | 0,125% | 86d | (0)
073 29 F B +5afios | manoy | cronic | 0,125% | 188d | (0)
pie
074 23 M B lafio brazo |subag | 0,125% | 150d | (0)
abdo
078 46 F N 1-5afios | manos | cronic | 0,125% | 220d | (0)
y pies
080 42 M B lafio pierna | agudo | 0,125% | 130d | (0)
024 30 F B lafio manos | subag | 0,125% | 180 | (0)
079 27 M B 1-5afios | manos | cronic | 0,125% | 210d | (0)




pies 0,250%
081 34 F B lafio manos | subag | 0,125% | 60d | (0)
082 42 F B lafio manos | aguda | 0,125% | 30d | (0)

Tabla 16: RESULTADOS ACTUALIZADOS DEL ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

n %

Acepto y asistié a la consulta de Dermatologia 82 64.6
Aceptd pero no ha asistido a la consulta de Dermatologia 0 0.0
Acept6 pero no ha asistido a la consulta de Dermatologiay se le imposibilita asistir 0 0.0
No aceptd. No recuerda haber utilizado el medicamento 1 0.8
No aceptd. No quiere participar en el estudio 1 0.8
No se localiz6. Cambio a domicilio desconocido o error en lainformacién 16 12.6
No se localiz6. Cambio a domicilio fuera de la provincia 3 2.4
Se localiz6 el paciente pero éste se encuentra en el extranjero 13 10.2
Se localiz6 el paciente pero no se pudo contactar con él 3 2.4
Se localizé la direccion del paciente pero este fallecié 3 2.4
Paciente alin no visitado por encuestador 5 3.9
Total 127 100.0

ANEXO 1. EXPEDIENTE DEL PACIENTE
1.1 Consentimiento Informado

Entre 1991 y 1993 usted formé parte de un ensayo clinico durante el cual usé la crema
denominada Dermofural producida por el Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) para el
tratamiento de una enfermedad infecciosa de la piel. EIl CBQ y el Ministerio de Salud
Publica de Cuba (MINSAP) han disefiado el presente estudio titulado “Estudio
epidemiolégico en pacientes de la provincia de Villa Clara sometidos a los
Ensayos Clinicos Multicéntricos Fases Il y lll Evaluacion Clinica del Dermofural en
base crema” para obtener mayor informacién acerca de este producto.

¢Por qué se realiza este estudio?

La intencion es conocer si el Dermofural provoco cualquier efecto o alteraciéon perjudicial
a los pacientes tratados en el tiempo trascurrido después de finalizado dicho
tratamiento. Esta informacién es de vital importancia para el futuro desarrollo del
medicamento y su aplicacion a otros pacientes con este tipo de enfermedad.

¢, Qué pacientes participaran?




Todos los pacientes que hayan recibido tratamiento con el Dermofural en los Ensayos
Clinicos Fases Il y 1l realizados en el Hospital Universitario “Arnaldo Milian Castro” que
residan en el pais y que estén en disposicion de ofrecer la informacién que se solicita y
someterse a los exdmenes necesarios. Se excluiran los pacientes que no puedan ser
localizados o que se nieguen a participar en el estudio.

¢En qué consiste la investigacion?

Si usted consiente en participar en el estudio debera responder una serie de preguntas
como parte de una encuesta que ha sido disefiada con el fin de conocer los problemas
de salud que usted haya presentado en cualquier momento después de haber utilizado
el Dermofural. Luego debera asistir a una consulta en la cual un dermatélogo le
realizara un examen fisico dermatolégico para saber si presenta alguna lesion en la piel.

Si usted tiene alguna enfermedad oncolégica o sospechosa de ser oncoldgica debera
ser consultado por un especialista en esta materia que analizara su caso y valorara si
esta enfermedad ha sido consecuencia del uso del Dermofural o no.

¢, Qué beneficios puedo obtener con mi participacién en esta investigacién?

Al participar en esta investigacion se le realizara un examen fisico minucioso desde el
punto de vista dermatoldgico y se le haran otros tipos de analisis en caso de que su
caso lo requiera por lo que podran detectarse y/o prevenirse problemas de salud que no
le hayan sido diagnosticados anteriormente.

Ademas con los datos que se obtendran en esta investigacion se ampliara la
informacién disponible con respecto al Dermofural lo que contribuirda a que este
medicamento pueda ser usado por cualquier paciente que presente enfermedades
infecciosas de la piel.

¢Existira confidencialidad en el manejo de todo lo referente a mi persona?

Toda la informacién referida a usted, aunque puede ser revisada por otros
investigadores, autoridades hospitalarias y regulatorias estatales o quienes estas
designen, no se hara publica en ningln caso. Su identidad no sera revelada en ninguna
publicacion cientifica.

¢, Cuales son mis derechos como participante?

Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria. La informacién que se recoge en
este modelo usted puede consultarla con familiares y amigos antes de dar su
consentimiento de participacion. Igualmente el modelo debera ser firmado por un testigo
que dara fe de que usted no ha sido manipulado para la obtencién de su aprobacion.

Usted debe recibir una copia de este modelo para consultarlo cada vez que desee.
Ademas puede hacer todas las preguntas que desee respecto al estudio y debe recibir
periddicamente informacién acerca de la evolucion de la investigaciéon y los resultados
de la misma.

Usted puede negarse a participar en el estudio sin que ello traiga consecuencias
desfavorables para su persona. También puede abandonar el mismo cuando desee, sin
dar explicaciones por ello, y sin afectar los cuidados posteriores que deba recibir.

¢A quién puedo dirigirme para informacidn adicional, consultar problemas, etc.?
En caso de que desee informacion adicional o tenga cualquier inquietud puede dirigirse
a

¢ Dr. Enrique Silveira Prado — Jefe de Registros y Ensayos Clinicos CBQ — Teléfono
28 1473.

¢ Dra. Estela Lugo Farifia — Especialista en Dermatologia Hospital Pediatrico “José
Luis Miranda” — Teléfono 27 2013.



Si usted decide participar en el estudio entonces dara fe, mediante la firma del presente
modelo, de que se le ha ofrecido suficiente informacion tanto oral como escrita y que la
ha comprendido, y que no ha sido coaccionado para la firma del presente documento.

N 1 T 4
Nombre y apellidos del paciente Firma Fecha (Dia/Mes/Afio)

|
Nombre y apellidos del testigo Firma Fecha (Dia/Mes/Afio)

N 4 T 4

Nombre y apellidos del encuestador Firma Fecha (Dia/Mes/Afio)



1.2 Modelo de Encuesta

Historia clinica: | Paciente:

Direccion: ‘ Barrio o Reparto: ‘ Municipio:

1. ¢Después de finalizado el tratamiento presentd alguna complicacién o alteracion relacionada o
no con la enfermedad de la piel por la cual fue tratado? Si. |__| No: |__|

2. ¢Cual o cuales?

3. ¢Acudié al Dermatodlogo que lo atendié en el estudio al cudl fue sometido o algun otro
especialista en Dermatologia u otro Servicio Médico especializado? Si. |__| No: |__|

4. ¢Cual fue el Servicio Médico al cual asistié o fue remitido?

5. ¢Cual fue el diagnéstico que le informo el especialista?

6. ¢Cual fue el tratamiento que le fue impuesto?

7. ¢Por qué no asisti6 al Servicio de Dermatologia u otro Servicio Médico especializado?

8. Observaciones:

9. Informacién desconocida:

|| ]
Firma del paciente Fecha (Dia/Mes/Afio)
|| ]

Firma del encuestador Fecha (Dia/Mes/Afio)




1.3 Calificacion de la Encuesta Individual

Historia clinica: Paciente:

I

Resultados

1. ¢ Se localizo el paciente? Si. |_|No:|__|
2. ¢Aceptd firmar voluntariamente el consentimiento Si.|_ | No: ||
informado?

3. Si las respuestas a las preguntas 1y 2 son NO, sefiale la causa:
a. Direccion no disponible o errada en la HC: |
b. Fallecimiento: |
c. Cambio a domicilio desconocido: |
d. Cambio a domicilio fuera de provincia: |

f. En el extranjero: ||
g. Otras, ¢cudles?

3. ¢ Persona que brindé la informacidn (causas “b” a “g”) y relacion familiar con el paciente?
Nombre: Relacion familiar:

Calificacion final
Encierre en un circulo la calificacion de la encuesta:

0 = Paciente que accede voluntariamente a participar en el estudio

1 =  Salida del estudio debido al surgimiento de uno o mas criterios de exclusion
Nombre Firma Fecha (piasMes/Afio)

Hecho por: I 4 o/

Supervisado por: 4 7/

Inspeccionado por: 4 o/




1.4 Resumen de Historia Clinica Actual

Historia clinica;: Paciente:

Resumen del examen fisico dermatolégico:

Evaluacion:
Encierre en un circulo la calificacion

0 = Paciente que al examen fisico dermatolégico no presenta signos o sintomas
compatibles o sospechosos con cualquier proceso de naturaleza oncogénica.

1 = Paciente que al examen fisico dermatologico presenta signos o sintomas compatibles o
sospechosos con cualquier proceso de naturaleza oncogénica.

2 = Salida del estudio debido al surgimiento de uno o mas criterios de exclusion

Observaciones:
Si el paciente es evaluado de “0” concluye el estudio.
Si el paciente es evaluado de “1” se remite a la consulta de Oncologia

Nombre Firma Fecha (piasMes/Afio)
Investigador clinico: 4 7/
Investigador clinico: 4 o/

Resumen de la investigacion oncoldgica:



Clasificacion de larelacién de causalidad:
Encierre en un circulo la calificacion

Clasificacion de la relacion de causalidad

0 Remota

No existe relacion entre el evento clinico y el producto en
investigacion.
Existe una relacion temporal entre el evento clinico y el producto que

es incompatible con una asociacion causal y puede ser explicada por
otras causas.

1 Posible

El evento clinico tiene una relacion temporal razonable con el
producto, pero también podria ser explicado por otras causas.

2 Probable

El evento clinico tiene una relacion temporal razonable con el
medicamento y es improbable que sea explicado por otras causas.

3 Muy probable

El evento clinico tiene una relacion temporal creible con el producto y
no se puede explicar por otras causas.

Fundamentacién:

Nombre Firma Fecha (pia/Mes/ARo)
Investigador clinico: 4 7/
Investigador clinico: 4 7/




ANEXO 2. REGISTRO DIARIO DE PACIENTES INCLUIDOS, NO INCLUIDOS

Y RESULTADOS DE LAS ENCUESTAS

No de orden | HC N® In|C|'aIes del Calificacion .Causa'll de no | Iniciales del
paciente inclusion encuestador
||| || I || |_| |
|__|__| ||| B - |_| |_| I T
|__|__| ||| S - |_| |_| I T
|__|__| ||| S - |__| |__| I T
Nombre Firma Fecha (pia/Mes/Afio)
Hecho por: Y 4 Y 1
Supervisado por: ] O 1 Y 4 T
Inspeccionado por: N 74 7/ T

ANEXO 3. APROBACION DE PARTICIPACION EN EL ESTUDIO Y
COMPROMISO DE CONFIDENCIALIDAD

de

A: Dr. Nilo Castafiedo Cancio

Director

del 200

Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ), Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas

(UCLV)

De:

Por la presente le comunico mi conformidad de participar en el estudio que ampara el
protocolo de investigacion titulada “Estudio epidemiolégico en pacientes de la provincia
de Villa Clara sometidos a los Ensayos Clinicos Multicéntricos Fases Il y Il Evaluacion
Clinica del Dermofural en base crema’”, para lo cual me comprometo a:

1. Asistir a las reuniones relacionadas con el desarrollo del estudio, asi como participar
en los Talleres de Unificaciéon de Criterios y para el analisis y discusion del Informe

Final.



2. Desarrollar los aspectos que me correspondan y me sean sefialados por el Director
del Estudio en correspondencia con el protocolo de estudio.

3. Velar por el cumplimiento de lo establecido respecto a la identidad y voluntariedad
del paciente.

4. Cumplir estrictamente con lo expuesto en el protocolo sobre la divulgacion y
confidencialidad de los datos generados durante el estudio y sobre los resultados del
mismo.

Atentamente




ANEXO 4. CONFORMIDAD DE LA INSTITUCION DE PARTICIPAR EN EL
ESTUDIO Y GARANTIZAR LOS MEDIOS NECESARIOS PARA CUMPLIR EL
COMPROMISO ASUMIDO.

de del 200

A: Dr. Nilo Castafiedo Cancio

Director

Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ), Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas
(UCLV)

De: Dr. Osnedo Valdés Recio
Director
Hospital Universitario “Dr. Celestino Hernandez Robau”

Por la presente le comunicamos que después de analizar el protocolo de la
investigacion titulada: “Estudio epidemiol6égico en pacientes de la provincia de Villa
Clara sometidos a los Ensayos Clinicos Multicéntricos Fases Il y Ill Evaluacion Clinica
del Dermofural en base crema”, estamos de acuerdo con que esta institucion participe
en la misma, para lo cual nos comprometemos a:

1. Solicitar previamente al Comité de Revision y Etica (CRE) de nuestra institucion
analice el protocolo y emita dictamen desde el punto de vista ético, cientifico y
metodolégico.

2. Una vez aprobado por el CRE, incluir este estudio en el plan de investigaciones de la
unidad, controlar consecuentemente su marcha y tomar todas las medidas
necesarias para que se cumpla lo establecido en el protocolo.

3. Autorizar a los investigadores participantes en el estudio, que méas abajo se
relacionan a consumir el tiempo necesario para desarrollar el mismo con la calidad
requerida.

4. En caso de que alguno de los investigadores abandone el estudio, se informara
inmediatamente quién lo reemplazara.

Los investigadores que participaran en este estudio son:

Nombre Servicio Responsabilidad

Se da por entendido que los investigadores de la unidad participaran en la confeccion y
andlisis de la informacion que se genere de esta investigacion, asi como en la autoria
de las comunicaciones cientificas que se produzcan y contengan los datos de los
pacientes de la unidad.

Atentamente

Cufio

ANEXO 5: Aprobacién de Estudio Epidemiologico.



14 de diciembre del 2006
“Afo de la Revolucion Energética en Cuba”

A: Dr. Nilo Castafiedo Cancio
Director

Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ), Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas (UCLV)

De: Dr. José Ramén Ruiz Hernandez
Director Provincial de Salud de Villa Clara
Santa Clara

Ref: Aprobacién de “Estudio epidemiolégico en pacientes de la provincia de Villa Clara sometidos
al Ensayo Clinico Multicéntrico Fase Il Evaluacién clinica del Dermofural en base crema”

Companfero:

Después de haber analizado el dictamen del Comité de Revision y Etica del Hospital Universitario
"Dr. Celestino Hernandez Robau” que evalué desde el punto de vista ético, cientifico y
metodolégico el protocolo de investigacion de titulo “Estudio epidemioldgico en pacientes de la
provincia de Villa Clara sometidos al Ensayo Clinico Multicéntrico Fase Ill Evaluacion clinica del
Dermofural en base crema’”, investigacion propuesta por el Centro que Ud dirige, le comunicamos

que estamos conformes en que dicho estudie se realice, lo que hacemos constar mediante la
presente autorizacion.

Con saludos cordiales

.
iz

£

Dr. José R

r_g:}’éhdez




Anexo 5.1: Aprobacion de Consejo Cientifico Institucional.

Universidad Central "Marta Abreu “de las Villas

CENTRO Santa Clara, Villa Clara
DE BIOACTIVOS C.P. 54830, Cuba.
® e Teléf. ( 5342 ) 281192, 281473

Fax: (53 42)281130
Email: niloc@uclv.edu.cu

DICTAMEN DEL CONSEJO CIENTIFICO INSTITUCIONAL

Titulo del ensayo clinico:

“ESTUDIO EPIDEMIOLOGICQ EN PACIENTES DE LA PROVINCIA DE VILLA CLARA
SOMETIDOS AL ENSAYO CLINICO MULTICENTRICO FASE Ill EVALUACION CLINICA DEL
DERMOFURAL EN BASE CREMA"

Tipo: Estudio epidemioldgico retrospectivo

. Director del estudio: Dr. Enrique A. Silveira Prado

Miembros del Consejo Cientifico:
L Nombre y apellidos Cargo y Especialidad irma el

Dr. Nilo Castafiedo Cancio Presidente Lﬂé?
Dr. Miguel Angel Cabrera Pérez Vice-presidente /ZEM
Dra. Zenaida Rodriguez Negrin Secretario :

. Dr. Exiquio T. Gaytan Placeres Miembro /-{éf_“
M.C. Osmani Marrero Chang Miembro . ﬁ%‘lmi
M.C. Ricardo Medina Marrero Miembro P
M.C. Raquel Hernandez Gonzélez | Miembro %@7 2
M.C. Lic. Amalia Calvo Alonso Miembro (o
M.C. Zoia Sanchez Moreno Miembro g o il |

Fecha de la reunion: 27/11/06 (dd/mm/aa)
Conclusiones: | x | Aprobado
|__| Aprobado con recomendaciones

|__| No aprobado

‘Cufio

Observaciones:

»

. UGV
> En caso de aprobarse el protocolo con recomendaciones, éstas se adjuntaran efrhoja anexa.

' > En caso de no aprobarse el protocolo, se adjuntaran en hoja anexa las causas por las cuales
no fue aprobado.




metodoldgico el

» de investigacion clinica propuesto por el promotor: Centro de

7, ha evaluado desde el punto de vista ético, cientifico v
¥

Molecular pare la realizacién del ensayo clinico: “Estudio epidemioldgico en paciente de la provincia

de Villa Clara sometidos al ensayo

tico multicénirico fuse I evaluacion clinica del Dermaofural

en base crema” cuya conduccidn esté a cargo de los Investigadores:

Por el Centro de Bioactivos Quimicos de Villa Clara:

Responsabilidad

Investigador Principal

L .
Co - Investig

Nombre y apelli

Dr. Enrigue A Silveira Prado

Dr. Jorge A Pére

MSc. Osvaldo Norman Montenegro

Doctor en Medicina Veterinaria

Doctor en Medicina Veterinaria

Licenciado Cibernética

Lic. Yudith Cafizares Carmenate

Licenciada en C. Farmacéuticas

MSe¢. Mirleida Santos Marcelo

Licenciada en C. Farmacéuticas

Dra. Estela Lugo Farifias

Dr. Rodolfo A Cépiro Aleio

Especialista en Medicina Interna

Especialista en Medicina Interna

! Universitario “Dr. Celestino Herndndez Robau” de Villa Clara:

Nowmbre y Especialidad

apel

Dr. Julio O Hernindez Cruz

Especialista ler. Grade en Oncologia

Dr. Ramén A Ortiz Carrodeguas  Especialista ler. Grado en Oncologia

Licenciada en Enfermeria

Licenciada en C. Farmacéuticas

Licenciada en C. Farmacéuticas




Para la evaluacion se tuvieron en cuenta los siguientes aspectos:
B

Total de partici Todos los pacientes tratados con la crema Dermofural

en el servicic de Dermatologia del Hospital
Universitario “Arnaldo Milian Castro” de Santa

Clara,

W

Nao. de sitios de imy

[ I O I 0O Iv 0O

Fase del Ensayo CI
Epidemiolégico retrospective X

Deseripeion general del estudio NP

¥ Aleatorizacién O :  Simple O Estratificada [J

¥ Controlado [ : Placebo O Mejor terapia 0  Tratamiento sostén [
¥ Abierto a

v A ciegas O O Doble O Triple O

v Uso de muestras biolégicas a

ible relacién entre la aplicacion dérmica del ingrediente farmacéutico

| en concentraciones desde 0,125 a 0,25% y el desarrollo de procesos

ar posibles patologias oncogénicas en los pacientes tratados y establecer la

relacién de causalidad con el tratamiento aplicado.




Considerando que:

a.

O ElEES

Cd

El protocolo, en su version 00 cumple con los requisitos éticos y de Buenas Préacticas Clinicas,

que se trata de una investigacién justificable desde el punto de vista cientifico, que los riegos y

molestias previsibles para los sujetos estdn justificados y guardan un balance apropiado con lo

beneficios esperados

El acta del consentimiento informado, en su versién d0cumple con todos los elementos que la

hacen correcta y valida desde el punto de vista ético y que son adecuados los procedimientos

para su obtencién.

El Cuaderno de Recogida de Datos, en su version _, disefiado a los efectos de la investigacion,

cumple con los requisitos para la recoleccién de los datos del paciente necesarios para la

investigacion. (NE

N
J

gcide:

Aprobacién sin modificaciones.

Aprobacién con modificaciones no obligatorias (se adjuntan).
Aptobacion condicionada a modificaciones (se adjuntan).
Aprobacion condicionada a documentacion adicienal (se adjunta)

Desaprobado.

| CEIC de e

| CEIC de esta institucion deberé revisar nuevamente la propuesta: [18i B No

Procidownte T



Correcto Inco

Objetivos B O O
Metodologia & O a
Andlisis beneficio/riesgo ¥ 0 O
Criterios de inclusién O 0

(|
O

Criterios de exclusién

0
=

Criterios de interrupcién de tratamiento

O
O

Criterios de salida del ensayo

= M W
O o

—
=y

Uso del grupo control

0

Calificacién y experiencia del grupo investigador

K

O

Infraestructura del sitio de investigacién il O O
Contenido del consentimiento informado i 4 O O
Confidencialidad X O O
Informacidn a los sujetos i O O
Suministro de producto de investigacién O O K
Meétodos de monitoreo O O ‘;\3[
Meétodos de obtencién de los datos | | O
. Meétodo para la publicacién de resultados O O ®
Impacto de la investigacién en la comunidad K O O

Presidente C



Miembros del CEIC que participaron en la evalugcidn.

Nombre y apellidos Calificacién Firma o
Dr. Jos¢ Antonio Vila Gonzélez Esp. 2"‘:_Gmdn Med. Interna > If/ ,ldf
Dr. Alberto Quintana Vézquez Esp. 1°. Grado Med. Interna W ; 7
MSec. Orlando Cartaya Pérez WS¢, Psicologla % fl
Lic. Isabel Rosety Gonzdlez Lic. Enfermeria A %
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Anexo 6: Pacientes tratado por Dermofural en las manos y ufias.

Anexo 6.1: Paciente tratada por Dermofural en los pies






Anexo 6.3: una paciente con la mano y ufias tratadas.

Anexo 6.4: Equipo de Investigacion con las pacientes



Anexo 6.5: Examen dermatoldgica por la Especialista.



Anexo 6.6: Mano sanada de un paciente.



Anexo 6.7: Equipo de Investigacion con el paciente.
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